UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE EDUCACAO FiSICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO ASSOCIADO EM
EDUCACAO FISICA — UEM/UEL

CAROLINE DE CARVALHO PICOLI

INFLUENCIA DOS TREINAMENTOS
AEROBIO, RESISTIDO E
CONCORRENTE SOBRE O
BROWNING DO TECIDO ADIPOSO
BRANCO

Maringa
2016



CAROLINE DE CARVALHO PICOLI

INFLUENCIA DOS TREINAMENTOS
AEROBIO, RESISTIDO E CONCORRENTE
SOBRE O BROWNING DO TECIDO
ADIPOSO BRANCO

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pés-graduacao
Associado em Educacdo Fisica
UEM/UEL, para obtencdo do titulo de
Mestre em Educacéo Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Sidney Barnabé Peres

Maringa
2016



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicagio (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringa — PR, Brasil)

P5984i

Picoli, Carcline de Carwvalho

Influéncia dos treinamentos aerdbio, resistido e
concorrente scbre o browning do tecido adiposco
branco/ Caroline de Carvalho Picoli. —— Maringi,
201e.

71 £. : il. color., figs, tabs.
Orientador: Prof. Dr. Sidney Barnaké Peres.

Dissertagdc (mestrado) - Universidades Estadual de
Maringa, Centro de CiZncias da Sadde, Departamento
de Educacgdoc Fisica, Programa de Pds—-Graduacdo em
Educac8o Fisica - UEM/UEL, 20le.

l. Fisiclogia do exercicio. 2. Tecido adiposo. 3.
Treinamento aerdbio. 4. Treinamento resistido. 5.
Treinamento concorrente. 6. Browning. I. Peres,
Sidney Barnabé, orient. II. Uniwversidade Estadual de
Maringa. Centro de Ci&ncias da Satde. Departamento
de Educacioc Fisica. Programa des Péa-Graduagdo em
Educacio Fisica — UEM/UEL. III. Titulo.

CoD 22. ED.796.077
JLMO00&58




CAROLINE DE CARVALHO PICOLI

INFLUENCIA DOS TREINAMENTOS
AEROBIO, RESISTIDO E CONCORRENTE
SOBRE O BROWNING DO TECIDO
ADIPOSO BRANCO

Dissertacao apresentada a
Universidade Estadual de Maringa,
como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduagao
Associado em Educagdo Fisica -
UEM/UEL, para obtencao do titulo de
Mestre em Educagéo Fisica.

Aprovada em 28 de Abril de 2016.

D B b A 1@7& &\

Prbfa Dr.2 Luzmarina Hernandes -~ Prof.2 Dr ana Andrade Machado

L.
Pydne{ Barnabeé Peres

G
=S




Agradecimentos

Primeiramente agradeco aos meus pais e a minha familia que me deram suporte
e forca durante esses anos de mestrado para que eu pudesse estudar e conluir esse
trabalho

Ao meu orientador Sidney Barnabé Peres por sempre me dar apoio ciéntifico, me
ajudando a crescer academicamente e por sempre estar disposto a ajuda e ensinar e,
portanto, contribuir diretamente com meu conhecimento e principalmente com a
producdo desse trabalho. Obrigada também por ser um amigo, dentro e fora, da
faculdade.

Ao meu amigo Gustavo Gilio, irm&o académico, que esteve comigo dia & pés dia
trabalhando duro nos experimentos para que tudo desse certo.

Ao meu namorado Lucas F. Rodrigues por estar ao meu lado, por me dar apoio e
forca em cada momento, e me impulsionar a ser uma pessoa melhor a cada dia.

As técnicas do laboratério de fisiologia e de histologia (Valeria, Elizete, Marcia,
Eurides, Maria Angela e Dos Anjos) que sempre me ajudaram em todos o0s
experimentos, nas ténicas de laboratdrio e assim, acrescentaram mais conhecimento na
minha trajetdria e alegria aos dias extensos de rotina.

Ao Prof. Paulo Mathias e Laize Peron por seder espaco em seu laboratorio para
0 uso de equipamentos.

Ao pessoal do laboratério da Universidade de Mogi das Cruzes, que nos
ajudaram a realizar técnicas essenciais para a contrucdo desse trabalho, Felipe
Henrique, Kaltinaitis, Luana Leal, Felipe Franco, Juliana Vieira e Prof. Miguel Luiz
Batista Junior.

Aos amigos que nos ajudaram com o andamento do protocolo experimental:
Guilherme Pitéo, Lucas Jacob, Erik Raul e Victor Augusto Roncaglia.

Aos amigos que foram indispensaveis durante esses anos de estudos, que
contribuiram para o meu crescimento académico e/ou fizeram parte da minha vida

durante o mestrado: Eloa Jacques, Daysa, Luciana, Debora Guariglia, Rafael



Evangelista, Giselle Bueno, Paulo Romeiro, Katia Sibin, Jean Beson, Cecilia Peserico,
Prof.2 Maria Montserrat, Prof.2 Solange, Prof® Rosangela Melo e Prof. Ademir.

As professores Luzmarina Hernandes e Fabiana Machado por aceitarem meu
convite em compor a banca desse trabalho e por me ajudarem deixa-lo melhor.

Ao Programa de Pés-graduacdo em Educagdo Fisica UEM/UEL e a

CAPES/Fundacao Araucéria por proporcionar a realizacdo desse trabalho.



PICOLI, Caroline de Caravalho. Influéncia dos treinamentos aerdbio, resistido e
concorrente sobre o browning do tecido adiposo branco. Dissertacao (Mestrado em
Educacao Fisica) — Centro de Ciéncias da Saude. Universidade Estadual de Maringa,

