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TOFOLO, Laize Peron. Efeito protetor do exercicio fisico aerébico de curto prazo,
sobre funcdes cardiometabdlicas em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica:
2013. Dissertacdo (Mestrado em Educacéo Fisica) — Centro de Ciéncias da Saude.
Universidade Estadual de Maring4, Maringéa, 2013.

RESUMO

O estilo de vida sedentario e a alimentacdo com alto teor calérico influenciam
diretamente no descontrole energético e metabdlico, sendo estes, fortes preditores
para o aumento da obesidade nos ultimos anos. No entanto, a realizacao de exercicio
fisico é considerado um eficiente tratamento ndo farmacoldgico contra as doencas
decorrentes da obesidade. Assim, o objetivo do presente estudo foi testar se o
exercicio fisico aerdbico, com intensidade moderada, realizado por um curto periodo e
frequéncia, oferece protecdo contra as disfuncdes cardiometabdlicas induzidas por
ingestéo de dieta rica em gordura em ratos adultos. Para isso, ratos machos com 60
dias, foram submetidos a um programa de exercicio trés vezes na semana por 30 dias.
No final do protocolo de exercicio fisico, ratos treinados, receberam dieta hiperlipidica
(HFD) por 30 dias (HFD-EXE). Animais sedentarios receberam HFD (HFD-SED).
Outros dois grupos exercitados (NFD-EXE) ou sedentarios (NFD-SED), foram tratados
com dieta comercial. O consumo de racdo e o peso corporal foram medidos
semanalmente. Aos 120 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a glicose intravenoso para posteriores dosagens de glicemia e insulinemia.
Um grupo a parte, foi utilizado para verificar parametros cardiovasculares e a atividade
elétrica dos nervos autondmicos. Posteriormente foram retirados e pesados os
estoques de gordura retroperitoneal, periepididimal e mesentérica. Os dados foram
analisados no programa estatistico GraphPad Prism, versdo 6.0 com os testes T-
Student ou Anova Two-Way e pos teste de Tukey. Nossos resultados mostram que o
ganho de peso corporal induzido pela DH foi prevenido em animais previamente
exercitados. O exercicio fisico ndo afetou o consumo alimentar, contudo a DH reduziu
a ingestdo. A DH induziu um aumento nos estoques de gordura corporal, o qual foi
impedido pela realizagéo prévia de exercicio fisico. O descontrole glicémico provocado
pela ingestdo de DH foi impedido pela realizacdo prévia do exercicio fisico. A DH
aumentou a atividade vagal e o exercicio fisico prévio impediu este aumento e
estimulou maior atividade simpatica em animais controles. O exercicio fisico prévio
diminuiu a pressao sistolica e diastolica de animais controles, contudo, a DH bloqueou
este efeito em animais HFD. Conclui-se que o exercicio fisico realizado previamente
impediu o aumento de gordura corporal, disfuncéo glicEmica e disfungdo autondémica.
Ja a ingestdo de DH foi eficaz em aumentar a quantidade de gordura corporal,
desenvolver descontrole glicémico e autonémico e impedir os efeitos do exercicio
fisico sobre a pressao arterial.

Palavras-Chave: Exercicio fisico. Dieta hiperlipidica. Disfuncdes cardiometabdlicas.
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ABSTRACT

The sedetary lifestyle and the feeding with high caloric content influence directly in
energetic and metabolic descontrol, these being, Strong predictors for a increase of a
obesity in last years. However, the practice on physical exercise is considered a efficient
non-pharmacological tratament against disease resulting of obesity. So, the objective of
study was tested whether the aerobic physical exercise, with moderate intensity,
performed for a short term and frequence, offer pretection against the cardiometabolic
dysfunctions induced for intake a high fat diet in adult rats. So, the objective of study
was tested whether the aerobic physical exercise, with moderate intensity, performed for
a short term and frequence, offer protection against the cardiometabolic dysfunctions
induced for intake a high fat diet in adult rats. For this, male rats with 60 days-old, were
submitted to exercise program three times a week for 30 days. At the end of the
exercise protocol, trained rats received a high fat diet (HFD) for 30 days (HFD-EXE).
Sedentary animals receiving HFD (HFD-SED). Other two exercise groups (NFD-EXE) or
sedentary (SED-NFD), were treated with commercial diet. Food intake and body weight
were measured weekly. At 120 days- old, the animals were subjected to intravenous
glucose tolerance test for subsequent measurement of blood glucose and insulin. A
group apart, was used to verify cardiovascular parameters and electrical activity of the
autonomic nerves. Subsequently were removed and weighed the retroperitoneal,
periepididymal and mesenteric fat stores. The data were analyzed in the statistical
program GraphPad Prism, version 6.0 with the t-test or two-way ANOVA test and Tukey
post test. Our results show that body weight gain induced by DH was prevented in
previously trained animals. Exercise did not affect food intake, yet DH reduced food
intake. The HFD induced an increase in body fat stores, which was prevented by prior
execution of exercise. The glycemic uncontrolled caused by ingestion of DH was
prevented by prior execution of the exercise. The HFD induced an increase in body fat
stores, which was prevented by prior execution of exercise. The glycemic uncontrolled
caused by ingestion of DH was prevented by prior execution of the exercise. The DH
increased vagal activity and previous physical exercise prevented this increase and
stimulate higher sympathetic activity in control animals. The prior exercise reduced the
systolic and diastolic control animals, however, the HFD intake blocked this effect in
HFD animals. It is concluded that previous physical exercise prevented the increase in
body fat, glycemic dysfunction and autonomic dysfunction. Already HFD intake was
effective in increasing the amount of body fat, develop of glycemic and autonomic
uncontrolled and prevent the effects of physical exercise on blood pressure.

Keywords: Exercise. Fat diet. Cardiometabolic disorders.



— Esquema
dos grupos
experimentais.

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura s -

LISTA DE FIGURAS

Esquema dos grupos

Figura 3- Curva do consumo de racao comercial e hiperlipidica
(gramas/semana) de grupos sedentérios e exercitados. A seta
indica o momento em que foi inicializado a transicdo de DC para
DH. # # # indica diferenca estatistica (p<0,001) entre 0s grupos
NFD-SED e HFD-SED. + indica diferenca estatistica (p<0,05) e
+++ (p<0,001) entre os grupos NFD-EXE e HFD-EXE. ** indica
diferenca estatistica (P<0,01) entre os grupos NFD-SED e NFD-
EXE. Anova two-way, pés teste de

Figura 4- Painel A: Curva do peso corporal (g) de grupos
sedentarios e exercitados, que consumiram racdo padrdo e
hiperlipidica, dos 60 aos 120 dias. # # # indica diferenca
estatistica (p<0,001) entre os grupos NFD-SED e HFD-SED. +
indica diferenca estatistica (p<0,05) e +++ (p<0,001) entre os
grupos NFD-EXE e HFD-EXE. o indica diferenca estatistica
(P<0,05) e ooo (p<0,001) entre os grupos NFD-EXE e HFD-EXE.
Painel B: Peso corporal final aos 120 dias. # indica diferenca
estatistica (p<0,05) e # # # (p<0,001) entre os grupos que
consumiram DH em relacdo aos seus controles que consumiram
racdo comercial. $ indica diferenca estatistica (p<0,05) entre os
grupos DH sedentario e exercitado..........

Figura 5- Gordura relativa. Gordura periepididimal (painel A),
gordura retroperitoneal (painel B) e gordura visceral (painel C). #
# # Indica diferenca estatistica (p< 0,001) entre os grupos que
consumiram DH em relacdo aos seus controles que consumiram
ragcdo comercial. ++ Indica diferenca estatisitica (p<0,01) e +++
(p<0,001) entre os grupos HFD-SED e HFD-EXE. * Indica
diferenca estatistica (p<0,05) e ** (p<0,01) entre os grupos NFD-
SED e NFD-EXE. ANOVA two way, pOs teste de

Xiii

19

21

27

28

29



Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 6- Curva glicémica durante o teste de tolerancia a glicose
e area sob a curva de ratos sedentarios ou exercitados, tratados
com DH ou racdo comercial. # # Indica diferenca estatistica
(p<0,01) # # # (p<0,001) entre os grupos HFD-SED e NFD-SED.
+ Indica diferenca estatistica (p<0,05) ++ (p<0,01) +++ (p<0,001)
entre os grupos HFD-SED e HFD-EXE. ANOVA two way, pos
teste de

Figura 7- Registro da atividade elétrica vagal (painel A) e
simpética (painel B) dos nervos vago superior e simpatico
esplancnico maior. # # Indica diferenca estatistica (p<0,01) entre
os grupos HFD-SED e HFD-EXE. +++ Indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos HFD-SED e HFD-EXE. *** Indica
diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos NFD-SED e NFD-
EXE. ANOVA two-way e pos teste de Tukey....................

Painel 8 — Registro de pressédo arterial sistolica, diastolica,
frequéncia cardiaca e pressao de pulso em animais sedentarios e
exercitados, que consumiram racdo comercial ou hiperlipidica. #
Indica diferenca estatistica (p<0,05) # # (p<0,01) # # # (p<0,001)
entre 0os grupos HFD-EXE e NFD-EXE. ** Indica diferenca
estatistica (p<0,01) entre os grupos NFD-EXE e NFD-SED.
ANOVA two-way e pés teste de

Xiv

31

32
2

33



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicdo da racdo padrdao e Dieta Hiperlipidica

o N 19
Tabela 2- Dados biométricos de animais sedentarios e exercitados,

que consumiram racao comercial e racdo 26
hiperlipidica............cccovvvvvivinnnn.

Tabela 3- Dados bioquimicos de animais sedentérios e exercitados,

que consumiram racao comercial e racdo 30

hiperlipidica...........cocoeviiiiinnens



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AGM Acido Graxo Monoinsaturado

AGP Acido Graxo Poli-insaturado

AGRP Agouti-related peptide

AGS Acido graxo saturado

AUC Area Under Curve

BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

CART Transcrito regulado por cocaina e anfetamina
CCS Centro de Ciéncias da Saude

CNA Comprimento naso-anal

COBEA Cddigo brasileiro de experimentagédo animal
DC Dieta comercial

DEF Departamento de Educacao Fisica

DH Dieta hiperlipidica

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DOHaD Developmental origens of health and diseases
GLUT-4 Transportador de glicose tipo 4

HFD High fat diet

HFD-EXE Exercised high fat diet
HFD-SED Sedentary high fat diet

IBGE Instituto Brasileiro de geografia estatistica
IVGTT Teste de tolerancia a glicose intra-venoso
LBCS Laboratorio de biologia celular da secrecéo
LPL Lipoproteina lipase

NFD-EXE Exercised normal fat diet
NFD-SED Sedentary normal fat diet

NPY Neuropeptideo Y
ON Oxido nitrico
OMS Organizacdo mundial da saude

P.A Pressao arterial



PAD
PAS
POMC
P.P
RNAM
SNA
SNC
SNS
T.A
TAB
TAM
TAG
TMB
UEM
UEL
VO2max

Presséo arterial diastolica
Pressao arterial sistélica
Proopiomelanocortina

Presséo de pulso

Acido ribonucleico mensageiro
Sistema nervoso autbnomo
Sistema nervoso central

Sistema nervoso simpatico

Tecido adiposo

Tecido adiposo branco

Tecido adiposo marrom
Triacilglicerol

Taxa metabdlica basal
Universidade Estadual de Maringa
Universidade Estadual de Londrina
Volume méaximo de oxigénio



SUMARIO

(LN RI0] 510 107:X 0 N 01
2 OBJETIVOS ..o e e e e et 04
N RO oY= (LYo T 1= - | SR 04
2.2 Objetivos ESPECITICOS .uuuuiiiiiiiiii it 04
3 REVISAO DA LITERATURA ...t 05
3.1 Programacao MetabOliCa.......cuuuiiiiiiiiiieiiiiiie e 05
3.2 Obesidade e dieta com alto teor de gordura.........cccvvveevieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiens 07
3.3 Exercicio fisSico € MetaboliSMO .......uuiiiiiiiiiiiiiii e 10
3.4 Hipertenséo, dieta com alto teor de gordura e exercicio fisico ................. 13
3.5 Exercicio fisico e sistema nervoso central ............ccccvviiiiiiiiiiinieeeee e 15
A METODOS ...ttt ettt ettt n et ee st e s e n e s e e e e e 19
S RESULTADOS ...t e e e e e e e e et e e e et e e e e e e eannns 25
B DISCUSSAD ..ottt ettt nnes 34
7 CONCLUSAD ...ttt ettt 40
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt 40

AN EX OIS e e 47



1 INTRODUCAO

A obesidade distribui-se mundialmente e possui grande perspectiva de
crescimento para os proximos anos. Conforme projecdes realizadas pela Organizacao
Mundial da Saude, o grau de incidéncia dessa doenca tem atingido proporcdes
alarmantes, inclusive no Brasil (1). Estudos epidemiolégicos correlacionam os insultos
ambientais ocorridos em periodos criticos do desenvolvimento (gestacdo, lactacéo,
infancia e adolescéncia), onde se observa grande plasticidade neuronal, com alteracdes
epigenétiicas na vida adulta, o qual determina um padrdo de saude-doenca. (2) (3) (4)
(5).

A sociedade contemporanea ocidental consome uma dieta rica em &cidos
graxos saturados, a qual apresenta altos teores cal6ricos (6) (7) (8). O aumento de
acidos graxos no organismo leva a disfuncbes periféricas e centrais, sobretudo na
regido hipotalamica, que poderdo perdurar ao longo da vida e desenvolver doencas
cardiometabolicas. Ja na periferia, este tipo de alimentacdo leva a uma desregulacao
positiva no balanco energético, que associado ao sedentarismo, pode desenvolver o
aumento do TA (9). A multiplicacdo e hipertrofia deste tecido estimula alta atividade
inflamatoria, propiciando o maior descontrole energético (10) (11). Sabe-se que o tecido
adiposo branco (TAB) € considerado um oOrgdo endocrino e secreta inumeros
horménios e citocinas pré-inflamatérias. A leptina, produzida e secretada pelo TAB faz
uma ligacao direta entre a periferia e o Sistema Nervoso Central (SNC).