Maringa-PR, 2016.
RESUMO

As células adiposas brancas sao especializadas em armazenar lipideos, sem que isso
seja prejudicial a sua integridade funcional, enquanto que somente as células marrons
possuem uma capacidade adicional de dissipar energia na forma de calor através da
acao da proteina desacopladora 1 (UCP1) localizada dentro da membrana interna da
mitocondria (JONG et al.,, 2015). Posteriormente, surgiram varias evidéncias da
existéncia de células que naturalmente expressavam UCP1l, mas apresentavam
fenotipo intermediério entre células brancas e marrons, sendo assim chamadas de
adipécitos beges (WU et al.,, 2012). Esse fendtipo intermediario foi denominado de
browning devido a transdiferenciacdo dos adipdcitos brancos, no qual assumiram
caracteristicas de adipocitos marrons, onde dados recentes sugerem que esta
expressdo aumenta apds o treinamento aerébio (BOSTROM et al., 2013). Entretanto,
pouco se sabe como o exercicio fisico e seus diferentes tipos contribuem na modulacéo
da expressédo de UCP1 em células originalmente brancas ou beges. Por isso, o objetivo
desse estudo foi analisar a influéncia dos treinamentos fisicos aerobio, resistido e
concorrente sobre o browning do tecido adiposo branco, subcutéaneo (inguinal) e
visceral (retroperitoneal). Para tal, foram utilizados 120 camundongos da linhagem
Swiss, machos, com 35 dias de vida, que realizaram o treinamento aerébio, resistido e
concorrente, 5 vezes por semana, ao longo de 8 semanas. ApO0s o protocolo de
treinamento, foi realizado a eutanasia dos animais para a coleta dos depdsitos adiposos
inguinal e retroperitoneal que foram pesados e analisados por meio de técnicas de
imunohistoquimica para analise da expressdo proteica de UCP1l e gPCR para
guantificacdo dos RNA mensageiros da UCP1l, CD137, TMEM26 e EVAl. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de ANOVA
One-Way, com post hoc de Tukey foi utilizado quando assumida a homogeneidade dos
dados e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado quando negada a semelhanca. A
significancia adotada foi de P<0,05. Houve aumento da expresséao proteica de UCP1 no
tecido adiposo inguinal no grupo treinamento aerébio de 150,7% no tecido subcutéaneo
e de 250% no tecido visceral, ambos em relacdo ao grupo sedentério (p<0,05). O
treinamento resistido induziu aumento significante na expressao proteica de UCP1 em
ambos os tecidos adiposos, com cerca de 152% para o subcutaneo e 263% para o
deposito visceral, em relacdo aos animais sedentarios (p<0,05). Por fim, a expressao
génica de CD137 no tecido adiposo subcutaneo, marcador fenotipico de células bege,
aumentou 730,29% no grupo aerobio, 294,37% no resistido e 1.878,23% no grupo
concorrente. Ja4 para a regido visceral houve aumento de 339,25% para 0 grupo
aerobio, 557,61% para o grupo resistido e 54,59% para 0 grupo concorrente, todos
comparados com o grupo sedentario. Portanto, a expressdo de UCP1 pareceu-nos
tecido dependente, sendo mais responsiva ao treinamento resistido. O aumento da
expressdo génica de CD137 nos grupos treinados sugere maior presenca de células
beges dentro do tecido adiposo branco.

Palavras-chave: tecido adiposo bege, treinamento, UCP1
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ABSTRACT

White fat cells are specialized in storing lipids, without this being detrimental to their
functional integrity, while only the brown cells have an additional ability to dissipate
energy as heat through the action of uncoupling protein 1 (UCP1) located within the the
inner mitochondrial membrane (JONG et al., 2015). Subsequently, there were several
evidence for cells that naturally express UCP1, but had intermediate phenotype between
white and brown cells, so called beige adipocytes (Wu et al., 2012). This intermediate
phenotype was called browning due to transdifferentiation of white adipocytes, which
took the brown adipocytes characteristics, where recent data suggest that this
expression increases after aerobic training (BOSTROM et al., 2013). However, little is
known as exercise and its various types contribute to the modulation of UCP1
expression in originally white or beige cells. Therefore, the aim of this study was to
analyze the influence of aerobic physical training, weathered and competitor on the
browning of white adipose tissue, subcutaneous (inguinal) and visceral (retroperitoneal).
For this, we used 120 mice of the Swiss strain, male, with 35 days of life, who performed
aerobic, resistance training and concurrent, 5 times a week over 8 weeks. After the
training protocol, euthanasia of the animals was performed to collect the inguinal and
retroperitoneal adipose deposits were weighed and analyzed by immunohistochemical
techniques for the analysis of protein expression of UCP1 and gPCR for quantification of
RNA messengers of UCP1, CD137 , TMEM26 and EVAL. The normality of the data was
verified by the Shapiro-Wilk test. The test one-way ANOVA with Tukey post hoc was
used when the assumed homogeneity of the data and the Kruskal-Wallis test was used
when denied the resemblance. The significance adopted was P <0.05. An increase of
the protein expression of UCP1 in inguinal adipose tissue in aerobic training group of
150.7% in the subcutaneous tissue and visceral tissue to 250%, both compared to
sedentary group (p <0.05). The resistance training induced a significant increase in the
expression of UCP1 protein in both adipose tissue, with about 152% to 263% for
subcutaneous and visceral deposit, compared to sedentary animals (p <0.05). Finally,
the CD137 gene expression in subcutaneous adipose tissue, phenotypic marker beige
cells, increased 730.29% in the group aerobic, 294.37% 1878.23% in resistance and the
concurrent group. As for the visceral region increased by 339.25% for aerobic group,
557.61% for the resistance group and 54.59% for the concurrent group, all compared to
the sedentary group. Therefore, the expression of UCP1 seemed to us dependent
tissue, and more responsive to resistance training. Increased gene expression of CD137
in the trained groups suggests greater presence of beige cells in the white adipose
tissue.

Keywords: beige fat, training, UCP1 Keywords: beige adipocyte, exercise, UCP1
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1 INTRODUCAO

O tecido adiposo apresenta em sua estrutura a presenca de diferentes tipo
células adiposas, definidas de acordo com a sua morfologia, origem embrionaria e
expressao de genes caracteristicos que definem seu fendtipo. Esses tipos celulares sao
classificados em adipdcitos brancos, marrons e beges (WU et al.,2012).Todos os tipos
de adipdcitos sdo especializados em armazenar lipideos sem que isso seja prejudicial a
sua integridade funcional, sendo fundamentais para a regulacdo do balan¢co energético
de diversas espécies (KLAUS, 2001). Todavia, somente as células marrons e beges
possuem uma capacidade adicional de dissipar energia na forma de calor através da
acado da proteina desacopladora 1 (UCP1) que esta localizada dentro da membrana
interna da mitocéndria (JONG et al., 2015). Para os tecidos adiposos branco e marrom
existe uma localizagdo anatbmica definida, sendo encontrados em depdsitos
subcutaneos e viscerais (CINTI, 2009), e em depdésitos discretos e difusos (RAVUSSIN,
GALGANI, 2011), respectivamente. Ja para o tecido adiposo bege ndo existe uma
localizacdo especifica, ele estd em coexisténcia com o tecido branco (JONG et al.,
2015).

Sabe-se que mamiferos de pequeno porte, como roedores e neonatos,
possuem depodsitos de tecido marrom bem definidos. A presenca de tecido adiposo
marrom, ao contrario do que se acreditava, se mantém na vida adulta. A andlise
criteriosa de imagens obtidas em tomografias de emisséo de pédsitrons, usando-se 18-
fluordesoxiglicose como contraste combinada a tomografia computadorizada (PET-
SCAN) (RICHARD et al., 2012; CYPESS et al., 2009; NEDERGAARD, BENGTSSON,
CANNON, 2007) possibilitou a localizac&o de sitios precisos de tecido adiposo marrom
em humanos adultos. Apds a identificagdo de tecido adiposo marrom em seres
humanos, outros pesquisadores interessados na possibilidade de encontrar um viés
terapéutico para doencas metabolicas através do aumento do gasto energético (WU,
COHEN, SPIEGELMAN, 2013), identificaram a presenca de UCP1 no tecido adiposo

branco cervical de humanos (ZINGARETTI et al.,, 2009), no tecido adiposo branco
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subcutaneo (JONG et al.,, 2015; WU et al.,, 2012) e no tecido adiposo visceral
(BOSTROM et al., 2012) de animais.

A expressao de UCP1, dentro do tecido adiposo branco, foi denominada de
browning, devido a uma transdiferenciacdo dos adipdcitos brancos, no qual passaram a
assumir caracteristicas de adipdcitos marrons (BOSTROM et al., 2012). Além do mais,
a expressdo dessa proteina também parece estar relacionada com a expressdo de
outras proteinas como a vascular endothelial growth factor precursor (VEGF) e
peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator (PCG1-a), classificadas como
expressodes anteriores ao da UCP1, permitindo um aumento da vascularizacao atrelado
a biogénese mitocondrial (SUN et al., 2012).

Posteriormente, surgiram varias evidéncias da existéncia de células
originalmente beges, ja que alguns estudos verificaram a presenca de genes
especificos para cada tipo de tecido adiposo como, por exemplo: T-box proteina 1
(Tbx1), Tumor necrosis factor receptor superfamily member 9 (CD137) e proteina
transmembrana 26 (TMEM26) foram definidas para adipécitos bege (LIDELL, BETZ,
ENERBACK, 2013; WU et al., 2012), enquanto que para adipdcitos marrons 0s genes
mais especificos sdo: cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like
effector A (Cidea), PCG1l-a (WU et al., 2013) e Enhancer of ventral-axon guidance
defects of unc-40 mutants (EVAL) e para adipocitos brancos séo: guanine nucleotide-
binding protein subunit beta (Ascl) e fator de transcricdo 21 (Tcf21) para o depoésito
visceral (JONG et al., 2015).

Dentro desse contexto, o exercicio fisico aerébio parece estimular, por
influéncia beta adrenérgica, o processo de transdiferenciacdo no tecido adiposo branco,
passando a ser potencialmente visto como um estimulo fisiolégico eficiente no combate
da obesidade e de doencas relacionadas a ela por aumentar o gasto energético
(MATTEIS et al., 2013; BOSTROM et al., 2012). Entretanto, ainda existe uma lacuna a
respeito da influéncia de outros tipos de exercicio fisico. Dessa forma, este estudo teve
como objetivo principal analisar se os efeitos dos treinamentos aerdbios, resistido ou
concorrente estimulam o “browning” do tecido adiposo branco.

Embora a contribuicdo do treinamento fisico em relagdo ao browning possa ser
guestionavel, pois o exercicio fisico ja € termogénico em si, parece contraditorio que ele
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consiga aumentar a producdo de calor, atribuindo caracteristicas marrons ao tecido
adiposo branco, porém em resposta ao treinamento de alta intensidade (70-85% de
Vpico do VO2) fo verificado que a atividade do sistema nervoso simpatico é aumentada,
elevando a liberacédo de catecolaminas que atuam principalmente na via de sinalizacao
beta-3 adrenérgica, que esta relacionada com a via de ativacdo da termogénese
induzida principalmente pelo frio, demonstrando que o treinamento fisico de resisténcia
modula os tecidos adiposos de maneira diferente, pois uma exposicdo crbnica ao
exercicio fisico € capaz de substituir a termogénese sem tremores no tecido adiposo
marrom, através das catecolaminas, mas nao parece fazer o mesmo no tecido adiposo
subcutédneo que apresenta uma caracteristica multilocular que induz ao browning apos
o treinamento (WU et al., 2014).

Portanto, nossa hipotese é de que outros tipos de exercicio fisico, como o
resistido e concorrente, poderiam modular de maneira semelhante ou ainda mais
intensa o0 processo de transdiferenciacdo ou surgimento de células beges dentro do

tecido adiposo branco subcutaneo (inguinal) e visceral (retroperitoneal).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar se os treinamentos fisico aerdbio, resistido e concorrente estimulam o
“browning” do tecido adiposo branco, inguinal (subcutaneo) e retroperitoneal (visceral),

e o tecido adiposo interescapular (marrom).

2.2. Objetivos especificos

Vefiricar como os treinamentos fisicos aerébio, resistido e concorrente modificam

0s parametros de desempenho.

Determinar no tecido adiposo marrom intraescapular de camundongos sendetarios
ou submetidos aos treinamentos fisicos aerdbio, resistido ou concorrente o peso e a

area (uUm?) de inclusdes lipidicas.

Determinar no tecido adiposo branco, subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal
de camundongos sedentarios ou submetidos aos treinamentos fisicos aerdbio, resistido
ou concorrente:

* opeso(g)eaarea (uUm?) dos adipdcitos

* aexpressao proteica de UCP1 e VEGF por imunohistoquimica;

» quantificar o RNAm de UCP1, TMEM26, EVAl e CD137;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. TIPOS DE TECIDO ADIPOSO

3.1.1. Otecido adiposo branco

O tecido adiposo pode ser encontrado em diversas espécies, mas principalmente
em mamiferos. Do ponto de vista evolutivo, ele € importante para 0s animais
homeotérmicos, pois além de ser um excelente estoque de energia, permite que
animais possam manter a temperatura corporal em ambientes frios (KLAUS, 2001).

Sua especialidade € armazenar lipideos na forma de triacilgliceréis no citoplasma
das células adiposas, sem que isso seja hocivo a integridade funcional da célula, sendo
considerado o principal reservatério energético do organismo. Além disso, os lipideos
sdo hidrofébicos, por isso podem ser armazenados em grandes quantidades,
dispensando a participagdo de dgua como ocorre com o glicogénio; isso garante que o
tecido adiposo realize um maior fornecimento energético (FONSECA-ALANIZ;
ALONSO-VALE, 2006; FONSECA-ALANIZ, et al., 2007). Essas peculiaridades sédo de
fundamental importancia a sobrevivéncia, evolucao e capacidade adaptativa no mundo
animal (KLAUS, 2001), pois a célula adiposa contém as enzimas necesséarias e
proteinas que regulam a sintese de acidos graxos (lipogénese) para estocar
triacilglicerdis nos periodos em que exista uma abundancia de energia, mas também
para que possa mobiliza-los (lipdlise) quando houver escassez (VAZQUEZ-VELA;
TORRES, TOVAR, 2008).

Este tecido possui grande plasticidade, ja que sua massa pode ser alterada
significativamente, ndo apenas em situacdes de sobrevivéncia. Como exemplo,
observamos que alguns individuos podem ter uma composicdo de 2 a 3% de tecido
adiposo do seu peso total, e individuos obesos que apresentam uma variacdo de 60 a
70% de gordura corporal. Aléem disso, esses valores ainda podem variar de acordo com
0 sexo dos individuos; em homens essa variacdo pode ficar entre 9 e 18% e em
mulheres entre 22% a 32% (HAUSMAN et al.,2001; KLAUS, 2001).
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O tecido adiposo pode oferecer protecdo mecénica a diversos 6rgaos, contra
choques e traumatismos externos, além de permitir o deslizamento adequado entre as
visceras e entre os feixes musculares, sem que sua integridade e funcionalidade sejam
comprometidas. Ao mesmo tempo, devido a sua distribuicdo abrangente, incluindo a
derme e os tecidos subcutaneos, funciona como um excelente isolante térmico, tendo
um papel importante na manutencdo da temperatura corporal. (FONSECA-ALANIZ;
ALONSO-VALE, 2006).

O tecido adiposo branco ja foi considerado somente como um depdsito de
gordura, mas hoje é visto como essencial a manutencdo da homeostase energética,
pois exibe um sistema de secregdo extremamente ativo, liberando diversos fatores
endocrinos e paracrinos denominados adipocitocinas. Essas moléculas exercem
diversos efeitos fisiolégicos: controle do comportamento alimentar (leptina), modulacao
da funcdo imune pelo fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL6, IL10),
controle da atividade fibrinolitica, modulador da sensibilidade a insulina (adiponectina,
resistina), entre outros. Esse carater enddcrino do tecido adiposo pode interferir na
fisiopatologia de doengas cronicas, incluindo as doengas cardiovasculares e as
doencas metabdlicas (SANCHEZ-GURMACHES, GUERTIN, 2014; HENRY et al., 2012;
AHIMA, 2006).