O exercicio fisico é considerado um potencial tratamento ndo farmacolégico
para a obesidade e quando realizado de forma aerdbica, este atua no controle
metabolico e promove a quebra de gordura corporal. O exercicio fisico utiliza os lipidios
como fonte energética, por meio de um processo denominado lipolise. Este processo
depende de estimulos simpéticos e hormonais que ativam as lipases e o processo de
lipdlise (12). Desta forma, o exercicio fisico contribui para o aumento do gasto e
equilibrio da balanca energética. No entanto, em exercicios extenuantes a presenca de
acido latico e insulina bloqueiam o processo de lipolise. Portanto, é necessario

compreender a fungdo do exercicio fisico, intensidade, duragdo do treinamento e



duracédo das sessOes de treinamento, para determinar a contribuicdo dos substratos
envolvidos e sua finalidade ao realiza-lo.

Além do controle metabdlico, o exercicio fisico possui efeitos benéficos sobre
0 sistema cardiovascular. A hipertensdo associa-se com doengas coronarianas,
acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (WELFARE 2006). Dietas ricas em
gordura levam a um aumento na concentracdo de colesterol na corrente sanguinea que
podem contribuir para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, além de causar
uma diminuicdo na dilatacdo dependente do endotélio nos vasos sanguineos (13) (14)
(15) (16). O controle da pressao arterial depende de mecanismos renais e autonémicos
. A prética de exercicio fisico pode contribuir para amenizar ou tratar os efeitos
maléficos da dieta rica em gordura, reduzindo a presséao arterial e frequéncia cardiaca
em repouso. (17). A bradicardia em repouso € considerada um eficiente marcador do
efeito do exercicio fisico que deve perdurar por até 24 horas apos a realizacdo do
mesmo (18, 19) (20). Lesniewski, et al., (2013) apontam que a realizacdo de exercicio
fisico voluntario em ratos alimentados com DH, melhora a rigidez na artéria carétida e
impede o impacto da ingestdo da dieta nestes animais (21). Os efeitos benéficos do
exercicio sobre o metabolismo e sistema cardiovascular contribuem para a reducdo do
risco de doencas cardiometabdlicas.

Os distarbios ocasionados pela ingestdio de DH e a melhora destes,
desencadeada pela préatica de exercicios fisicos, sdo mediados por mecanismos
centrais, que podem desenvolver mudancas permanentes (22). O SNC é um importante
centro regulador do estado cardiometabdlico que atua através da ativagcdo ou
silenciamento de vias do SNA (vias simpaticas e parassimpaticas). Essas vias possuem
dupla funcdo, agindo de forma antagbnica sobre mecanismos regulatérios do
metabolismo e sistema cardiovascular. O objetivo do presente estudo foi testar se o
exercicio fisico aerébico, com intensidade moderada, realizado por um curto periodo e
frequéncia, oferece protecdo contra as disfuncbes cardiometabdlicas induzidas por

ingestao de dieta rica em gordura em ratos adultos.






2 OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral
e Analisar o efeito protetor do exercicio fisico aerdbico, com intensidade
moderada, realizado por um curto periodo e frequéncia, sobre o perfil

cardiometabdlico de ratos submetidos a dieta hiperlipidica.

1.2.2. Objetivos Especificos
e I|dentificar o efeito do exercicio fisico prévio e da ingestao posterior de
dieta hiperlipidica sobre:
- O consumo de racao e peso corporal
- Acumulo de gordura retroperitoneal, periepididimal e mesentérica
- Controle glicémico e insulinémico
- Toénus vagal e simpatico
- Pressao arterial e frequéncia cardiaca



3REVISAO DA LITERATURA

3.1 Programacédo metabdlica

Muito se discute sobre a obesidade, no entanto, 0 aumento da prevaléncia
de pessoas sobrepesadas e obesas no mundo estd em crescente expansdo. Varios
fatores vém sendo discutidos como 0s responsaveis por essa expansdo. As condicdes
socioeconbmicas, e a melhoria na qualidade de vida, levaram os individuos a mudarem
0s habitos de vida. As pessoas aumentaram o0 consumo de comidas rapidas e
industrializadas com altos valores caléricos e ricos em gordura e passaram a frequentar
os fast foods. Este tipo de alimentagcédo ocidental juntamente com a diminui¢do ou falta
de exercicios fisicos levaram a um agravo nesta situacdo. Além deste fator, as
condicdes sociais, fetais, psicoldgicas, genéticas e ambientais influenciam diretamente
neste aumento do nimero de obesos no mundo (23) (9).

Atualmente a obesidade € considerada uma condicdo patologica e
classificada como uma doenca epidémica, que afeta milhares de pessoas, em diversos
paises, independente do género, faixa etaria e raca (24). Em um relatério recente, a
OMS mostrou que em 2009, 12% da populacdo mundial estava obesa, 1 em cada 3
adultos no mundo eram hipertensos e as doencgas crénicas causavam quase dois tercos
de todas as mortes no mundo (1). Ainda, a OMS apontou que em 2005, 400 milhdes de
pessoas no mundo estavam obesas, e projecdes futuras apontam que para 2015, este
namero aumentara para 700 milhdes (25). JA no Brasil, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), aponta que em 2009, uma em cada trés criangas de 5 a
9 anos, estavam acima do peso. Nos adultos, 0 excesso de peso esta presente em
50,1% dos homens e 48% das mulheres. Destaca-se ainda a regido sul, que apresenta
56,8% dos homens e 51,6% das mulheres com excesso de peso. Este expansivo
aumento ja estd atingindo a economia do pais, com um custo alarmante de
aproximadamente 1,5 bilhdes de reais por ano de gastos com internagdes hospitalares,

consultas médicas e medicamentos. Desse valor, 600 milhdes sdo provenientes do



governo via Sistema Unico de Salde, e representam 12% do orcamento destinado a
saude (26).

Estudos epidemiolégicos correlacionam os fatores e insultos ambientais
ocorridos em periodos de desenvolvimento criticos da vida, com alteracdes posteriores
da carga genética do individuo que determina um padrdo de saude-doenca. Este
fenbmeno é conhecido como programacdo metabdlica (2). Um exemplo claro disso é o
resultado da escassez de alimentos durante a segunda guerra mundial sobre o
desenvolvimento de doencas metabdlicas na vida adulta. Ravelli et al. estudaram uma
populacdo de 300.000 homens, filhos de mulheres expostas a escassez alimentar
durante o cerco da Holanda pela Alemanha na segunda guerra mundial. Eles
concluiram que se a mée foi exposta a desnutricdo durante o ultimo trimestre da
gestacao, esse grupo apresentava uma baixa incidéncia de obesidade. No entanto, se a
desnutricdo ocorresse no primeiro semestre da gestacdo, a incidéncia de obesidade
aumentava significativamente (27).

Atualmente um conceito bem explorado que vem sendo estudado, para o
entendimento da etiologia de doencas metabdlicas, € o conceito da origem do
desenvolvimento da salde e doenca — DOHaD (Developmental Origens of Health and
Diseases). Estudos apontam uma relagcédo direta entre a desnutricdo fetal e o risco de
desenvolver doencas metabdlicas e cardiovasculares na vida adulta (28). Para isso,
varios trabalhos apontam estudos nos quais sédo aplicados insultos em janelas
metabdlicas, ou seja, nas fases que o individuo/animal estd mais propenso ao
desenvolvimento da plasticidade neural. Essas janelas metabdlicas estéo presentes nos
seguintes periodos: gestacédo, lactacdo, infancia e adolescéncia. Nessas fases, 0s
estimulos recebidos, sejam eles comportamentais, ambientais e/ou nutricionais,
provocam alteragcbes metabdlicas duradoras sobre a estrutura e funcdo de um
organismo, em fases mais tardias da vida (3) (4) (5).

Seguindo esta linha, Barker et al.,, desenvolveram uma hipotese de que
condi¢des adversas intra-uterinas e durante a infancia aumentavam o risco de doencas
metabdlicas e cardiovasculares. Neste estudo, concluiram que individuos que nasciam
com baixo peso, permaneciam biologicamente diferentes daqueles que nasciam com

peso adequado e isso se prolongava até a vida adulta, apresentando maior pressao



arterial e propensdo a desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (29). Esta hipétese
ficou conhecida como “hipétese do fenétipo poupador” a qual propde que o feto é capaz
de se adaptar ao ambiente intra-uterino, otimizando o uso de suprimentos energéticos,
no sentido de garantir sua sobrevivéncia. Ainda, de acordo com a OMS os riscos de
obesidade provenientes dos fatores genéticos, estdo interligados, conforme a
suscetibilidade dos individuos para o excesso de peso e obesidade, quando expostos a
determinados fatores ambientais (9). Os autores expuseram, que se o individuo tem
alguma tendéncia a ganhar peso, e se o ambiente for propicio a este ganho, seja por
influéncias sociais ou ambientais, o individuo certamente, terda mais facilidade de

aumentar o peso corporal.

3.2 Obesidade e Dieta com alto teor de gordura

O excesso de tecido adiposo no corpo pode estar relacionado ao descontrole
energético. Alimentacbes ricas em gordura sdo conhecidas por levar a um saldo
positivo de gordura e consequentemente, acumulo de tecido adiposo (30).

Muitos estudos utilizam a dieta rica em gordura, para analisar os efeitos sobre o
organismo, ja que esta se assemelha ao estilo de vida contemporaneo. Este tipo de
estudo tem sido realizado desde os anos cinquenta com uma gama variavel (30-78%)
do consumo total de energia {Hariri, 2010 # 1}. Varios sdo os tipos de dietas
manipuladas com a finalidade de desenvolver e estudar a obesidade. Buettner, (2007)
comparou diferentes dietas ricas em gorduras e mostrou que a gordura derivada da
banha animal pode ser recomendada com eficiéncia para o estudo de mudangas
metabdlicas associadas com a obesidade. No entanto, para uma dieta rica em gordura
ter o potencial de desenvolver obesidade, torna-se mais importante a composicao e tipo
de acido graxo utilizado, do que a quantidade do mesmo (31).

Estudos sugerem que os 4&cidos graxos saturados (AGS), sdo mais
obesogénicos que os acidos graxos poli-insaturados e monoinsaturados (AGP/ AGM).
Isto pode ser explicado pelo fato de que os AGS sofrem menor oxidacdo que os AGP e

com isso tendem a desenvolver maior acumulo de gordura corporal {DelLany, 2000 # 8}.



Além disso, os AGS diminuem a taxa metabdlica de repouso e a termogénese induzida
pela dieta {Hariri, 2010 # 1}. Dois tipos de dieta, compostas por AGS com alto valor
calorico e energético, sédo as dietas a base de gordura animal e aquela composta por
nutrientes palataveis, variados e saborosos, como, por exemplo, acucares, produtos
industrializados e refrigerantes. Nestas dietas ocorre a troca de calorias advindas de
carboidratos por calorias derivadas de gordura (6) (7) (8).

Sabe-se que o consumo de dietas ricas em gordura ou dietas ocidentais,
juntamente com o estilo de vida sedentério leva ao desenvolvimento da obesidade. Um
consequentemente aumento da atividade inflamatoria, hipertrofia e multiplicacdo do
tecido adiposo branco (TAB), propicia 0 aumento deste tecido (10). O tecido adiposo
(TA) é considerado um 6rgao endodcrino, que possui atividades hormonais, regulado
pelo Sistema Nervoso Central (SNC). Sua formacgéo constitui-se de adipdcitos, células
especializadas em armazenar lipideos na forma de triglicerol (TAG), que podem ser
retidos em grandes quantidades. Outras células participam da constituicdo do TA, sé@o
elas: tecido conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso, células do
estroma vascular, nodulos linfaticos, células imunes (leucdcitos, macrofagos),
fibroblastos e pré-adipécitos (32).

Além das variadas células constituintes do TA, ele é subdividido em dois
tipos, o TAB e o tecido adiposo marrom (TAM) (26). Suas fungbes no corpo humano,
localizacdo anatbmica e as células que os compde apresentam funcdes distintas. Os
adipécitos presentes no TAM apresentam diametro médio de 30-40 ym, e no TAB o
diametro € de 60-100 um. O TAM diminui com a idade e, em adultos, esta quase
ausente; € mais encontrado em fetos e recém nascidos e sua principal funcédo é a
regulacdo da temperatura corporal (termogénese), além de ser mais vascularizado e
possuir maior quantidade de mitocéndrias (11).

Ja, o TAB distribui-se generalizadamente por todo o corpo, envolvendo-se
pela regido subcutdnea e visceral, e abrange também toda a musculatura e
articulacdes. Por estar distribuido principalmente no tecido subcutadneo e nas visceras,
o TAB é um excelente isolante térmico e tem papel importante na manutencdo da
temperatura corporal. Armazena grande quantidade de energia, comparando aos

carboidratos (9 kcal.g™ vs 4 kcal.g™) e é considerado o tecido mais importante para o



controle do balanco energético (11). Os adipdcitos, além de armazenarem gordura,
secretam uma série de citoquinas pré-inflamatérias e adipocitocinas. Isto acontece em
quadros de obesidade e em resposta a ma alimentacdo e consequente expansdo do
tecido, que consequentemente geram uma atividade inflamatoria e a multiplicacdo do
mesmo (33). Um dos principais horménios produzidos e secretados pelo TA é a Leptina
que tem ac¢do direta no SNC (32). A producéo de leptina é proporcional a massa de TA.
Tem como funcédo, atuar em células do nucleo arqueado hipotalamico, estimulando a
expressdo de neuropeptidios catabodlicos e anabdlicos, que, por sua vez, inibem a
ingestdo alimentar e aumentam o gasto energético, através da inervacao simpética (34)
(35).