O tecido adiposo branco é constituido por duas principais divisées, os depdsitos
de gordura visceral, subdividido em perirenal, pericervical, mediastino, gonadal,
epicardio, retroperitoneal, omental e mesentérico, e o depdsito subcutaneo, subdividido
em anterior e posterior (CINTI, 2009). Esses depdsitos também apresentam variada
expressao de genes entre si, pois apresentam origens embrionarias diferentes, ja que o
tecido adiposo visceral é de origem mesodermica intermediaria e lateral, enquanto que
para o tecido subcutaneo essa questdo ainda permance sem confirmacfes (CHAU et
al., 2014; MACOTELA et al., 2012).

E possivel que o tecido adiposo também esteja distribuido em outras areas do
corpo, como no figado, no musculo esquelético e pancreas, mais conhecido como
acumulo ectépico de gordura (SUGANAMI et al.,, 2012), consequentemente &
relacionado a desordens metabdlicas que ocorrem principalmente com a obesidade,
mas também com doencas relacionadas a ela (AHIMA, 2006).
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No tecido adiposo, além dos adipdcitos, é possivel encontrarmos uma matriz de
tecido conjuntivo de fibras colagenas e reticulares, células do estroma vascular, tecido
nervoso, noédulos linfaticos, células imunes como os leucdcitos e macréfagos,
fibroblastos e pré-adipocitos (HAUSMAN et al., 2001; SANCHEZ-GURMACHES,
GUERTIN, 2014). Além disso, é um tecido altamente vascularizado rodeado por
capilares que sédo fundamentais para que o tecido receba fornecimento de oxigénio,
nutrientes, hormonios e fatores de crescimento essenciais a expansao saudavel do
tecido (SUN et al., 2012).

Os adipécitos sao derivados de células pluripotentes, células-tronco
mesenquimais, e que também tém a capacidade de se diferenciar em outros tipos
celulares como, por exemplo, midcitos, condrécitos e ostedcitos (HENRY et al., 2012).
No ser humano adulto essas células-tronco s&o encontradas no estroma vascular do
tecido adiposo, assim como também podem ser encontradas na medula éssea. Quando
essas células sédo estimuladas apropriadamente, seja in vivo ou em cultura celular, elas
passam por um processo sequencial e temporal envolvendo varias etapas até se
tornarem adipécitos maduros (TANG; LANE, 2012). A diferenciacdo celular dessas
células mesenquimais para pré-adipécitos, e posteriormente, adipocitos maduros é
denominada de adipogénese (LOWE; O'RAHILLY; ROCHFORD, 2011).

O recrutamento para uma linhagem de adipdcitos in vivo pode ocorrer devido a a
estimulos como a ingestdo nutricional excessiva de energia, que durante um periodo
prolongado parece gerar um sinal (ou sinais) que estimula células mesenquimais a se
comprometerem com a diferenciacdo do fenédtipo adiposo, levando a hiperplasia de
adipdcitos no tecido adiposo (JO et al., 2009, TANG; LANE, 2012).

O tecido adiposo branco é o tipo predominante nos mamiferos e é constituido de
células denominadas adipdcitos, que quando maduros possuem uma caracteristica
unilocular, ou seja, possuem uma unica gota de gordura, rodeada por uma borda fina
de citoplasma que empurra 0 nucleo para a periferia da célula circundada pela
membrana plasmatica (TANG; LANE, 2012; GENESER, 2003). Durante seu
desenvolvimento a célula adiposa contém varias goticulas de lipideos que se
coalescem para formar uma uUnica gota, que pode chegar a ocupar cerca de 90% de
todo o citoplasma (WALTHER, FARESE, 2012), mas podem ter uma variagdo quanto
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ao seu tamanho, volume e didmetro, de acordo com a quantidade de triacilgliceréis
armazenados (FONSECA-ALANIZ; ALONSO-VALE, 2006), por isso, pode ser
encontradas células pequenas ou grandes, com cerca de 15 um a 100 um de diametro,
podendo muitas vezes ser maiores do que as heméacias, células do sistema imune e
fibroblastos (CINTI, 2009).

3.1.2. O tecido adiposo marrom

Em 1551 o tecido adiposo marrom foi observado pela primeira vez, por um
naturalista suico Konrad Gessner (1516-1565) que o descreveu como “nem gordura,
nem carne” (RICHARD et al., 2012). A primeira evidéncia do tecido adiposo marrom em
recém-nascidos foi descrita por Hatai em 1902 que encontrou um tecido semelhante a
estrutura e localizacdo de animais que hibernam e mais tarde ap0s necroscopia em
criancas de quatro semanas, encontrando esse tecido em todas elas (TEWS;
WABITSCH, 2011). O tecido adiposo marrom € especializado em produzir calor,
conhecido também como termogénese sem tremores, tendo uma participacdo ativa na
regulacdo da temperatura corporal (FONSECA-ALANIZ; ALONSO-VALE, 2006;
RAVUSSIN; GALGANI, 2011; WU, COHEN, SPIEGELMAN, 2013). Além do mais, esta
sob regulacéo direta do sistema nervoso simpatico (WHITTLE, RELAT-PARDO, VIDAL-
PUIG, 2013).

No feto o tecido adiposo marrom se desenvolve durante a gestacdo e a
quantidade de UCP1 aumenta durante o desenvolvimento do embrido. Apos o
nascimento a quantidade de UCP1l tem picos de abundancia ao longo dos nove
primeiros meses de vida, declinando posteriormente. O motivo pelo qual os recém-
nascidos possuem esse tecido em abundancia se deve ao fato de que, tanto os
roedores, quanto os humanos, necessitam manter a temperatura corporal apés uma
reducdo abrupta na temperatura depois do nascimento (TEWS; WABITSCH, 2011). A
temperatura intra-uterina € de cerca de 37 °C e ap0s 0 nascimento tende a ser mais
baixa, préxima a ambiental. Dessa forma, o aparecimento do tecido adiposo marrom, ha
cerca de 150 milhdes de anos, permitiu que os mamiferos mantivessem a temperatura
corporal significativamente mais elevada, em relacdo a temperatura ambiente

(RAVUSSIN; GALGANI, 2011). Portanto, o tecido adiposo marrom é responsavel,
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durante o parto, por proteger o corpo de baixas temperaturas, sem que Sseja preciso o
tremor para produzir calor (NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007).

Apesar do tecido adiposo marrom declinar com o aumento da idade, dados
obtidos com tomografia de emissdo de pdsitron, usando 18-fluordesoxiglicose (FDG)
(NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007) e combinada com a tomografia
computadorizada (CYPESS et al.,, 2009; RICHARD et al.,, 2012), tem permitido a
identificacdo precisa da distribuicdo desse tipo de tecido em humanos adultos e os
principais depositos sdo nas regides supraclavicular e do pescoco (Figura 1). Essas
regibes estdo duas vezes mais presentes em homens adultos, embora existam estudos,
como o de Cohade et al., (2003) que ao comparar homens e mulheres, verificaram que
as mulheres tem uma maior quantidade de tecido adiposo marrom, que foi ativado
devido ao estresse agudo ao frio durante o tempo de captacdo de 18-fluordesoxiglicose.
Portanto, a exposicdo a baixas temperaturas parece aumentar os estoques desse
tecido, tornando essa adaptacdo mais proeminente em mulheres do que em homens
(CYPESS et al., 2009).
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Figura 1. Sitios de captacédo de 18-fluordesoxiglicose correspondentes a depositos de
tecido adiposo marrom em humanos adultos. As areas em preto sdo aquelas mais
frequentemente descritos, as zonas cinzentas nem sempre sao encontrados
(Modificado de NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007).

Quanto a localizacdo, ainda de acordo com Ravussin e Galgani (2011), o tecido

adiposo marrom pode ser classificado em depdsito discreto e difuso. A localizagéo
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discreta € encontrada em cérvico-supraclavicular (que € a localizacdo mais comum),
perirenal e supre-renal, além das regifes paravertebrais em torno dos grandes vasos
(aorta e seus ramos principais: caroétidas, subclavias, intercostais e artérias renais), e
provavelmente esta presente para gerar e distribuir calor, mas também manter a
temperatura central. J& na localizacdo difusa o tecido adiposo marrom € encontrado em
coexisténcia com o tecido adiposo branco e o tecido muscular esquelético. Seu declinio
ocorre com 0 avanco da idade, que parece estar correlacionada inversamente com o
indice de massa corporal.

Do ponto de vista clinico a confirmacdo da existéncia do tecido adiposo marrom
levou a hipotese de que a obesidade e suas co-morbidades como o diabetes e doencas
cardiovasculares, talvez pudessem ser tratadas, estimulando a atividade desse tecido,
aumentando o gasto energético e reduzindo os estoques de tecido adiposo branco,
principalmente o visceral (WHITTLE, RELAT-PARDO, VIDAL-PUIG, 2013).

Os adip6citos marrons tém cerca de 60 um de diametro, e geralmente sdo
menores do que os adipécitos brancos, se caracterizam pela presenca de varias
goticulas lipidicas (organizacdo multilocular) com diferentes tamanhos no citoplasma,
possuindo um nucleo esférico e ligeiramente excéntrico, com um numero elevado de
mitocondrias. Essas organelas possuem o complexo enzimatico necessario para a
sintese de ATP com baixa atividade, e utilizam a energia liberada pela oxidacao,
principalmente dos &cidos graxos, para gerar calor preferencialmente (FONSECA-
ALANIZ; ALONSO-VALE, 2006).

As mitocondrias sdo organelas intracelulares que estdo envolvidas em diversos
processos celulares, que incluem desde o metabolismo, crescimento, sinalizacao,
proliferacdo e morte celular (TO et al.,, 2010). Elas sdo encontradas em todas as
células, com excessao das hemacias, e sdo responsaveis em converter os substratos
energéticos, como a glicose e os lipideos, em moléculas de ATP a fim de abastecer e
atingir as demandas energéticas do organismo. Contudo, as mitocéndrias do tecido
adiposo marrom sdo as Unicas que exibem quantidade abundante de UCP1, uma
proteina localizada na membrana interna da mitocondria que contribui com a producao
de calor (FARMER, 2009). Esse processo de geracao de calor ocorre porque a UCP1,
atua como um canal de prétons que descarrega a energia gerada pelo acumulo de
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protons do espacgo intermembranoso das mitocondrias durante os processos oxidativos
do ciclo de Krebs, desviando-os da ATP sintase, 0 que impede a sintese do ATP, e
permite que o calor seja dissipado. Os adipécitos marrons sdo assim denominados
justamente devido a sua coloracdo marrom, que ocorre devido as altas concentracfes
de citocromo oxidase das mitocondrias (FONSECA-ALANIZ; ALONSO-VALE, 2006).

Foi demonstrado que tecido adiposo marrom tem origem mesodérmica (CHAU et
al., 2014). Estudos em modelos animais chegaram a conclusdo de que as células
marrons em sua origem embrionaria sado derivadas a partir de uma linhagem
semelhante de um gene determinado de fator miogénico 5 (Myf5), uma proteina
especifica e chave na regulacdo e diferenciacdo muscular (SABOURIN, RUDNUCKI,
2000; SEALE et al. 2008).

3.1.3. O tecido adiposo bege

O tecido adiposo branco e o tecido adiposo marrom estdo anatomicamente
localizados em locais diferentes, tanto em humanos, quanto em roedores, porém,
recentemente identificou-se a existéncia da expressdo génica positiva para UCP1
dentro do tecido adiposo branco subcutaneo (WU, COHEN, SPIEGELMAN, 2013),
assim como a expressao de myf5, que € membro da familia de genes de determinacgéo
especifica para musculo durante a fase embrionaria (SEALE et al., 2008).

As células que sdo precursoras do tecido adiposo (células tronco) expressam
paired box 7 (Pax7) e embora apresentem essa expresséo, o que as diferenciam em
brancas, marrons ou bege é expressao de Myf5. Enquanto células brancas e beges sdo
negativas para myf5, as células marrons sdo positivas (LIDELL, BETZ, ENERBACK,
2013; LEPPER, FAN, 2010). As células bege podem nao apresentar o mesmo perfil de
expressdo embrionaria em todos os depésitos de gordura branca, assim como
observado por Sanchez-gurmaches e Guertin (2014). Tais diferencas séo importantes,
ja que os adipocitos denominados bege podem apresentar diferentes origens e, por
consequéncia, diferentes caracteristicas como quantidade de fibras nervosas,
vascularizagéo, condi¢cdes de exposicoes ambientais. Acredita-se que geralmente a

gordura subcutanea é a que tipicamente apresenta quantidades te células bege,
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ocorrendo principalmente pela estimulagdo ao frio e a receptores B3-adrenégicos
(LIDELL, BETZ, ENERBACK, 2013).

A expressdo de PR Domain Containing 16 (PRDM16) também parece
desempenhar um papel fundamentel na regulacdo e desenvolvimento de células beges
e marrons, pois ela induz a expressdo de Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator l-alpha (PGC1-a), responsavel pela regulacdo da biogénese
mitocondrial nessas células (SEALE et al., 2007). Também é possivel verificar que a
expressdo de PRDM16 claramente € mais abundante no tecido adiposo marrom em
comparacao com o tecido adiposo subcutaneo e mais discreta em relagéo aos tecidos
adiposos viscerais (JONG et al., 2015).
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Figura 2. Origem das células adiposas. Existem pelo menos trés precursores que dao
origem a células adiposas brancas, bege e marrom separadamente. Os precursores de
adipdcitos marrons expressam Pax7 e Myf5+. Adipoécitos brancos e de cor bege vem de
duas populagbes distintas de precursores de linhagens Pax7 e Myf5- (Modificado de
WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013).
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Outros pesquisadores, que isolaram células bege dos depdésitos inguinais e
gonadais do tecido adiposo branco de camundongos 129VSE, observaram que além da
grande expressdo de RNAmM de UCP1, elas também expressam proteinas
caracteristicas do fenoétipo de adipécitos marrons, como a Cidea e a PGC1-a (WU et al.,
2012). Por causa dessas observacdes esses adipdcitos foram caracterizados como
uma terceira populacdo, e demoninados de bege, pois preservam caracteristicas
metabdlicas intermediarias (WU et al., 2012). Essas células possuem uma morfologia
multilocular, semelhate as células adiposas marrons, e tem um alto teor de
mitocondrias, assim como a expressdo de um conjunto de genes, como a UCP1,
portanto, elas parecem ter uma capacidade termogénica similar (ISHIBASHI, SEALE,
2010).