A ingestdo de dietas ricas em gorduras leva a desregulacdo central de
peptideos localizados no hipotalamo, responsaveis pelo consumo alimentar e gasto
energético (36). Além disso, observa-se um processo de inflamacdo hipotalamica, na
qual ja é evidenciado ap6s 1 semana de consumo dessas dietas e esta relacionado a
excessiva ingestdo energética e resisténcia a insulina ou leptina hipotalamica (37).
Desta forma, a lipotoxicidade ocorrida no hipotalamo por meio do consumo de HFD,
relaciona-se com uma disfung&o neuronal, e, curiosamente, este fato pode ser revertido
quando a gordura da dieta passa de saturada, para insaturada. Isto incluiu uma
melhoria da inflamacdo hipotalamica e a restauracdo da sensibilidade a leptina e
insulina (38).

A regulacdo do balanco energético no hipotdlamo é rapidamente comprometida
guando se consome dietas com alto teor de gordura. Este comprometimento, induz
inflamacfes que estimulam secrecdo de citocinas (TNFa, IL-1b e IL-6) e vias
inflamatorias (IKKb / NF-kB e JNK juntamente com o estresse oxidativo e reticulo
endoplasmatico e a falha na autofagia. O descontrole dessas vias, podem causar
desregulacéo na sinalizacéao de insulina e leptina central (39). Um estudo realizado por
de Souza, (2005) identificou que apdés 16 semanas de tratamento com HFD, ratos
apresentaram uma ativacdo de vias inflamatérias no hipotdlamo e a necessidade de
auto regulagdo de citocinas inflamatorias. Isto se relaciona com a incapacidade da

insulina de inibir a ingestdo de alimentos (40). Além disso, Thaler, J.P et al., apontam
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que tanto a plasticidade sindptica e neuronal, recentemente identificadas como

mecanismos chave no equilibrio de energia, sédo quase certamente comprometidos (37).

3.3 Exercicio fisico e metabolismo

O exercicio fisico é classificado como uma atividade realizada por meio de
repeticdes sistematicas de movimentos que, consequentemente, aumentam 0 consumo
de oxigénio devido a solicitagdo muscular, gerando forca e alterando a homeostase
energética (41). Seus efeitos fisioldgicos séo classificados como agudos imediatos,
agudos tardios e cronicos. Os efeitos agudos, dizem respeito a resposta direta do
metabolismo a sesséo de exercicios. Os efeitos agudos imediatos acontecem durante a
execucdo do exercicio, o que eleva a frequéncia cardiaca, aumenta a ventilacdo
pulmonar e sudorese. J4 0os agudos tardios, dizem respeito a resposta metabdlica ao
longo das primeiras vinte e quatro horas (resposta que pode se prolongar por até
setenta e duas horas apdés o exercicio), Algumas caracteristicas dos efeitos agudos
tardios sdo a reducao discreta dos niveis tensionais, a expansao do volume plasmaético,
a melhora da funcdo endotelial e a potencializacdo da agdo e o aumento da
sensibilidade a insulina no musculo esquelético (42). Por fim, os efeitos crénicos, sdo
chamados de adaptacdes a exposicdo frequente e regular ao exercicio fisico,
representando as caracteristicas morfofuncionais que diferenciam um individuo treinado
de um sedentario. Essas caracteristicas sdo: bradicardia em repouso, hipertrofia
muscular, hipertrofia ventricular e aumento do consumo maximo de oxigénio (VO2amax)
(41).

O exercicio atua diretamente no equilibrio do gasto energético diario, o qual
€ composto por trés variaveis: Taxa metabdlica basal (TMB), efeito térmico da atividade
fisica e efeito térmico dos alimentos. A TMB € a que mais contribui para o gasto
energético corporal, apresentando uma porcentagem de 60 a 75% do gasto total,
agindo diretamente na manutencéo dos sistemas em repouso e produzindo calor para
sua manutencéo. Consequentemente, o efeito térmico do exercicio, engloba de 15 a

30% do dispéndio energético total, dependendo da intensidade e duracdo. Ja o efeito
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térmico dos alimentos contribui com 10% do gasto energético total (41). Desta forma, se
o controle do peso corporal for realizado por meio de exercicios fisicos, este ir4
propiciar a elevacdo da TMB, que pode perdurar de trés horas a trés dias, dependendo
do tipo, intensidade e duracdo do exercicio.

A pratica de exercicios fisicos propicia beneficios para a saude em geral e
atua no controle biologico e bioquimico do organismo com a finalidade de balancear o
gasto energético em relacdo ao consumo alimentar e controlar moléculas que atuam no
perfil bioquimico do individuo. Em relacdo ao perfil glicémico, o exercicio fisico € um
meio que otimiza a captacao de glicose. Esse processo acontece quando, na presenca
de exercicio fisico e consequente aumento de calcio intracelular, o receptor de glicose,
localizado no musculo esquelético (GLUT 4), migra para a membrana das células
musculares captando a glicose para o meio intracelular. Essa acdo potencializa a
captacdo de glicose, reduzindo seus niveis basais (43) (44). A insulina deixa de agir
nesse caso, pois com o aumento do estresse gerado a partir da realizacdo de exercicio
desencadeia-se a liberacdo do horménio glucagon que possui acdes antagbnicas as da
insulina. Além do mais, a acdo do SNS e das catecolaminas, cuja concentracdo €
aumentada durante o exercicio, fazem baixar o0s niveis insulinémicos, diminuir a
glicemia e estimular a lipolise no tecido adiposo. Dessa forma, o exercicio fisico & um
potente ativador do SNS, promovendo a reducdo dos estoques de gordura tecidual e
evitando o aumento do peso corporal (45, 46).

Um melhor controle da atividade fisica € medido a partir da intensidade do
exercicio, que determina a contribuicdo de substratos como fonte energética durante o
exercicio. Para a queima de gordura, o exercicio moderado é o mais indicado. Os
substratos nele envolvidos sdo o0s acidos graxos livres plasmaticos, glicogénio
muscular, triglicerideos musculares e glicose plasméatica (41). O exercicio aerdbico é
caracterizado por utilizar entre 50 e 75% do consumo de VO2max total que o organismo
gasta durante a realizacdo do exercicio. No inicio do exercicio, até 15 minutos,
predomina-se a utilizagdo de carboidratos como fonte energética. A partir dos 30
minutos de realiza¢do do exercicio fisico, ocorre um desvio no qual, diminui-se a fonte

de carboidrato e comeca-se a utilizar a gordura, como substrato energético.
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A utilizacdo de gordura durante a realizagdo do exercicio fisico acontece por um
processo conhecido por lipdlise. Neste processo, os triglicerideos sdo degradados em
acidos graxos livres e glicerol, por enzimas conhecidas como lipoproteinas lipases
(LPL). Estes acidos graxos séo transportados até as células musculares, mobilizados os
estoques intramusculares de triglicerideos e transportados para o interior das
mitocdndrias para por fim serem utilizados como fonte energética (47). No entanto é
necessario um estimulo para iniciar este processo de lipolise e ativar as lipases.
Durante a realizacdo do exercicio fisico, hd um estimulo do sistema nervoso simpatico e
aumento de hormonios estimuladores (adrenalina, noradrenalina e glucagon) que séo
responsaveis por ativar as lipases e assim, aumentar os processos de lipolise. No
entanto, quando este exercicio fisico passa a ser extenuante, e aumenta-se a
guantidade de acido latico e insulina na corrente sanguinea, ha um bloqueio das lipases
e impedimento da lipolise (41).

A utilizacdo da gordura como fonte energética, depende ainda do tipo de
exercicio e intensidade realizada. Exercicios leves a moderados, realizados na faixa de
25 a 65% do VO2max estimulam um aumento de 5 a 10 vezes na oxidagao de lipidios
(48). Romijn et al., realizaram um estudo no qual, apontaram que exercicios realizados
em intensidades baixas (25%Vo02max), utilizam menores quantidades de gordura como
fonte energética, comparado aos exercicios fisicos moderados (65%V02méax). Quando
0 exercicio passa a ter intensidade alta (85%V02max) este também passa a consumir
menos quantidade de gordura (49). Entende-se que ha uma intensidade no qual
ocorram maiores taxas de oxidacao de gorduras, sugerindo que esta seja em exercicios
moderados, e depende também de fatores individuais como: sexo, estado de
treinamento, VO2max e dieta (50, 51).

3.4 Hipertenséo, dieta com alto teor de gordura e exercicio fisico.

As doencas cardiovasculares, muitas vezes decorrentes do excesso de tecido
adiposo, é a principal causa de morbidade e mortalidade na sociedade moderna (52). A
hipertensdo vem sendo associada com outras doencas como: doenga coronariana,
acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (53). A prevaléncia de hipertenséo

se aproxima a 50% em todo o mundo e € conhecida como uma doencga constituinte da



13

sindrome metabdlica (54) (55). Classifica-se hipertenso, o individuo que apresenta
pressdo arterial sistolica (PAS) maior ou igual a 130 mmHg e/ou pressado arterial
diastolica (PAD) maior ou igual a 85mmHg (54).

Alguns fatores, além da obesidade, agravam este risco. A alimentacdo e o nivel
de atividade fisica sdo fatores primordiais que propiciam rapido desenvolvimento de
doencas cardiacas. Mente, A.K.L. et al., (2009) afirmam que o consumo de dietas
contendo alta quantidade de gordura saturada, propicia um aumento da quantidade de
colesterol sanguineo, 0 que leva posteriormente ao desenvolvimento de doencas
cardiacas (13). Alguns estudos apontam que o consumo de um alto teor de gordura ou
acucar em humanos e animais reduz a dilatacdo dependente do endotélio (14) (15)
(16). Adicionalmente, estudos mostram uma hipertensao relacionada a estas condicdes.

A vasoconstricdo relacionada a hipertensdo, pode ser decorrente de uma
disfuncdo renal ou distarbio da regulacdo do SNA pelo SNC, principalmente o
hipotalamo (56). Sabe-se que o hipotalamo é conhecido como o centro de controle da
fome e saciedade (57, 58). Além disso, € responsavel por controlar a presséo arterial e
atividade renal (57, 59). O SNA exerce um duplo efeito sobre o organismo em geral.
Enquanto, no desenvolvimento da obesidade a atividade do SNS esta baixa, nos rins e
na vasculatura do musculo esquelético, as descargas de noradrenalina nas sinapses
simpéticas estdo aumentadas e no coracao o tdnus simpatico apresenta-se diminuido
(60). Nervos simpaticos periféricos liberaram NPY em resposta ao estresse (61) que
pode se manifestar como um aumento da atividade do SNS basal. Além disso, a NPY
pode contribuir para o aumento de tecido adiposo branco, pois, provoca a proliferacao
dos pré-adipocitos (62). A NPY também pode agir sobre a vascularizacao periférica e
promover aterosclerose (63).

Estudos mostram que o consumo de dieta rica em gordura, em curto prazo, pode
levar ao desenvolvimento de hipertensdo resultante da obesidade e concentracdes
plasmaticas de noradrenalina (56). O mecanismo sugerido pelos autores, aponta o
hipotadlamo como centro para a geracdo da hipertensao relacionada a obesidade e que
esta hipertensdo pode ser desenvolvida, devido ao aumento da secrecao de leptina
pelo tecido adiposo branco que ativa receptores centrais e aumenta o tdbnus simpatico

para os rins. Samuelsson et al. mostraram que a prole de camundongos C57BL/6
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alimentados com uma dieta obesogénica na gravidez e amamentagdo possuem uma
guantidade elevada de noradrenalina renal, consistente com o aumento da atividade do
SNS renal (64).

Em meio a este distlrbio, o exercicio fisico tem sido considerado um potente
fator para reduzir o risco de doencas cardiovasculares, reduzir a pressdo sanguinea e
diminuir a prevaléncia de hipertensdo, dentre outras doencas cronicas (17) (65). Além
disso, o exercicio melhora a sensibilidade do barorreflexo em individuos hipertensos
(66). O treinamento aerdbico, ainda, aumenta o debito cardiaco em repouso e a
densidade dos capilares sanguineos (67). Um estudo realizado por Maeda, S. et al.,
(2004) aponta que um treinamento aerdbico com duracdo de 3 meses, intensidade
leve/moderada (50%V0O2max), 5 vezes na semana, por 30 minutos a sessao, teve
como efeito diminuir a pressao arterial em mulheres idosas (59-69 anos), sedentarias e
normotensas (68).

Em animais, a prética de exercicio fisico, também é eficiente para um tratamento
nao farmacol6gico ou até mesmo preventivo em relacdo a doencas cardiovasculares. O
exercicio fisico caracteriza-se por uma situacdo que influencia na homeostase
energética. Para suprir o aumento da demanda metabdlica, varias adaptacdes
fisiologicas sdo necessérias, dentre elas, a funcdo cardiovascular (19). Durante o
exercicio fisico aerdbico, observa-se elevada atividade nervosa simpética e
consequente aumento da frequéncia cardiaca, volume sistélico e débito cardiaco (69).
A frequéncia cardiaca e pressdo arterial sistélica e diastlica sdo o0s principais
parametros cardiovasculares que se adaptam ao treinamento fisico (70).