De acordo com Wu et al., (2012) alguns genes parecem ser seletivos somente
aos adipécitos beges. Isso permite que seja possivel diferencia-los de outros tipos de
adipdcitos, como os adipécitos marrons, pois os adipdcitos beges apresentam uma
assinatura proépria, que incluem niveis elevados de proteinas de superficie celular como
a CD137, TMEM26 e a TBX1. Além do mais, esses autores, mostraram que células
beges tem uma sensibilidade preferencial aos efeitos de escurecimento mediados pela
miocina irisina. Por outro lado, genes como EVA1, Fbxo31 e Ebf3 sdo mais seletivos a
adipdcitos marrons.

Consequentemente, o que temos aqui, € que adipécitos beges podem ocorrer
tanto por meio da transdiferenciacéo, quanto serem adipdcitos originalmente beges, de
acordo com a marcacdo de genes especificos para cada tecido (LIDELL, BETZ,
ENERBACK, 2013; WU et al., 2012). Sendo assim, as analises em relacdo a essas
diferencas podem ser dificultadas, visto que os trés tipos de adip6citos podem coexistir

na mesma regiao.

3.1.4. Alteracdes na plasticidade do tecido adiposo associado ao exercicio fisico

Existem diversas recomendacdes de saude publica que reconhecem o exercicio
fisico regular e a atividade fisica como meio de prevencao, gestdo e tratamento de
diversas doencas crbnicas (STANFORD, MIDDELBEEK, GOODYEAR, 2015). Os
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beneficios advindos de sua pratica ocorrem devido a remodelacdo metabdlica e
molecular em diversos 6rgéos e tecidos, de acordo com o tipo de exercicio realizado
(COFFEY, HAWLEY, 2007). O movimento repetido das contragcbes musculares,
associado a frequéncia do exercicio fisico sdo potentes estimulantes para adaptacdes
fisiolégicas que vdo desde o aumento da biogénese mitocondrial até o controle da
expressao de genes envolvidos no metabolismo (EGAN, ZIERATH, 2013).

O treinamento fisico, definido por movimentos repetidos durante um periodo de
dias, semanas ou anos, pode provocar efeitos na morfologia do tecido adiposo branco,
independentemente de alteracdes significativas na perda de peso (STANFORD,
MIDDELBEEK, GOODYEAR, 2015). Dentro desse contexto o exercicio fisico também
estimula a reorganizacdo/reducdo da massa do tecido adiposo, sobretudo devido a
mobilizacdo de acidos graxos (lipdlise), pois esses se caracterizam como um importante
substrato energético utilizado pelos musculos durante o exercicio prolongado, com
intensidade de 60 a 65% do VOzmax. (COFFEY, HAWLEY, 2007).

A duracdo e intensidade do exercicio fisico estimulam o sistema nervoso
simpatico e a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) para os
receptores B-adrenérgicos que sdo acoplados a proteina G que ativa a Adenil ciclase,
que ativa a AMPc, proteina quinase A, e a p38MAPK, que consequentemente ativa as
enzimas que estimulam a lipolise, tais como a lipase horménio-sensivel, lipase de
triacilgricerol e lipase monoacilglicerol (ZOUHAL et al., 2008).

Por isso, ao realizar o exercicio fisico, os receptores -adrenérgicos sao ativados
tanto durante uma sessao aguda de exercicio fisico podendo levar ao recrutamento de
tecido adiposo bege no tecido adiposo branco, embora essas observagdes sé tenham
sido realizadas em roedores, em humanos ainda tem poucos estudos que investigam
tanto a atividade do tecido adiposo marrom quanto a presente do tecido adiposo bege
(SHANCHEZ-DELGADO et al., 2015).

Durante o periodo prolongado de exercicios fisicos o tecido adiposo pode ter
reducdo do seu tamanho e de suas células, portanto, o exercicio fisico parece promover
um remodelamento desse tecido (THOMPSON, et al.,, 2012). Na tentativa de melhor
entendermos os fatores que podem ser determinantes para este remodelamento do

tecido adiposo branco, surge a denominagdo de browning. Num elegante estudo
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conduzido por De Matteis et al. (2013), os autores observaram que o exercicio fisico foi
capaz de conferir ao tecido adiposo visceral (retroperitoneal e epididimal), de roedores,
caracteristicas funcionais exclusivas do tecido adiposo marrom. Com apenas uma
semana de exercicio de corrida, ou seis semanas de treinamento fisico aerdbio, os
niveis celulares de UCP1 bem como outros marcadores fenotipicos do tecido adiposo
marrom aumentaram consideravelmente. Um dos mecanismos propostos para essa
transdiferenciacdo do adipdécito branco, ao que parece, € influenciado por um horménio
recentemente descrito produzido pelo musculo esquelético, a irisina (BOSTROM et al.
2012). A producgdo da irisina em animais é modulada pela PGC1l-a, um fator de
transcricdo expresso no musculo, também encontrado no tecido adiposo, envolvido com
0 aumento da expressdo de proteinas da cadeia respiratéria mitocondrial e enzimas
envolvidas na oxidacdo de acidos graxos resultando num fenotipo semelhante aos
adipdcitos marrons (SUTHERLAND et al., 2009).

Bostrom, et al., (2012) mostraram que a irisina é induzida durante o exercicio,
promovendo modificacbes no tecido adiposo subcutaneo de roedores, estimulando a
expressdo de UCP1 em niveis plasméaticos em animais que foram submetidos a trés
semanas do treinamento em roda involuntaria, promovendo o escurecimento do tecido
adiposo branco, ou seja, dando origem a células bege. Tais adaptacfes sdo essenciais
para o tecido adiposo branco, pois ele se torna mais oxidativo e a0 mesmo tempo mais
termogénico (VILLARROYA, 2012) (FIGURA 3). Ademais, parece existir uma correlacao
positiva entre a intensidade do exercicio fisico aerébio e a capacidade secretoria de

irisina, demonstrada em seres humanos jovens e saudaveis (TSUCHIYA et al., 2014).
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Figura 3. Esquema representando o efeito da Irisina sobre o tecido adiposo branco. A
irisina é liberada no musculo esquelético, principalmente apds exercicios fisicos,
desencadeando a diferenciacdo de células precursoras, presentes do tecido adiposo
branco, em células com caracteristicas de adipocitos marrons com alta abundancia de
UCP- 1, goticulas multiloculares de gordura e mitocondrias (Modificado de
VILLARROYA, 2012).

Outro aspecto interessante nessa imensa capacidade adaptativa do tecido
adiposo branco é o efeito que exercicio parece provocar sobre o tecido adiposo
marrom. Em estudo realizado por Xu et al.,, (2011), os autores verificaram que o
exercicio fisico realizado por oito semanas, em esteira rolante, com camundongos
C57BL/6, aumentou o numero de células progenitoras que déo origem a esse tecido.
Esse achado é importante, pois o tecido adiposo marrom também €& visto como um
possivel modulador do gasto energético, e por isso contribui em prevenir, ou reduzir, a
obesidade.

J4 em humanos, Vijgen et al., (2012) demonstraram que apds uma cirurgia
bariatrica de pacientes obesos o tecido adiposo marrom foi aumentado em quatro dos
dez pacientes, indicando que o recrutamento desse tecido pode ocorrer. Yoneshiro et
al., (2013) também verificaram um aumento da atividade termogénica do tecido adiposo
marrom em humanos apos exposicdes ao frio de 17°C durante duas horas por dia, ao
longo de 6 semanas, com comitente perda do gordura corporal e Vosselman et al.,
(2015) ao realizar um estudo controle com humanos, comparou a atividade do tecido
adiposo marrom e o escurecimento do tecido adiposo branco abdominal subcutaneo de

homens treinados em endurance a pelo menos dois anos, com homens sedentarios e
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observou que a atividade do tecido adiposo marrom era menor em homens que
realizam o exercicio de endurance do que nos sedentarios, enquanto que a expressao
de irisina, obtida do musculo esquelético vasto lateral, era cerca de 1,6 vezes maior,
porém a expressdo de RNAm de genes relacionados com adipdcitos beges e marrons,
como UCP1l, PGC-1a e Cidea, TMEM26 e CD137 nao apresentaram diferencas,
concluindo portanto que o recrutamente desses adipécitos pode ndo estar relacionado
com o exercicio de resisténcia em seres humanos, mas sim relacionada com a reducao
da atividade metabdlica do tecido adiposo marrom em humanos.

Recentemente mostrou-se que a exposicao a determinados fatores do ambiente,
seja o frio ou o exercicio, induzem o aparecimento de adipdcitos beges no tecido
adiposo inguinal e visceral, que s&o comumente referidas de escurecimento (browning)
ou beiging do tecido adiposo branco (SUTHERLAND et al., 2009).

3.2. TIPOS DE EXERCICIO FiSICO

3.2.1. Exercicio aerébio

Programas de exercicio que tendem a aumentar a poténcia aerébia normalmente
estdo relacionados com exercicios de corrida, ciclismo, natacdo, esqui, entre outros, e
geralmente tem duracéo entre 20 e 60 minutos por sessao, sendo realizados de trés a
cinco vezes por semana numa intensidade que varia de 50-85% do VO2max (ACMS,
2006). Os treinamentos fisicos aerdbios ainda podem ser dividios em trés intensidades,
sao elas: intensidade baixa, moderada e alta (BANGSBO, 2015). Além do mais, existe
uma recomendacdo de que esse tipo de exercicio seja realizado, pelo menos, 250
minutos por semana para que exista controle da massa corporal (DONNELLY et al.,
2003).

Os treinamentos de endurance causam efeitos tanto centrais quanto adaptacoes
periféricas, que resultam em aumento nos estoques de glicogénio muscular e, ao
mesmo tempo, como poupador deste substrato em trabalhos submaximos por privilegiar
0 uso de acidos graxos como fonte energética. Ha também melhora da cinética de
lactato e alteragdes morfologicas que incluem o aumento da densidade de fibras do tipo
| por area muscular e aumento da capilaridade (COFFEY; HAWLEY, 2007). Por fim, ha

maior biogénese mitocondrial (JUNG; KIM, 2014; WU et al.,, 2002) associada a
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otimizacdo do uso dos substratos que realcarédo a capacidade oxidativa, aumentando a
resisténcia a fadiga e aperfeicoando o fendtipo de endurance (COFFEY; HAWLEY,
2007).

Durante a corrida de endurance a performance em corridas de longa distancia
tendo como predominate o sistema oxidativo e responsavel por produzir energia
(JONES; CARTER, 2000). O indice fisiolégico € um fator influenciavel durante a
performance de corrida, e pode variar de acordo com a distancia percorrida. (HILL,
ROWELL, 1996). Existem varios tipos de indices fisiolégicos descritos na literatura
como os limiares de lactato, limiar anaerdbio, a maxima fase estavel de lactato e a
velocidade referente a ocorréncia do consumo maximo de oxigénio (VVO2max)
(MACHADO et al.,, 2011; MCLAUGHLIN et al.,, 2010; MIDGLEY; MCNAUGHTON;
JONES, 2007), mas um dos indices fisiologicos mais utilizados e estudados para a
predicdo de performance em corrida € o VOzmax , que refere-se a mais alta taxa no qual
0 oxigénio é captado, transportado e utilizado pelo corpo, durante o exercicio. Desta
forma, o VO:umax refere-se a medida da quantidade méaxima de energia que pode ser
produzida pelo metabolismo aerébio em determinada unidade de tempo, caracterizando
a poténcia aerdbia do individuo (CAPUTO et al., 2009). Para a determinacdo do VO2max
€ necessaria a realizacao de testes incrementais maximos, com andlise direta de gases
expirados (ACSM, 2006), contudo, esses métodos sdo caros, pois necessitam de
eguipamentos que sejam especificos para tal afericdo. Todavia, mesmo a VO2max sendo
considerado um determinante fisiolégico da performance aerébia de corredores de
endurance em grupo homogéneo de corredores essa variavel aprensentou pouco poder
discriminatorio da performance (SOUZA et al., 2011).

Outro parametro, denominado de Vpico, vem ganhando espago como um efetivo
preditor de performance em corrida de endurance, (MCLAUGHLIN et al., 2010;
STRATTON et al., 2009; SLATTERY et al., 2006), visto que € uma variavel simples de
ser determinada e ndo necessita do uso de equipamentos de custo elevado e técnicas
gue sejam invasivas (SCOTT; HOUMARD, 1994). A Viico € a maxima velocidade
atingida em um protocolo incremental (MCLAUGHLIN et al., 2010), e permite que
ajustes sejam realizados por meio de equacdes que levam em conta a velocidade do

ultimo estagio completo (km-ht), o tempo em que o participante permaneceu no estagio
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incompleto (segundos), a duracdo de cada estagio (segundos) e o incremento em cada
estagio (km-h't) (KUIPERS et al., 2003), se apresentando altamente confiavel, quando
definida dessa maneira, podendo ser utilizada para monitorar os efeitos do treinamento
(PESERICO, ZAGATTO, MACHADO, 2013).

Estudos tém correlacionado a Vpico cOm a predicdo de performance em corridas
de 16 km (MCLAUGHLIN et al., 2010), de 10 até 90 km (NOAKES, MYBURGH, SHALL,
1990), e em provas mais curtas, 3 km e 5 km (STRATTON et al., 2009; SLATTERY et
al., 2006). Isso nos demonstra que além de ter boa correlacdo com a corrida de
endurance e com mudancas relacionadas a VO2zmax (MCLAUGHLIN et al., 2010), a Vpico
pode ser utilizada como parametro de avaliacdo do efeito do treinamento, além de
servir como referencial para a prescricdo do treinamento de corrida, tanto de forma
continua quanto de forma intervalada (BUCHHEIT et al., 2010; MIDCLEY;
MCNAUGHTON; JONES, 2007).

Machado et al., (2013), também definiram em seu estudo que durante o protocolo
de testes incrementais para definir a Vpico duracdes de 3 minutos, para cada estagio do
teste incremental sdo mais preferiveis do que duracdes mais curtas, de 1 ou 2 minutos,
pois tem uma melhor correlacdo da performance em corredores que fazem provas de
5km e 10km.