Ao mencionar a frequéncia cardiaca, vale ressaltar que a bradicardia em
repouso, pés-exercicio € considerado um eficiente marcador do efeito do treinamento
fisico aerdbico (18). Esta é caracterizada pela redugédo da pressao arterial no periodo
de recuperacdo do exercicio fisico. No entanto, para que essa hipotensdo tenha
importancia clinica, ou seja, tenha sido desenvolvida pela pratica de exercicio fisico
necessario que perdure pela maior parte das 24 horas subsequentes a finalizacdo do
exercicio (19) (20). Medeiros, et al.,, (2000) realizaram um estudo experimental
utilizando ratos Wistar normotensos, que foram submetidos ao treinamento de natacao

por 8 semanas, 5 vezes na semana, 60 minutos por dia e chegaram a conclusdo que
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houve uma diminuicdo de 10% na frequéncia cardiaca em repouso (70). Martins-Pinge
et al., (2005) encontraram semelhantes resultados nos quais ratos Wistar que
realizaram natacdo por 4 semanas, também tiveram pressdo arterial diminuida (71).
Além da hipotensdo em repouso, um estudo desenvolvido por Park et al., (2012) mostra
que a execucao de corrida em roda, voluntaria, por camundongos C57/BL6 protegeu as
artérias corondrias contra a resisténcia desenvolvida por alimentagéo rica em gordura
(72). Este tipo de exercicio melhora a rigidez na artéria carétida em animais idosos que
consomem dieta rica em gordura e impede o impacto negativo desta dieta sobre a

funcéo endotelial (21).

3.5 Exercicio fisico e sistema nervoso central

InUmeras proteinas e citocinas sdo estimuladas perifericamente e agem
diretamente no Sistema Nervoso Central (SNC). Estas podem provocar mudancas
provisdrias e permanentes no funcionamento do organismo. Estes estimulos podem ser
relacionados ao stress fisico, stress ambiental, medicacdes dentre outros. Desta forma,
€ importante entender o papel de algumas proteinas e citocinas, que participam desta
ligacdo (exercicio e SNC).

O hipotadlamo, centro mediador do controle energético corporal e ingestédo
alimentar, esta envolvido na regulacdo de varios fatores como: temperatura corporea,
pressédo arterial, fome, sede e proliferacéo e diferenciacéao celular (22). O hipotalamo é
dividido em duas grandes populacdes de neurdnios, NPY/AgRP e POMC/CART. O
primeiro recebe sinais periféricos que mandam informagdes para aumentar a ingestao
alimentar e diminuir o gasto energético. Ja o segundo, tem ac¢des contrarias, estimulam
a saciedade e aumentam o gasto energético (73) (74). Quando analisado em
camundongos, a auséncia dos peptideos derivados do POMC/CART leva ao
desenvolvimento de hiperfagia e obesidade, e a auséncia de NPY/AgRP, leva a
diminuicdo ou inibicdo da ingestdo alimentar (75). Algumas proteinas e hormonios
atuam sobre estes receptores e estimulam uma cascata de sinalizacdo com o objetivo

de gerar uma resposta periférica.
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A leptina é um horménio que age diretamente no nucleo arqueado do
hipotdlamo. Sua producdo deriva-se principalmente do tecido adiposo branco e é
proporcional a quantidade de tecido (32) (76). Tem como funcéo, atuar em células do
nacleo arqueado hipotalamico, estimulando a expressdo dos neuropeptidios
POMC/CART, que se liga a mecanismos de inibicdo da ingestdo alimentar e gasto
energético (35) (11) (34). No entanto, quando ha falhas na acdo da leptina sobre os
receptores localizados no hipotalamo, ocorre um processo denominado resisténcia a
leptina, ou seja, esta ndo consegue atuar centralmente e perde sua capacidade
regulatoria (77) (78).

Em roedores induzidos a obesidade por meio da dieta rica em gordura, h4 uma
falha nos sitios de ligacdo da leptina no hipotalamo, o qual ndo consegue ativar as vias
anorexigénicas. Desta forma desenvolvem hiperleptinemia e descontrole da ingestao
alimentar que reflete diretamente no peso corporal (79).

Desta forma, o exercicio fisico € um meio que tem o potencial de controlar a
producdo e acdo do horménio leptina. Sabe-se que exercicio de endurance de
intensidade moderada influencia no equilibrio energético corporal (80). Além disso, um
estudo realizado por Jiexiu Zhao, (2011) mostrou que nove semanas de exercicio de
endurance aumentou a expressao e cascatas de sinalizacdo de receptores de leptina
(Ob-Rb) no hipotalamo e diminuiu a concentragdo de leptina circulante, quando
comparado com o grupo sedentario. O exercicio foi associado com os efeitos da leptina
sobre a atividade das vias AMPK/mTOR no hipotalamo, o que pode aumentar sua
capacidade de reduzir a ingestéao alimentar (81).

Assim como a leptina, o hormonio insulina é considerado um marcador da
obesidade. Produzida e secretada pelas células beta-pancreaticas, a insulina encontra-
se elevada em individuos obesos e sua concentracdo é proporcional a adiposidade. Um
estudo realizado por Morton, et. al., (2001) aponta que a insulina tem funcdo essencial
no sistema nervoso central para incitar a saciedade, ela atua estimulando os mesmos
grupos neuronais que a leptina, no entanto, sua acdo de aumentar o gasto energético e
incitar a saciedade, acontece em curto prazo (73). Quando ha uma desregulacdo deste
horménio, o individuo torna-se propenso a desenvolver quadros de obesidade e

doencas advindas a ela. Isso acontece pelo maior acumulo de glicose em forma de
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triglicerideos nos adipécitos e pela inativacdo do receptor de insulina no SNC,
resultando no aumento da ingestdo calérica e consequente acumulo de gordura e
propensdo a ganhar peso por meio da dieta (82).

Um aumento da acédo da leptina e insulina no cérebro podem contribuir para
modular a homeostase energética em ratos exercitados. Uma estratégia terapéutica
para restaurar a transducdo de sinal da leptina e insulina no hipotdlamo de obesos é o
exercicio fisico que pode atuar no hipotdlamo amenizando o apetite (83). Por outro
lado, a ingestédo de dieta rica em gordura estimula o desenvolvimento de resisténcia a
insulina e desregulagdo da secrecdo, com isso contribui para o desenvolvimento de
obesidade e DM2. (84) (85). Um recente estudo desenvolvido por Gomes et al.,
confirma estes achados, apontando que animais que consumiram DH por 10 semanas,
mostram-se resistentes a insulina e hiperinsulinémicos (8).

Além destes estimulos periféricos ativados pela realizacdo do exercicio fisico, ele
também atua sobre outras popula¢ges de neurbnios localizadas no cérebro. O exercicio
fisico parece exercer papel central neuroprotetor no hipocampo, o qual estimula a
neurogénese (86). Esta comeca a aumentar trés dias ap0s a realizacdo do exercicio, no
entanto o pico acontece apds o sétimo dia. O mecanismo pelo qual a neurogénese é
ativada, acontece quando o exercicio fisico aumenta o0 RNAmM de uma molécula
conhecida como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) que tem por funcéo
promover a sobrevivéncia e regeneracao de neurénios (87) (88). Estudos mostram que
mudancas no RNAm do BDNF em ratos, foram mantidas varias semanas apo0s a
realizagéo do exercicio fisico (89) (90).

Estudos apontam que a ingestdo de dietas ricas em gordura, afeta a funcéo
cerebral e causa desregulacdes que propiciam o desenvolvimento de obesidade. Levin,
(1999), apontam que este tipo de alimentacao influencia no aumento da expressao de
neuropeptidios anabolicos, os NPY, responsaveis por estimular a ingestdo alimentar.
Desta forma, conforme se aumenta a quantidade de gordura presente na dieta,
aumentam-se os referidos neuropeptidios, e, assim, propicia um possivel
desenvolvimento de comordidades, devido a esta desregulacdo (36). Além disso, ha
uma falha no desempenho de tarefas cognitivas que utilizam o hipocampo e cortex

frontal. Esta falha esta relacionada a quantidade de acidos graxos saturados presentes
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na dieta (91). Os mecanismos que levam a esta falha cognitiva, ndo estao esclarecidos,
no entanto, Muller et al., apontam que a hiperglicemia e a intolerancia a glicose,
desenvolvidas a partir da ingestdo de dieta hiperlipidica (DH) podem ser um fator

contribuinte para este desenvolvimento (92).

4 METODOS

4.1 Amostra

Utilizaram-se para este estudo, ratos Wistar machos, com 60 dias de
idade, que foram transferidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa
para o Biotério Setorial do Laboratério de Biologia Celular da Secrecao.
Posteriormenteos animais passaram por um periodo de 5-10 dias de adaptacao e foram
colocados em caixas separadas, cada uma delas abrigando um numero de trés
animais. Durante todo o periodo, os ratos receberam agua e racdo a vontade e estavam
submetidos a um ciclo fotoperiddico de 12 h (07:00-19:00 h) e temperatura constante de
22+2°C. A racao comercial (Nuvital-Curitiba) foi usada para tratar os animais controle, e
a dieta rica em gordura para os animais DH. Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais: Controle sedentario (NFD-SED), Dieta sedentario (HFD-SED),
Controle exercitado (NFD-EXE) e Dieta exercitado (HFD-EXE). O exercicio foi realizado
dos 60 aos 90 dias de idade, e, posteriormente, oferecida a dieta dos 90 aos 120 dias.

Conforme a figura 1, abaixo.

NFD-SED Sedentario+DC Sedentario+DC

HFD-SED Sedentéario+DC Sedentario+DH
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Figura 1 — Esquema dos grupos experimentais.

4.2 Dieta e Exercicio Fisico

A dieta hiperlipidica foi produzida no laboratério de biologia celular da
secrecdo (LBCS) e continha alta quantidade de gordura (35% de gordura de porco)
(93), que foi ofertado por 30 dias (90 aos 120 dias de vida) a vontade. A tabela 1 aponta
os ingredientes utilizados para a fabricacdo da dieta hiperlipidica. A ragdo padrao
oferecida foi a comercial (Nuvital-Curitiba) cujos ingredientes encontram-se, também na
tabela 1. Todos os animais foram pesados e consumo de racdo avaliado a cada dois

dias até atingirem os 120 dias de vida.

Tabela 1 — Composigao da racédo padréo e Dieta Hiperlipidica (DH).



Ingredientes (gramas)

AIN 93 M - Racéo padréao
(1000 g de racao)

Hiperlipidica (35% de

gordura de porco)

Amido (Q.S.P.)
Caseina

Amido de Milho

Dextrinizado
Sacarose
Oleo de Soja

Banha

Celulose microfina (fibra)

Mix de Minerais

Mix de Vitaminas
L-Cistina

Bitartarato de Colina

Somatoério total (g)

465,7
140,0

155,0

100,0
40,0
0,0
50,0
35,0
10,0
1,8
2,5

1000,0

1155
200,0

132,0

100,0
40,0
312,0
50,0
35,0
10,0
3,0
2,5

1000,0
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O programa de exercicio foi construido a partir do protocolo proposto por

Negrao et.al., (1992). Dessa forma, pretendeu-se garantir a mesma intensidade de

exercicio, em regime aerobio, em todas as fases do exercicio por 30 dias. No decorrer

do protocolo, aumentava-se a carga (de 10m/min até 16m/min) e o tempo da sesséo de

exercicio (de 10min até 60min), para certificar que 0s animais estariam na faixa de

VO2méax aerobico. Para garantir que a intensidade do exercicio, foi realizado um teste

de esforco maximo, no qual a partir do Vpico, ou esforco maximo realizado, foi

verificado se as velocidades propostas pela adaptagédo do protocolo de Negrao, se

encaixavam nos niveis aerébicos.

Os ratos do grupo exercitado foram submetidos a exercicios em uma esteira

rolante para ratos modelo ET-2000 Insight® (Ribeirdo Preto, SP). Esta tem um controle
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eletrénico de velocidade e € dividida em seis baias fechadas na parte superior por
tampa de acrilico removivel (para entrada e retirada dos animais), contendo orificios
para permitir a ventilagdo. Como estimulo para que os animais ndo parassem de correr,
ja que a esteira ndo possuia o sistema de choque, foi utilizado 1 bola de plastico por
baia, com tamanho aproximado de 10cm. Desta forma, no momento em que 0 objeto
encostava-se no animal, ele corria para o final da esteira permanecendo em constante
movimento. O exercicio foi aplicado sempre no periodo da manha, trés vezes por
semana. Foram descartados 0s animais que ndo conseguiram se adaptar ao exercicio

e nao realizaram trés sessdes consecutivas. O treinamento foi dividido conforme mostra

a figura 2.
Tempo | 15 120 | 20| 30|40 | 40| 405050556060
(min)

Velocidade | 4| 15 |10 |10 |12 | 12| 12| 14 |14 | 14 | 16 | 16
(m.min™)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sessdes de Treinamento

Figura 2 — Programa de exercicio, dos 60 aos 90 dias de idade.

4.2 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS
4.2.1 Teste de tolerancia a glicose (IVGTT)

Os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina (0,1mlI/100g peso
corporal) e submetidos a uma cirurgia para a implantacdo de uma canula de silicone na
veia jugular direita. Apds a cirurgia e ap0s 12 horas de jejum, deu-se inicio ao teste.
Uma amostra de sangue foi coletada (0,400 ml) através da canula e logo em seguida,
foi injetado, via canula, uma carga de glicose correspondente a 1g/Kg de peso corporal

e retirado sangue apos 5, 15, 30 e 45 minutos da infusdo de glicose. O sangue foi
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centrifugado e o plasma usado para dosagens de glicemia por meio da técnica da
glicose-oxidaze (Kit-Bio Diagnostic Chemistry Industry).

4.2.2 Registro de presséo arterial

Para o registro da presséo arterial foi utilizado um grupo separado de animais,
gue foram submetidos a anestesia com tiopental sddico (45mg/1000g de peso animal).
A cirurgia consistiu na implantag&do de uma cénula de polietileno (PE 10 conectada a PE
50) na aorta abdominal que foi inserida atraves da artéria femoral. Heparina (10%, 0,1
ml) foi utilizada para evitar a formacao de coagulo na ponta da canula. Com os animais
ainda adormecidos, esta canula foi conectada a um transdutor (MT0699-BP Transducer
ADInstruments-New Zealand) ligado a um amplificador de sinal que este por sua vez
estava conectado a um conversor analédgico digital (PowerLab/400 ADInstruments,
Australia) com frequéncia de 2000 Hz por canal. Os dados foram arquivados e
analisados por meio do programa WinDaq (DATAQ intruments-USA) para posteriores

analises. Os registros foram realizados durante 30 minutos.

4.2.3 Registro elétrico do nervo simpatico e parassimpatico

Apoés jejum de 10 horas, os animais foram anestesiados com tiopental sddico
(45mg/1000g de peso animal), e submetidos a uma incisdo cirargica longitudinal na
face anterior cervical, para possibilitar a dissecacdo do ramo superior vagal direito.
ApOs o nervo ser isolado, o animal foi colocado em uma gaiola de Faraday para evitar
interferéncias eletromagnéticas externas que pudessem alterar os registros elétricos.
Com o auxilio de um fio de algodao transpassado sob o nervo, o filamento neural
isolado foi assentado sobre um par de eletrodos de prata (0,6mm) e conectado a um

sistema eletrénico que transforma o sinal elétrico em sinal sonoro. O sinal foi filtrado
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para excluir ruidos abaixo de 1KHz e acima de 80KHz, e foi amplificado 10.mil vezes.

Apés encerrado o registro da atividade elétrica do nervo vago, com o animal
ainda anestesiado, foi realizada uma laparotomia e localizado um ramo do nervo
simpatico localizado na regido esplancnica com origem no plexo lombar na regido de
L2, que se estende até o tecido adiposo retroperitoneal; a dissecacdo e o registro da
atividade elétrica do nervo foram realizados como descrito para o nervo vago. Os
registros foram convertidos para sistema digital e armazenados em arquivos eletrénicos
(Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para posterior analise. Apés dois minutos iniciais,
0 registro da atividade do nervo foi tomado por dez minutos. Aleatoriamente foi
escolhido de cada registro/animal de 5 a 7 setores com 15 segundos para a contagem
de espiculas de mV que superavam o zero. Os resultados da atividade elétrica do nervo

foram expressos em numero de espiculas por 5 segundos (spikes/5s).

4.2.4 Avaliagéo da obesidade

Apds o registro elétrico, os animais foram sacrificados e as gorduras
retroperitoneal, periepididimal e visceral foram retiradas e pesadas. O percentual
dessas gorduras, em relacdo ao peso total dos animais foi usado como estimativa do
acumulo de gordura total. Ainda, foi aferido o peso corporal em gramas e o
Comprimento Nasoanal (CNA) em centimetros, para calcular o indice de Lee

[Peso(g)1/3 + CNA(cm) x 1000] utilizado como estimativa de sobrepeso.

4.2.5 Aspectos éticos

Todos os protocolos experimentais foram realizados devidamente de acordo,
com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). E aprovados
pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentac&o, da Universidade
estadual de Maringd — CEAE/UEM Protocolo n. 028/2009.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados no programa estatistico GraphPad
Prism 6, versdo 6.1, e as estatisticas foram realizadas contendo a média seguida do
erro padrdo das médias, teste T student ou ANOVA two-way seguida de pos teste de

Tukey. Significancia foi considerada com P<0,05.
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5 RESULTADOS

1- Dados biométricos

A tabela 2 aponta dados referentes a medidas biométricas de todos 0s grupos
experimentais estudados (NFD-SED, NFD-EXE, HFD-SED e HFD-EXE) aos 120 dias.
Em relacdo ao comprimento naso-anal, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
Ao realizar o calculo de indice de Lee, verificou-se que o valor encontrado no grupo
HFD-SED mostrou-se maior no grupo NFD-SED. O consumo de racédo foi aferido
semanalmente. Os dados da tabela 1 mostram o consumo no final de cada fase a que
os animais foram submetidos, ou seja, no final do protocolo de exercicio fisico (90 dias)
e no final do consumo de DH (120 dias).

Aos 90 dias, todos os animais mantiveram uma alimentacédo parecida, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. Dos 90 aos 120 dias, 0os animais que receberam
dieta hiperlipidica, comeram menos comparado aos que receberam ra¢do comercial. E,
neste periodo o grupo NFD-EXE ingeriu mais racdo comparado com o NFD-SED. Ao
realizar a AUC de todo periodo experimental, conclui-se que os animais HFD ingeriram
menos racao que animais NFD.

Em relacdo ao peso corporal, aos 60 dias, foi parecido em todos 0s grupos
estudados. ApGs as sessdes de exercicio fisico, aos 90 dias, o peso corporal destes
animais continuava parecido. Ao analisar aos 120 dias, no final do protocolo
experimental, nota-se que os animais HFD-SED apresentaram maior peso corporal que
HFD-EXE e NFD-EXE.
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Tabela 2- Dados biométricos de animais sedentarios e exercitados, que consumiram
racdo comercial e racdo hiperlipidica.

NFD-SED HFD-SED NFD-EXE HFD-EXE
indice de Lee 0,32+0,002  0,34+0,004* 0,33+0,004 0,33+0,004
AUC- CS 186,9+1,77  169,3+2,59* 197,2+4,24 168,3+3,67"
CS (90 dias) 80,17+0,92  85,27+1,51 84,56+3,34 84,54+1,35
CS (90 aos 120 dias) 80,20+0,98 58,84+2,06* 84,99+3,62* 56,59+1,45"
Peso Corporal (60 dias) 258,1+4,85 266,9+2,90 272,5+3,66 264,9+3,02
Peso Corporal (90 dias) 348,8+3,73  362,2+3,31 358,6+4,80 347,8+3,21
Peso Corporal (120 dias) 418,245,43 496,8+7,72* 431,346,66 464,9+6,82#

Media e erro padrdo da média - AUC- &rea sob a curva — CS- Consumo de racao
* # +. Representam diferenca estatistica entre os grupos, sendo * (NFD-SED), # (HFD-
SED), + (NFD-EXE).

A figura 3 mostra a curva do consumo de racdo dos quatro grupos
experimentais estudados (NFD-SED, HFD-SED, NFD-EXE e HFD-EXE) durante todo o
periodo de tratamento (60 aos 120 dias de idade, 12 a 8% semana, respectivamente).
Nota-se, que até a quarta semana, na qual todos 0s grupos consumiam racao
comercial, ndo houve diferenca significativa na ingestdo alimentar. A partir da quarta
semana, quando os animais HFD-SED e HFD-EXE comecaram a receber a DH, houve

uma diminui¢cdo no consumo de ragao, comparado aos grupos NFD-SED e NFD-EXE.
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Figura 3- Curva do consumo de racdo comercial e hiperlipidica (gramas/semana) de grupos
sedentarios e exercitados. A seta indica 0 momento em que foi inicializado a transi¢cdo de DC para
DH. # # # indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos NFD-SED e HFD-SED. + indica
diferenca estatistica (p<0,05) e +++ (p<0,001) entre os grupos NFD-EXE e HFD-EXE. ** indica
diferenca estatistica (P<0,01) entre os grupos NFD-SED e NFD-EXE. Anova two-way, pos teste de
Tukey.

A figura 4 painel A, mostra a curva da evolugéo do peso corporal, dos quatro grupos
experimentais estudados (NFD-SED, HFD-SED, NFD-EXE e HFD-EXE) durante todo o
periodo experimental (60 aos 120 dias de idade, 12 a 8% semana, respectivamente).
Verifica-se que a partir da quinta semana os animais HFD-SED apresentaram maior
peso corporal que os animais HFD-EXE e NFD-SED. A partir da sexta semana 0s
animais HFD-EXE apresentaram maior peso que os NFD-EXE. No painel B observa-se
o peso corporal final que resultou no aumento do peso corporal de animais HFD-SED e
HFD-EXE comparado aos NFD-SED e NFD-EXE (15,81% e 7,25%) respectivamente. E,

diminuicdo do peso corporal dos animais HFD-EXE em relag&o aos HFD-SED (6,41%).
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Figura 4- Painel A: Curva do peso corporal (g) de grupos sedentarios e exercitados, que
consumiram racdo padréo e hiperlipidica, dos 60 aos 120 dias. # # # indica diferenca estatistica
(p<0,001) entre os grupos NFD-SED e HFD-SED. + indica diferenca estatistica (p<0,05) e +++
(p<0,001) entre os grupos NFD-EXE e HFD-EXE. o indica diferenca estatistica (P<0,05) e ooo
(p<0,001) entre os grupos NFD-EXE e HFD-EXE. Painel B: Peso corporal final aos 120 dias. # indica
diferenca estatistica (p<0,05) e # # # (p<0,001) entre 0s grupos que consumiram DH em rela¢gdo aos
seus controles que consumiram ragdo comercial. $ indica diferenca estatistica (p<0,05) entre os
grupos DH sedentério e exercitado.

2- Gordura corporal

A fim de verificar o efeito agudo do exercicio fisico sobre os depésitos de
gordura corporal, dois grupos de animais (NFD-SED e NFD-EXE) foram sacrificados
aos 90 dias, ou seja, logo apds o periodo de realizacdo do exercicio fisico. O grupo
NFD-SED apresentou-se com maior acumulo em todas estas gorduras e apresentou
uma meédia de reducdo de 16,44%. Ao comparar estes dois grupos que foram
sacrificados com 90 dias, aos mesmos grupos sacrificados aos 120 dias, observou-se
um aumento natural da gordura corporal em animais NFD-SED (17,68%). No entanto,
nao houve este aumento nos animais que realizaram exercicio fisico (NFD-EXE) no
qual aos 120 dias apresentaram a mesma quantidade de gordura que tinham aos 90
dias.

Observa-se na figura 5, em relagdo as gorduras periepididimal (painel A),
retroperitoneal (painel B) e visceral (painel C), que o grupo DS acumulou mais gordura,
comparando aos demais grupos. Em média aumentou 43,41% em relagéo ao CS. Nota-
se que em ambos os grupos exercitados (NFD-EXE e HFD-EXE) houve uma reducao
significativa nos referidos estoques de gordura. Comparando com seu controle (NFD-

SED), o grupo NFD-EXE teve uma redugcdo média de estoques de gordura corporal de
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24,42%. Ja o grupo HFD-EXE comparado ao seu controle (HFD-SED) reduziu em
média 22,66%.
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Figura 5- Gordura relativa. Gordura periepididimal (painel A), gordura retroperitoneal (painel B) e
gordura visceral (painel C). # # # Indica diferenca estatistica (p< 0,001) entre os grupos que
consumiram DH em relagcdo aos seus controles que consumiram racdo comercial. ++ Indica
diferenca estatisitica (p<0,01) e +++ (p<0,001) entre os grupos HFD-SED e HFD-EXE. * Indica
diferenca estatistica (p<0,05) e ** (p<0,01) entre os grupos NFD-SED e NFD-EXE. ANOVA two way,
poés teste de Tukey.

3- Controle glicémico

A fim de verificar o efeito agudo do exercicio fisico sobre a glicemia basal, dois
grupos de animais (NFD-SED e NFD-EXE) foram sacrificados aos 90 dias, ou seja, logo
apos o periodo de realizacdo do exercicio fisico. A tabela 3 mostra que os nao houve
diferenca estatistica entre os grupos aos 90 dias. Ao comparar estes grupos com 0s
mesmos aos 120 dias, observou-se que também n&o houve diferenca estatistica entre
0S grupos. Aos 120 dias, os animais HFD-SED apresentaram maior glicemia basal e
insulinemia basal que os animais NFD-SED e HFD-EXE, sendo que o HFD-EXE

manteve a glicemia e insulinemia parecida com a do grupo NFD-SED e EXE.
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Tabela 3- Dados bioquimicos de animais sedentarios e exercitados, que consumiram
racdo comercial e ragdo hiperlipidica.

NFD-SED HFD-SED NFD-EXE HFD-EXE

Glicemia em Jejum - 90 102,5+1,89 - 100,4+8,29 -

dias

Glicemia em jejum- 120 95,81+1,86 106,2+2,02* 95,3+2,14 95,2512,83#
dias

Insulina em jejum- 90 dias

Insulina em jejum- 120 0,09+0,01 0,29+0,43* 0,07+0,02 0,0610,01#
dias
Media e erro padrdo da média - AUC- area sob a curva
* #. Representam diferenca estatistica entre os grupos, sendo * (NFD-SED), # (HFD-

SED).

Observou-se na figura 6 que a curva glicémica do grupo HFD-SED se
manteve acima dos demais grupos (NFD-SED, NFD-EXE e HFD-EXE), do tempo 0 ao
tempo 30 (MIN.). Em relacdo aos valores referentes a glicemia basal, pico e
recuperacdo glicémica durante o teste (tempos: O, 5 e 30 min), o grupo HFD-SED
mostrou-se com valores maiores que o grupo NFD-SED (9,80%, 24,83% e 33,41%) e
HFD-EXE (12,88%, 12,44% e 27,14%) respectivamente. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos NFD-SED e NFD-EXE. Na area sob a curva, nota-se que

houve interacdo entre os fatores dieta e exercicio fisico.
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Figura 6- Curva glicémica durante o teste de tolerancia a glicose e area sob a curva de ratos
sedentérios ou exercitados, tratados com DH ou racdo comercial. # # Indica diferenca estatistica
(p<0,01) # # # (p<0,001) entre os grupos HFD-SED e NFD-SED. + Indica diferenca estatistica

(p<0,05) ++ (p<0,01) +++ (p<0,001) entre os grupos HFD-SED e HFD-EXE. ANOVA two way, p6s
teste de Tukey.

4- Registro elétrico da atividade vagal e simpatica

A figura 7 mostra a atividade elétrica aferida do nervo Vago superior (painel A) e
nervo simpatico esplancnico maior (painel B). Em relacdo a atividade vagal, o grupo
HFD-SED apresentou um aumento de 31,58 % e 39,53% comparado com HFD-EXE e
NFD-SED respectivamente. Em relacdo a atividade simpatica, o grupo NFD-EXE
apresentou um aumento da atividade vagal de 28,63% em relacdo ao seu controle
(NFD-SED). Evidencia-se também, porém ndo estatisticamente diferente, um aumento
de 16,41% da atividade simpatica do grupo HFD-EXE em relagédo ao HFD-SED.
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Figura 7- Registro da atividade elétrica vagal (painel A) e simpatica (painel B) dos nervos vago
superior e simpético esplancnico maior. # # Indica diferenca estatistica (p<0,01) entre 0s grupos
HFD-SED e HFD-EXE. +++ Indica diferenca estatistica (p<0,001) entre os grupos HFD-SED e HFD-
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way e pés teste de Tukey.
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5- Pressédo arterial

A figura 6 refere-se a afericdo da pressao arterial sistolica e diastélica, frequéncia
cardiaca e presséo de pulso, de animais que realizaram ou ndo exercicio fisico e que
ingeriram racdo comercial ou hiperlipidica. O painel A e B referem-se a pressao sistolica
e diastdlica, nota-se que o grupo HFD-EXE apresentou-se com maior pressao
comparado ao NFD-EXE. Em relacdo a pressao sistolica este aumento foi de 20,21% e
a diastélica foi de 20,75%. Nota-se também que o grupo NFD-SED apresentou maiores
valores de presséao sistélica e diastolica, comparado ao NFD-EXE, 12,20% e 12,93%
respectivamente. Houve interacdo entre os fatores dieta e exercicio em relacdo a
pressao sistolica e diastélica. O painel C mostra os resultados referentes a frequéncia
cardiaca. Nota-se que o grupo NFD-EXE apresentou menor pressao arterial (15,03%)
guando comparado ao HFD-EXE. O painel D mostra resultados referentes a presséo de
pulso. Observa-se que o grupo NFD-EXE apresentou menor presséo de pulso (13,46%)
comparado com o HFD-EXE. Em relacdo ao painel C e D, ndo houve interacdo entre as

variaveis, somente a dieta influenciou nos resultados.
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Painel 8 — Registro de pressao arterial sistélica, diastélica, frequéncia cardiaca e presséo de pulso
em animais sedentarios e exercitados, que consumiram racdo comercial ou hiperlipidica. # Indica
diferenca estatistica (p<0,05) # # (p<0,01) # # # (p<0,001) entre os grupos HFD-EXE e NFD-EXE. **
Indica diferenca estatistica (p<0,01) entre os grupos NFD-EXE e NFD-SED. ANOVA two-way e pds
teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo trds como novidade que o exercicio fisico, realizado
no inicio da vida adulta, por um curto periodo de tempo, baixa frequéncia e intensidade
leve/moderada (55%V02max), foi capaz de impedir algumas caracteristicas da
sindrome metabdlica como o aumento de gordura corporal, intolerancia a glicose,
hiperglicemia e hiperinsulinemia em jejum. Além disso, houve uma diminuicdo da
pressdo arterial sistolica e diastdlica de animais NFD-EXE em relacdo ao seu controle
sedentario e tendéncia a diminuicdo da P.A de animais exercitados obesos e controle.
Todos os beneficios deste especifico programa de exercicio foram associados com uma
regulacdo do SNA. Por outro lado, a dieta hiperlipidica, oferecida apds o encerramento
do protocolo de exercicios fisicos, foi eficaz em desenvolver obesidade em animais
sedentarios, juntamente com algumas caracteristicas da sindrome metabdlica, como a
hiperglicemia e hiperinsulinemia em jejum e tendenciou um aumento da PAS, PAD, FC
e PP, juntamente com a maior ativacao do tbnus parassimpatico nestes animais.

Em relacdo ao consumo alimentar, o exercicio fisico ndo alterou o
padrdo alimentar de animais treinados, comparados a seus controles. Este resultado
estd de acordo com pesquisas que apontam que o exercicio fisico ndo influenciou no
padrao alimentar (94) (95). Recentemente foi demonstrado que animais que consomem
dieta rica em gordura e realizam exercicio fisico moderado dos 21 aos 91 dias de vida,
mantém o mesmo consumo alimentar, comparado a seus controles (8). Em outro
modelo experimental de obesidade e exercicio fisico, ratos MSG-obesos que realizaram
exercicio de natacéo de baixa intensidade e frequéncia, ndo apresentaram diferenca na
ingestdo alimentar, quando comparados com seus controles sedentarios (46). No
entanto, os animais que ingeriram DH apresentaram um menor consumo desta ragao,
comparando aos que ingeriram racdo comercial. Trabalhos relatam que o acumulo
excessivo de adiposidade em roedores, causado por uma dieta com alto teor em
lipidios, ndo € necessariamente acompanhada de superalimentacéo (96) (96).

O consumo de lipidios causa uma desregulacdo no balango energético,

tornando-o positivo. Ou seja, se 0 consumo de calorias advindas da alimentacao foi
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maior que 0 gasto energético, o efeito serd de acumular TA. No entanto, em uma
alimentacao rica em lipidos, o estoque deste € de 96% que é armazenado diretamente
em forma de gordura corporal. Dentre todos os outros macronutrientes, os lipidios sado
0S gque apresentam a maior densidade energética e a maior capacidade de estoque no
organismo (9)

J& em relacdo ao peso corporal, foi observado que o exercicio fisico
nao influenciou na diminuicdo do peso de animais NFD, mas foi eficiente em proteger o
aumento de peso corporal de animais HFD-EXE, comparado aos HFD-SED. Ja a DH
desenvolveu maior peso corporal em animais sedentarios. Em relacéo ao efeito protetor
do exercicio fisico em animais HFD-EXE, este resultado corrobora com um estudo
anterior, no qual animais que realizaram exercicio fisico e foram alimentados por DH
dos 21 aos 91 dias, também mantiveram peso corporal diminuido, quando comparado a
seus controles sedentérios (8). Talvez o periodo de realizagdo do exercicio fisico nao
tenha sido suficiente para influenciar no peso corporal de animais NFD-EXE.

No entanto, ao observar os depositos de gordura corporal destes
animais, notou-se que a ingestdo de DH mesmo em um curto periodo, foi eficaz em
desenvolver um maior acumulo de gordura corporal em animais sedentarios. Este
resultado corrobora com varios estudos que apontaram para a eficiéncia da dieta rica
em gordura em induzir um maior acumulo de gordura corporal e desenvolver obesidade
(92, 95, 97). No presente trabalho, animais exercitados que foram alimentados com DH
mostraram um menor acumulo de tecido adiposo, indicando a eficiéncia do exercicio
fisico em impedir o desenvolvimento e aumento das gorduras corporais (8). Ressalta-se
ainda que, ao analisar os depositos de gorduras corporais aos 90 dias, logo apos o
término do protocolo de exercicio, e aos 120 dias em animais NFD sedentarios e
exercitados, observou-se que animais sedentarios aumentaram a quantidade de
gordura corporal. Isto é considerado fisiologicamente normal, ja que estes estavam em
processo de desenvolvimento etario. JA animais exercitados, permaneceram com a
mesma quantidade de gordura corporal quando comparado os 120 dias aos 90 dias.
Sugerimos desta forma, que exercicio foi eficiente em bloquear o desenvolvimento
destes tecidos, mesmo apdés um tempo de sedentarismo. Trost, (1997) aponta que

existe um aumento de 20 a 35% na acao lipolitica, no adipdcito, apds a realizacdo do
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exercicio fisico, fato que pode ter contribuido para a reducdo da gordura corporal de
animais exercitados (98).

Desta forma, ressalta-se que além da densidade energética, a
composicdo dos macronutrientes da dieta desempenha um papel importante na
determinacao do tipo e magnitude de respostas metabdlicas adaptativas do organismo
para a alimentagdo. Mandy (2011) afirma que o0 organismo prioriza 0 armazenamento
de energia, quando cronicamente expostos a dietas com alto teor de gordura, sendo
esta, uma resposta metabdlica adaptativa, que pode ocorrer independentemente da
quantidade total de energia ingerida. Este modelo de obesidade mostra ser eficiente em
desenvolver obesidade na vida adulta (95).

E notavel o efeito do protocolo de exercicio sobre o acimulo de gordura
corporal, visto que tanto os animais do grupo controle quanto os obesos apresentaram
uma reducdo significativa no acumulo de gordura corporal. Nossos resultados
demonstram que o exercicio fisico aplicado pode ser considerado como uma atividade
fisica metabolicamente aerdbia, por consumir uma significativa parcela de tecido
adiposo como substrato energético. Previamente estes resultados foram observados
em roedores programados ou ndo para a obesidade (34) (95) (46). A atividade fisica
estimula de um modo geral a atividade do sistema nervoso simpético (SNS) e em
particular a liberacdo de catecolaminas pelas glandulas adrenais, o que induz agdes
lipoliticas mobilizando acidos graxos do tecido adiposo para serem usados como
substrato energético durante o exercicio fisico (45, 99, 100). Dessa forma, pode-se
atribuir a reducdo no acumulo de gordura a estimulacdo do SNS e consequente
aumento da lipdlise, de animais treinados.

Ainda em relagdo ao metabolismo, ao verificar os niveis glicémico e insulinémico
destes animais, observou-se que o0 exercicio fisico impediu o desenvolvimento de
hiperglicemia e hiperinsulinemia em jejum de animais HFD-EXE, comparado ao seu
controle (HFD-SED). Além disso, estes animais exercitados mostraram uma curva
glicémica parecida aos NFD-SED e NFD-EXE. Em relacdo ao grupo NFD-EXE, néo
houve influéncia do exercicio nos niveis glicémicos e insulinémicos quando comparado
ao grupo NFD-SED. Contudo, a DH foi eficaz em desenvolver intolerancia a glicose,

hiperglicemia e hiperinsulinemia em animais HFD-SED. Alguns estudos mostram que
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animais MSG e DH apresentam resisténcia a insulina (101) (84) (46). Mello et al., 2013
mostrou que animais HFD-EXE sdo normoglicémicos e secretam menos insulina que
animais HFD-SED, o que pode sugerir uma melhora na sensibilidade a insulina
provocada pela realizacdo do exercicio fisico (8). Em um estudo realizado por Rinaldi,
(2007), constatou-se que animais RN sedentérios, com idade de 90 dias, também
apresentaram intolerdncia a glicose. Eles apontam ainda que o exercicio fisico
moderado iniciado logo apdés o desmame (21 dias) desencadeia alteracdes profundas e
gue perduram mesmo apoOs o término do exercicio fisico, o que contribui de forma
decisiva para o restabelecimento da glicemia. Vale ressaltar, que no presente estudo o
programa de treinamento fisico foi realizado antes do tratamento com a DH, fato que
mostra que o exercicio teve um efeito protetor, programando os animais para serem
resistentes ao tratamento com a DH. Possivelmente, houve um aumento de receptores
GLUT-4 no tecido muscular esquelético, 0 que provocou maior captacdo de glicose e
reduziu a glicemia de animais HFD-EXE.

Estes efeitos referentes a realizacdo do exercicio fisico e ingestao de
dieta hiperlipidica podem ser explicados pela inducdo ao descontrole central e
autdbnomo de animais obesos e a protecao do exercicio fisico nestes aspectos. Este
trabalho pela primeira vez aponta que a realizacdo do exercicio fisico por somente 30
dias em animais jovens/adultos que posteriormente passaram por um periodo de
destreinamento (30 dias) foi eficiente em aumentar o ténus simpatico de animais NFD-
EXE comparado ao seu controle (NFD-SED). Houve também uma tendéncia evidente
de aumento do tdnus simpatico de animais HFD-EXE, comparando a seus controles
(HFD-SED). No entanto, o exercicio fisico bloqueou o aumento da atividade vagal
destes animais. Por sua vez, a ingestdo de dieta hiperlipidica, por 30 dias na vida
adulta, potencializou um grande aumento da atividade vagal de animais HFD-SED, o
gue explica a apresentacédo de seu descontrole metabdlico. Ja em animais exercitados,
o consumo de DH néo teve efeito sobre a desregulacdo parassimpatica. -------- aponta
gue a obesidade é caracterizada por um aumento da atividade vagal e estimulo de vias
lipogénicas, induzida pela ingestdo de dietas ricas em gordura (102). Enquanto o
exercicio fisico caracteriza-se por estimular a acéo lipolitica e subsequente a maior

ativacdo simpatica, atuando no metabolismo catabolico (103) (46).
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Em relagdo ao sistema cardiovascular, a dieta hiperlipidica aumentou a
pressao arterial sistdlica, diastolica e frequéncia cardiaca. Essas modificacdes na P.A
podem ter sido desencadeadas, por meio da ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico
Renal (SNSR) o que levou a um aumento da retencédo de agua e sédio e consequente
aumento da pressdo arterial (104). Prior, 2010 realizaram um estudo, no qual
concluiram que a alimentagdo rica em gordura, a curto prazo, pode resultar em
hipertensdo que esta relacionada a obesidade e aumento de concentracdes
plasmaticas de noradrenalina (56). Sugere-se neste estudo que o mecanismo envolvido
neste aumento de pressao arterial, relaciona-se com o aumento de TA desenvolvido na
obesidade e consequente aumento de secrecdo de leptina que atua no hipotalamo
estimulando a maior atividade simpatica no rim.

Ja o exercicio fisico, foi eficaz em diminuir o aumento da presséo
arterial sistélica e diastdlica somente nos animais controle NFD-EXE. Nota-se que
animais que realizam exercicio fisico possuem um aumento na formacdo de Oxido
nitrico (NO) o que leva a uma vasodilatacdo na artéria mesentérica e artéria aorta (105).
Isto € ocasionado devido ao estresse hemodinamico provocado pelo sangue durante o
exercicio fisico. Portanto, h4 uma melhora no relaxamento vascular devido sua fungéo
vasodilatadora (106)(inserir referencia pinge). Nota-se ainda, que o exercicio fisico
influencia diretamente na melhora da acdo dos barorreceptores, sendo este um
importante sistema que controla as oscilacdes da P.A através da modulacdo do SNS e
SNP. (107). Medeiros (2000) aponta que um dos principais efeitos do treinamento fisico
€ a diminuicdo da frequéncia cardiaca em repouso que € considerado como um
marcador da realizacdo do exercicio fisico (108). No presente trabalho, notou-se que o
efeito hipertensor da dieta hiperlipidica ndo foi afetado pela realizacdo prévia de
exercicio. Estes resultados sugerem que o presente protocolo de exercicio nao foi
capaz de evitar os efeitos deletérios do excesso de gordura, parcialmente devido a
influencia da obesidade sobre mecanismos centrais de regulacdo da pressao arterial
(que implica angiotensina 1l), notadamente o ndcleo paraventricular e nucleos

simpaticos do bulbo (56).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o exercicio fisico impediu o aumento de gordura
corporal, disfungédo glicémica, insulinémica e disfungdo autondomica. Contudo este
protocolo de exercicio ndo foi capaz de evitar o aumento da presséo arterial induzido
pela dieta hiperlipidica em animais exercitados, tendo efeito de diminuicdo de pressao

arterial somente em animais controles.
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Background/objectives: A sedentary lifestyle and high-fat feeding are risk factors for
cardiometabolic disorders. Studies report that moderate exercise may be an efficient
method of protecting against these obesity-related diseases. This study determined
whether moderate exercise training that was performed after puberty could prevent the
cardiometabolic changes induced by a high-fat diet (HFD). Subjects/Methods: Sixty-
day-old rats (n: 22-30) were subjected to moderate exercise, three times a week for 30
days. After the exercise period, trained rats received a HFD or a commercial normal diet
(NFD) for 30 more days (EXE-HFD and EXE-NFD, respectively). Sedentary animals
also received the diets (SED-HFD and SED-NFD). Food intake and body weight were
measured weekly. After 120 days of life, the blood pressure, heart rate, and sympathetic
and parasympathetic nerve activity were recorded, and an intravenous glucose
tolerance test was performed. Retroperitoneal and periepididymal fat deposits and
neuropeptide Y expression were measured. Data were analyzed with a two-way ANOVA
and the Tukey post-test. Results: The body weight gain induced by HFD was
attenuated in trained animals (pi<0.01). HFD reduced food intake by approximately 30%
(p¢<0.001) and increased body fat stores by approximately 75% (pq<0.001). Exercise
attenuated 80% of the increase in the fat pads (pe<0.001). In the SED-HFD animals,
HFD induced a hyper-response to glucose injection, and exercise attenuated this
response by 50% (pi<0.05). Blood pressure was increased by HFD (py<0.001), and the
beneficial effect of exercise in reducing blood pressure was inhibited by HFD (p;<0.01).
HFD increased vagal activity by 65% in SED-HFD compared with that in the SED-NFD
rats, and exercise blocked this increase (pi<0.01). HFD reduced sympathetic activity and
inhibited the beneficial effect of exercise in ameliorating sympathetic activity (p;<0.05).
HFD and exercise each decreased NPY expression (approximately 43% with py<0.001
and 20% with pe<0.05, respectively). Conclusion: Short-term moderate low-frequency
exercise that is performed after puberty protects the metabolism but not the
cardiovascular system against the deleterious effects of a HFD.

Keywords: Exercise, High-Fat Diet, Obesity, Cardiometabolic Syndrome, Autonomic

Nervous System, Neuropeptide Y.
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Introduction

Obesity has been considered a major public health problem, that can be related
to a sedentary lifestyle and western diet, which is rich in calories, including fatty acids
(). The main consequence of obesity is metabolic syndrome, which is defined as a
cluster of metabolic and cardiovascular dysfunctions, including central adiposity,
dyslipidemia, elevated blood pressure, and impaired glucose homeostasis. The
clustering of risks factors for metabolic syndrome may depend on stressful factors in
early life (2). The prevalence of metabolic syndrome in young adults, which covers the
transition period from adolescence into adulthood, has increased in the last years (3)
and may depend on shifts in dietary and lifestyle patterns due to environmental and
social pressure (4). Therefore, strategies for risk factor management are needed at an
early age, but the influence of diet and physical activity on cardiometabolic outcomes
during the post-puberty period is not clear.

A high-fat diet (HFD) is linked to many of the metabolic and cardiovascular
changes that are characteristic of human obesity and related to metabolic syndrome (5,
6). Animals readily accumulate adipose tissue and develop higher blood pressure and
insulin resistance when they consume a short-term HFD (7, 8). These changes may be
involved in the hypothalamic regulation of the autonomic nervous system (ANS) (9-11).

Studies have reported the beneficial effects of moderate exercise in preventing
obesity and metabolic syndrome. Moderate exercise that is started after weaning
appears to induce better protection against metabolic disorders than exercise that is
started later in life (12), emphasizing the importance of interventions during the period of
active brain development (13). Furthermore, unpublished results suggested that the
post-puberty period may be susceptible to dietary insults (such as protein restriction),
leading to long-lasting changes in fat deposition, glucose homeostasis and the ANS.
However, it has been shown that moderate exercise stimulates neuronal plasticity, which
may contribute to its protective effect (14-16). Additionally, spontaneous exercise that is
performed during the post-puberty period has also been shown to have a protective

effect on metabolism (17).
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Most of the studies on the mechanism underlying the protective effect of exercise
evaluate exercise that is performed concurrently with an obesity-inducing factor.
However, the long-lasting protective effect of exercise remains controversial (18, 19).
Furthermore, post-weaning exercise benefits are still present when the exercise intensity
is low (20). It is important to consider the duration, frequency and type of exercise that is
necessary to obtain the protective and beneficial effects of exercise (21). We
hypothesized that short-term moderate exercise at low frequency that is performed after
puberty may provide a long-lasting protective effect on the metabolism and
cardiovascular systems in HFD-fed rats.

Materials and Methods

Experimental model and diet

Fifty-day-old male Wistar rats were housed with three animals per cage and were
provided water and food ad libitum in a room that was maintained at 22+2 °C with a 12
h/12 h light/dark cycle. After 10 days of adaptation, a group of 60-day-old rats underwent
an exercise training protocol for 30 days. The control rats remained sedentary. During
this period, all animals were feed with a normal-fat diet (NFD). After this period (from 90
to 120 days of life), the animals were fed with a NFD or HFD and remained sedentary.
Four groups were obtained: sedentary rats subjected to an NFD (SED-NFD), sedentary
rats subjected to an HFD (SED-HFD), exercised rats subjected to an NFD (EXE-NFD)
and exercised rats subjected to an HFD (EXE-HFD). All protocols were approved by the
Ethics Committee of the State University of Maringa.

Table 1 shows the composition of the commercial NFD (AIN 93 M, Nuvital-
Curitiba/PR) with 4.336 kcal/g and the hypercaloric homemade HFD with 5.856 kcal/g
and 35% lard.

Short-term moderate treadmill exercise protocol

The rats were trained on an animal treadmill (model ET-2000 Insight; Ribeir&o
Preto/SP, Brazil) three times a week for four weeks (12 sessions from 60 to 90 days of
life), always in the morning. A plastic ball that was 10 cm in diameter was placed on the
back end of the treadmill as a contact stimulus to keep the animal moving. The training

started with sessions of 10 m/min for 10 minutes and finished with sessions of 16 m/min
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for 60 minutes by the end of the fourth week. This protocol was used to maintain the
desired range of aerobic VO,max and was modified from a moderate physical exercise
protocol proposed by Negréao et al. (1992) (22) and was previously reported (Gomes
R,M. et al., 2013) (7). A maximum effort test was performed (before, in the middle and at
the end of the exercise protocol) using the peak velocity values to obtain the values of
VO2max, CONfirming the type of physical exercise performed. This adapted protocol used
55% VO2max @S a moderate intensity.

Food intake and body weight gain

The food was weighed once a week from 60 to 120 days of life. The food intake
was calculated as the difference between the amount of food remaining and the total
provided, which was divided by the number of days and the number of rats in the box
(23). The animals were weighed once a week during the experimental period.

Intravenous glucose tolerance test

A silicone cannula was implanted into the right jugular vein of 120-day-old rats,
which were under anesthesia (ketamine/xylazine, 0.5 mg/100 g of body weight each).
After 12 h of fasting (from 8 PM to 8 AM), the animals received a bolus of glucose (1
g/kg of body weight). Blood samples were collected via the implanted cannula 0 min
prior to the glucose infusion and 5, 15, 30 and 45 min after the infusion. Plasma was
used to determine glycemia by the glucose-oxidase technique (Gold Analisa® Belo
Horizonte/MG, Brazil). The glucose responses during the glucose tolerance test were
calculated by estimating the total area under the glucose curve using the trapezoidal
method (24).

Cardiovascular parameters

After 12 h of fasting, catheters (PE-10) filled with 5% heparinized saline were
implanted into the femoral artery in rats that were anesthetized with thiopental (45 mg/kg
of body weight). The arterial cannula was connected to a fluid-filled blood pressure
transducer (MLT0699, ADInstruments, Dunedin, New Zealand), which was connected to
a signal amplifier (Insight, Ribeirdo Preto/SP Brazil). Direct recordings of the arterial
pressure (AP) were performed over 10 min by a microcomputer equipped with an
analog-to-digital converter board (CODAS, 1-kHz sampling frequency, Dataq

Instruments, Inc, Akron, OH). Each recording was visualized to select segments without
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erratic fluctuations and with sufficient duration (1 min) (25). Analyses were performed on
a beat-to-beat basis, over two periods of one min per animal, to quantify the changes in
the mean AP and heart rate (HR) (26).

Parasympathetic and sympathetic activity

After the blood pressure recordings, a longitudinal surgical incision was made on
the anterior cervical region of the animals. The left vagus superior branch was isolated
and placed over a silver electrode inside a faraday cage, as previously described [6].
After 12 min of vagus nerve electrical recordings, a laparotomy was performed to isolate
the branch of the sympathetic nerve that is located in the splanchnic region; this branch
originates in the lumbar plexus at the level of L2 and extends to the retroperitoneal
adipose tissue.

The neural signal output was acquired using the Insight interface (Insight®,
Riberéo Preto, SP Brazil) for 12 min, from which twenty recorded frames of 5 sec from
each animal were randomly chosen for spike counting. Spikes greater than 0 mV were
considered. The average number of spikes was used as the nerve firing rate.

Evaluation of obesity

After autonomic nerve recoding, anaesthetized animals were euthanized by
decapitation. Retroperitoneal and periepididymal fat pads were removed and weighed.
The percentage of fat relative to the total animal body weight was used as an estimation
of the total fat accumulation.

Western blotting

Immediately after the euthanasia, the hypothalamus was removed and frozen at -
80 °C. Protein quantification was performed using the sonicated and centrifuged
hypothalamus using the method established for a BCA™ kit (Thermo Scientific ®,
Rockford / IL, USA) and then read in an appropriate microplate reader (Multi-Mode
Microplate Reader, FlexStation® 3 Benchtop, Molecular Devices, Sunnyvale/CA, USA)
as previously described (27). Neuropeptide Y was quantified by western blotting using
primary polyclonal antibody (anti-neuropeptide Y (NPY), ABBIOTEC™ San Diego/CA,
USA) and polyclonal anti-rabbit secondary antibody conjugated to peroxidase (Sigma-
Aldrich®, St. Louis/MO, USA) diluted 1:10000 in Tris-HCI, 20 mmol/L; NaCl, 137 mmol/L
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and Tween 20 (0.05%). The bands were quantified by densitometry using the ImageJ
1.4 software program (Wayne Rasband National Institute of Health, Bethesda/MA,
USA). The protein B-actin (Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, CA, USA, diluted
1:1000 in TTBS) was used as an internal control for normalization.

Statistical analysis

Data were expressed as the mean + SEM. GraphPad Prism version 6.01 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) was used for statistical analyses and
developing graphs. Statistical analysis was performed by two-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey multiple comparisons test. A p value less than 0.05 was
considered significant when considering the main effect of diet (D), exercise (E) and
their interaction (I; diet versus (vs) exercise).

Results
Food intake and body weight

During the physical exercise period, from 60 to 90 days of life, the food
consumption of the animals did not significantly differ. After this period, the HFD induced
a decrease in food intake (pyg<0.001) in both animal groups (figure 1). During the second
week of the HFD treatment, the food consumption decreased by 27% in SED-HFD and
33% in the EXE-HFD animals and remained at those levels until the end of the diet. The
physical exercise performed prior to the diet exposure did not influence the food
consumption in the EXE-NFD or EXE-HFD animals.

During the training period, physical exercise only attenuated the body weight gain
during the last week (figure 1). Furthermore, the HFD induced a greater body weight
gain, which was continually attenuated by the prior exercise in EXE-HFD rats, after the
second week of the diet, resulting in a significant diet vs exercise interaction (pi< 0.001;
figure 1).

Fat deposition

Fat deposition was evaluated in 90- and 120-day-old animals. At 90 days of life,
the EXE-NFD animals showed lower fat deposition than that of the SED-NFD animals
(p<0.05). At 120 days of life, HFD-fed animals showed approximately 75% greater
retroperitoneal fat deposition compared with that of the NFD rats (pg<0.001).
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Interestingly, the previous exercise attenuated the body fat gain in approximately 80% of
the EXE-NFD and EXE-HFD animals (pe<0.001). No interaction was observed between
diet and exercise (pi=0.47). The periepididymal and mesenteric fats showed a similar
profile (table 2).

Glycemia

Fasting glycemia was not affected by the exercise or HFD (table 2). During the
ivGTT (figure 2a), the SED-HFD animals showed a greater glucose increment over the
45 min of test after the glucose bolus injection. This pattern led to an increase in the
AUC of glycemia (SED-HFD vs SED-NFD: 41%; EXE-HFD vs EXE-NFD: 22%;
py<0.001; figure 2b). Interestingly, the previous exercise attenuated the AUC of glycemia
by 16% in the EXE-HFD animals only, which led to a significant exercise vs diet
interaction (p;i<0.05).

Blood pressure

The HFD increased the systolic and diastolic blood pressure (figure 3a and 3b,
respectively, pg<0.001). The previous exercise reduced the systolic and diastolic blood
pressure by 12% in the EXE-NFD animals compared with that in SED-NFD (Tukey post-
test: p<0.01). However, the exercise-induced reduction in blood pressure in the EXE-
NFD animals was not observed in the EXE-HFD animals. This pattern was reflected by a
significant diet vs exercise interaction (figure 3a and 3b, p;i<0.01).

The HFD increased the cardiac frequency by 18% (pyg<0.01). The previous
physical exercise did not affect the cardiac frequency (figure 3c).

Parasympathetic and sympathetic activity

The HFD increased the vagal tone by 65% in the SED-HFD animals (figure 4a;
Tukey post-test: p<0.001). However, previous exercise blocked the HFD-induced
increase in vagal activity in EXE-HFD animal, leading to a significant diet vs exercise
interaction (pi<0.01).

The HFD decreased the sympathetic nerve activity (figure 4b, py<0.001), while
exercise increased it (figure 4b, pe<0.001). The exercise-induced increase in
sympathetic activity was attenuated by 50% in the EXE-HFD animals, leading to a

significant diet vs exercise interaction (p;<0.05).



60

NPY expression

The HFD decreased the NPY expression in the hypothalamus of the sedentary
(40%) and exercised (46%) animals (pyg<0.001). The physical exercise also decreased
the NPY expression in the hypothalamus of the EXE-NFD (19%) and EXE-HFD animals
(21%; pe<0.05) (figure 1). There was no interaction between diet and exercise (p=0.63).

Discussion

The major finding of this study was that previous exercise that was performed
after puberty protected the metabolism, but not the cardiovascular system against the
deleterious effect of a HFD. Earlier studies have shown that performing exercise during
the post-weaning period protects animals from developing the full obesity phenotype
(28, 29). The studies suggested that this long-lasting protective effect may indicate that
neural pathways, via both their function and their organization, are involved in regulating
energy homeostasis during critical developmental periods. Interestingly, the present
findings suggest that the post-puberty period may also be a susceptible period that can
provide long-lasting beneficial effects from exercise.

Wistar rats that were pre-exposed to exercise during their young adult life showed
an attenuated body weight gain and reduced body fat deposition after consuming a
HFD. These findings contrast with a study using a genetic model of obesity with a
congenital deficiency of the cholecystokinin 1 receptor (implicated on satiety), the
Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) rats, which are already overweight at 8
weeks of life (17). In that study, Chao et al. showed that the long-lasting protective effect
of spontaneous exercise, which was performed during a period similar to that of the
present study, was no longer evident when the animals consumed a HFD (17). The
animals that consumed a HFD after exercise regained their body weight and fat
deposits, and this effect may depend on hyperphagic behavior (17). Interestingly, the
hyperphagia observed in the OLETF rats may be attenuated via a long-lasting beneficial
effect of exercise on dorsomedial hypothalamus NPY expression (28). Importantly, in the
present study, the HFD animals showed reduced food intake and NPY expression in the
hypothalamus, which is consistent with previous studies (30, 31) and contradicts the
findings presented by Chao et al from overweight rats. (17).
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The exercise programming also protected against HFD-induced changes in
glucose tolerance. This finding is consistent with a recent study showing that mice
subjected to exercise from 9 weeks of life had improved glucose tolerance at 20 weeks
of life (32). Furthermore, the preventive effect against the development of non-insulin
dependent diabetes mellitus has been shown to last for at least 3 months after the
cessation of exercise in OLETF rats (33). Conversely, exercised obese OLETF rats that
consumed a HFD became glucose intolerant and insulin insensitive to the same degree
as the sedentary OLETF rats on a HFD (17). Together, these studies suggest that the
protective effect of exercise is more evident when the exercise exposure happens during
healthy conditions. Previous studies from our group have shown that the beneficial
effect of exercise on glucose metabolism may depend on an improvement in pancreatic
islet function and ANS activity in different models of metabolic syndrome (7, 20, 34, 35).
Additionally, early-life exercise training in rats that were born small, which suggests a
tendency for developing diabetes, restored the beta-cell mass in adulthood (36).

Previously, we showed that exercise performed early in life ameliorates the
balance between autonomic nerve activity and catecholamine content in the adrenal
gland in a model of programmed metabolic syndrome with monosodium L-glutamate
(MSG) (34, 35). Additionally, this benefit of exercise on the ANS may last for several
weeks (12) with increased sympathetic and reduced parasympathetic nerve activity in
obese MSG rats that performed exercise during post-weaning and puberty period
(unpublished data). This pattern is also observed in the present study, in which Wistar
rats that were exposed to exercise training during the post-puberty period showed a
long-lasting protective effect against HFD-induced autonomic changes. Barella et al
showed that a HFD increases parasympathetic nerve activity independent of the period
of life when the diet is offered (37). Furthermore, these changes may depend on a
central pattern that has been implicated in energy balance (6, 8, 10). The mechanisms
underlying the beneficial effect of exercise on the ANS remains unclear, but some
studies have suggested that they may depend on the plasticity of the central nervous
system and modulation of neuropeptides that regulate the ANS (38-40). The present
findings show that exercise has a long-lasting effect to reduce NPY protein expression

and a significant effect on increasing sympathetic nerve activity and reducing
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parasympathetic nerve activity. NPY signaling has been suggested to reduce
sympathetic output via tyrosine-hydroxylase neurons (40), which may be involved in a
potential pathway that contributes to the beneficial effect of exercise on ANS that is
observed in the present study.

The current study also shows that a HFD increases blood pressure and heart
rate; these findings were previously demonstrated in different animal models (6, 8, 41).
In contrast to the present findings on metabolism and the data from literature (42),
exercise did not protect the animals from the HFD-induced deleterious effect on
cardiovascular parameters. Recent studies have shown that performing exercise
concomitant to the consumption of a high-fructose diet, which leads to hypertension,
prevented cardiovascular disorders (43-45). Furthermore, long-term exercise (up to 10
weeks) showed a long-lasting protective effect on the cardiovascular and autonomic
dysfunction observed in streptozotocin-diabetic or infarcted rats, thus also reducing
mortality (46-48). This beneficial effect of exercise on cardiovascular parameters may
indicate a role of central mechanisms and their modulation of the ANS, mainly the
parasympathetic nervous system (39, 47, 49). Neurotropic factors, mainly brain-derived
neurotrophic factor, whose levels are increased centrally by exercise and remain
elevated (50, 51), may modulate the ANS control of blood pressure and heart rate via
central baroreflex pathways (15, 39). The present study showed a beneficial effect of
exercise on blood pressure only in the control animals. However, a protective effect of
exercise on the HFD-induced disturbance of blood pressure and heart rate was not
observed. The deleterious HFD-induced effect may indicate a role of the paraventricular
nucleus of the hypothalamus and its capacity to stimulate the kidney and muscles
through the sympathetic nervous system (10, 41, 52); this effect may predominate over
the protective cardiovascular pathways modulated by exercise. Furthermore, four weeks
of moderate exercise at low frequency may not be sufficient to initiate the long-lasting
cardiovascular protection mechanism (53).

In conclusion, a HFD disturbs metabolism and the cardiovascular system, but four
weeks of moderate exercise at low frequency is able to protect against the metabolic
dysfunction induced by a dietary insult. The mechanism underlying the long-lasting

protection of glucose metabolism and body weight may depend, at least in part, on the
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central hypothalamic NPY modulation of the autonomic nervous system. Finally, the
benefits of this exercise pattern are not sufficiently strong to protect the cardiovascular
metabolism against the HFD insult. Thus, the ideal physical exercise that will lead to a
long-lasting protective effect against cardiometabolic syndrome remains unclear, but
early life may be a susceptible period during which permanent preventive actions can be
established.
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Figure legends

Figure 1: Food intake and body weight gain from 60 to 120 days of life and
NPY expression in the hypothalamus at 120 days of life (n = 7-13, 22-30 and 4-5,
respectively). SED-NFD: sedentary rats subjected to a normal-fat diet; SED-HFD:
sedentary rats subjected to a high-fat diet; EXE-NFD: exercised animals subjected to a

normal-fat diet; EXE-HFD: exercised animals subjected to a high-fat diet. E: exercise
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factor; D: diet factor; I: interaction between exercise and diet factors. +++p<0.001,
++p<0.01, +p<0.05 for the probability based on a two-way analysis of variance.
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 statistical significance of the differences between NFD
and HFD, "*p<0.001 statistical significance of sedentary versus exercised animals for

the probability based on a Tukey multiple comparisons test.

Figure 2: Glucose curve (a) and area under curve (b) for glycemia evaluated
during ivGTT in 120-day-old rats (n = 18-26 per group). SED-NFD: sedentary rats
subjected to a normal-fat diet; SED-HFD: sedentary rats subjected to a high-fat diet;
EXE-NFD: exercised animals subjected to a normal-fat diet; EXE-HFD: exercised
animals subjected to a high-fat diet. E: exercise factor; D: diet factor; I. interaction
between exercise and diet factors. +++p<0.001, ++p<0.01, +p<0.05 for the probability
based on a two-way analysis of variance. ***p<0.001, *p<0.05 statistical significance of
the differences between NFD and HFD, *p<0.001 statistical significance of sedentary
versus exercised animals for the probability based on a Tukey multiple comparisons

test.

Figure 3: Systolic blood pressure (a), diastolic blood pressure (b) and heart
rate (c) in 120-day-old rats (n = 7-14 per group). NFD: normal-fat diet; HFD: high-fat
diet; EXE: exercised animals; SED: sedentary animals; E: exercise factor; D: diet factor;
I: interaction between exercise and diet factors. +++p<0.001, ++p<0.01, ns (not
significant) for the probability based on a two-way analysis of variance. **p<0.001,
**p<0.01 statistical significance of the differences between NFD and HFD. ### p<0.001,
## p<0.01 statistical significance of sedentary versus exercised animals for the

probability based on a Tukey multiple comparisons test.

Figure 4: Parasympathetic (a) and sympathetic (b) nerve activity evaluated
in 120-day-old rats (n = 15-17 and 12-17, respectively, per group). NFD: normal-fat
diet; HFD: high-fat diet; EXE: exercised animals; SED: sedentary animals; E: exercise
factor; D: diet factor; I. interaction between exercise and diet factors. ***p<0.001
statistical significance of the differences between NFD and HFD. ### p<0.001, ##
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p<0.01 statistical significance of sedentary versus exercised animals for the probability
based on a Tukey multiple comparisons test. +++p<0.001, ++p<0.01, +p<0.05, ns (not

significant) for the probability based on a two-way analysis of variance.



Tables

Table 1- Composition of the high-fat and normal-fat diets

_ Normal-fat _ _
Ingredients (g) ) High-fat diet

diet
Cornstarch 4275 115.5
Casein 200 200
Dextrinizated

132 132
starch
Sucrose 100 100
Soybean oil 40 40
Lard 0.0 312
Cellulose 50 50
Mineral Mix (AIN-

35 35
93)
Vitamin Mix (AIN-

10 10
93)
L-Cystine 3.0 3.0
Choline Bitartrate 25 25
Total sum (g) 1000 1000
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Table 2- Biometric and biochemical parameters in 90- and 120-day-old rats

90-Day-Old
Parameters SED-NFD EXE-NFD P
Retroperitoneal fa 1.44+0.06 1.17+£0.07 <0.05
Periepididymal
1.10+0.04 1.01+0.03 <0.05
fat
Fasting Glucose 103£1.9 102+2.0 =0.45
120-Day-Old Factors
SED-NFD SED-HFD EXE-NFD EXE-HFD E D |
Retroperitoneal
fat 1.65+0.05 2.81+0.1 1.28+0.06 2.31+0.11 +++ +++ ns
a
Periepididymal

fat 1.44+0.4 2.41+0.1 1.09+40.1 1.92+0.1 +++ +++ ns
a

Fasting Glucose  100+1.5 101.842.4 98.3x15 952428 ns ns ns

SED-NFD: sedentary rats subjected to a normal-fat diet; SED-HFD: sedentary rats
subjected to a high-fat diet; EXE-NFD: exercised animals subjected to a normal-fat diet;
EXE-HFD: exercised animals subjected to a high-fat diet, NFD: normal-fat diet; HFD:
high-fat diet; EXE: exercised animals; SED: sedentary animals; E: exercise factor; D:
diet factor; I: interaction between exercise and diet factors. +++p<0.001, ns (not

significant) for the probability based on an analysis of variance.
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Figure 2
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Figure 4

a b
> 307 * ok 407
s 0 [J NFD > o0 1 NFD
= © z o
2 s N HFD Z c g B HFD
< o P 5 o 301
o 9 20+ E:ns < g E: +++
=R ) 5 *xk )
@ D: ++ = —T D: +++
£ . T w 204 .
© =~ I+t o~ I+
£ 107 R
> = 2 x 104
n o E o
L7 > 0
5 %)
a8 0 - o+
SED EXE SED EXE
500 SED-NFD 500 SFND-NFD
z o E o
-500: -500
1 1 H H A sec B ) 1 2 H 4 sec 5
500 SED-HFD 500 SED-HFD
zo z o0
-500 -500
r T T 1 T . r T T T T )
0 1 2 3 4 sec 5 0 1 2 3 4 sec 5
500 EXE-NFD 00 EXE-NFD
R Z o
-500 -500
T T T T T ) r T v T T
o 1 2 3 4 sec 5 o 1 sec 5
500 EXE-HFD 500 EXE-HFD
zo e
-500 -500:

1 1
[¢] 1 3 4 sec 5 o] 1 2 3 4 sec 5