3.2.1. Exercicio resistido

O treinamento resistido faz parte de programas de exercicios que visam melhorar
a saude, por apresentar efeitos positivos sobre os musculos alvos e areas dsseas
(KRAEMER, FRAGALA, 2006). O aumento da area de seccgao-transversa do musculo
atrelado a alteracdo nos padrfes de recrutamento neural representam as principais
adaptacdes decorrentes da oratica de exercicios resistido (COFFEY; HAWLEY, 2007).

Assim como os demais tipos de exercicio, 0 exercicio resistido tem em seu cerne
alguns principios como carga e volume, e essas caracteristicas podem variar de forma
periodizada, a fim de maximizar o principio da sobrecarga, garantindo entédo a relacéo
entre o esforco e o descanso e respeitando as individualidades, necessidades e
objetivos (KRAEMER; FRAGALA, 2006). A carga é o peso atribuido ao conjunto de

exercicio e pode ser um dos aspectos mais criticos de um programa de treinamento,
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visto que existe uma relagdo inversa entre quantidade de peso levantado e nimeros de
repeticdes realizadas (LORENZ; REIMAN; WALKER, 2010). Portanto, um conjunto de
cargas especificas deve ser visada para uma formacao especifica também.

O volume de treinamento se da pelo somatorio do numero total de repeticbes
realizadas durante uma Unica sesséo de treinamento que € multiplicada pela resisténcia
(quilogramas) e isto reflete o estresse pelo qual os masculos sdo submetidos (TRAN,
DOCHERTY, BEHM, 2006)

Para que haja ganhos com o programa de exercicios resistido é preciso que
exista progressdo de cargas e isso torne os individuos capazes de gerar mais forca e
poténcia ao longo do tempo. Portanto, para que ocorra melhoras continuas nas fungdes
fisiolégicas os aumentos de carga precisam ser aplicados para induzir novas
adaptacbes (LORENZ, REIMAN, WALKER, 2010).

E importante ressaltar que aumentos de cargas progressivas devem ser
realizados nos exercicios resistidos para produzir sobrecarga, mas € importante que
nao leve o individuo a um estado de overtraining (KRAEMER, FRAGALA, 2006)

Existem diversos métodos para se aumentar a carga progressiva, que por
consequéncia aumentam a resisténcia como, por exemplo, aumentar volume ou nimero
de repeticdes, séries, aumento de exercicios, periodo de repouso, ou aumento da
velocidade de execucdo; entretanto, 0 método mais comum de se fazer isso é aumentar
a resisténcia, ou seja, a carga (LORENZ, REIMAN, WALKER, 2010) progressivamente
no programa de exercicios. De acordo com o American College of Sport Medicine
(2006) é recomendado que mudancas no volume total do treinamento sejam feitas na
mudanca do volume total do treinamento (repeticdes, séries e cargas), de um jeito que
0os incrementos se déem entre 2,5% a 5% (de carga) por semana para que O
overtraining seja evitado.

O exercicio resistido (de duracdo de 60 minutos, com trés exercicios diferentes
para parte superior e inferior do corpo calculado em 65-80% de uma repeticdo maxima,
de 10 a 12 repeticbes, com velocidade moderada e descanso de um minuto entre as
sessfes) € capaz de aumentar significativamente as concentragbes de irisina e
melhorar a composicéo corporal, resultante do aumento da massa magra e diminui¢cao

da massa gorda quando comparado com o exercicio aerébio (de duracdo de sesseta
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minutos a 65%-85% de um HRmé&x) de adultos obesos e com sobrepeso (KIM et al.,
2015).

Ainda em se tratando de exercicios de resisténcia, € importante lembrar, que ele
pode ser direcionado a forca, poténcia, hipertrofia ou a resisténcia, por isso é preciso
que se faca um planejamento adequado ao objetivo (LORENZ; REIMAN; WALKER,
2010).

3.2.3. Exercicio concorrente

O treinamento concorrente é definido pela incorporagcdo dos treinamentos
aerobios e resistido, muitas vezes utilizado com a finalidade de melhorar a forca,
poténcia e/ou hipertrofia concomitantemente com uma melhora da capacidade aerdbia
(FYFE; BISHOP; STEPTO, 2014). Essas combina¢des de exercicios sado utilizadas em
programas que visam a perda de massa, além de afetar pardmetros metabdlicos de
maneira positiva (FOSCHINI et al., 2010).

Existem algumas formas de combinar esses exercicios para que sejam
considerados como um treinamento concorrente, assim, eles podem ser realizados na
mesma sessado de treinamento, ou no mesmo dia em horarios diferentes (BANGSBO,
2015), ou ainda, combinados em dias diferentes nha mesma semana, ou plano de
treinamento (COFFEY, HAWLEY, 2007).

Exercicios de resisténcia ou de endurance representam modos distintos, tanto
em relacdo aos estimulos quanto as adaptacdes que sdo induzidas no organismo, ja
que ativam vias de sinalizacdo moleculares também distintas, e especificas (FYFE,
BISHOP, STEPTO, 2014). O que pode ocorrer € um cross-talk entre essas vias de
sinalizacao, especificas a cada treinamento, como por exemplo, durante o treinamento
aerébio pode-se ativar vias de sinalizagdo de célcio quinase dependente de
calmodulina e por fim acabam por inibir a mechanistic target of rapamycin (mTOR), que
€ um regulador chave no crescimento muscular e, portanto, a sintese de proteinas
relacionada com a hipertrofia muscular pode ser prejudicada quando os dois tipos de
treinamentos séo aliados (BANGSBO, 2015).

Aléem do mais, o treinamento resistido ndo leva a biogénese mitocondrial, mas

sim a um aumento da area de secg¢éo transversa do musculo, o que dificulta a difuséo
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do oxigénio e dos substratos, ndo favorecendo a capacidade de endurance (COFFEY;
HAWLEY, 2007).

Embora seja atrativa a ideia de realizar o treinamento concorrente para que o
individuo possa se beneficiar de ambas adaptacfes, do treinamento aerdbio e resistido,
€ possivel verificar, desde a classica investigacéo realizada por Hickson (1980), que o
treinamento fisico concorrente compromete as adaptacdes, quando comparado a um
dos treinamentos realizados isoladamente, e embora 0 aumento da VO2max A0 seja
afetado, existe uma diminuicdo da capacidade de desenvolver aumentos de forca.
Contudo, em estudos com humanos tem sido dificil encontrar evidencias dessa ligacao
(COFFEY, et al.,2009), ou seja, 0 quanto o treinamento aerobio pode influénciar a

hipertrofia muscular.
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4 METODOS

4.1. Animais

O protocolo envolvendo o uso de animais foi submetido ao Comité de Conduta
Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa
para avaliacdo dos aspectos éticos envolvidos neste trabalho, sob o protocolo n°
005/2014 (Anexo ).

Foram utilizados 120 camundongos da linhagem Swiss, machos, com 35 dias de
vida, que foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os animais foram alojados em gaiolas
individuais, em sala automatizada para controle de fotoperiodo (ciclo claro e escuro) de
12/12 horas (periodo claro foi iniciado as 6 horas), com temperatura controlada de 20 a

24°C, com fornecimento de racao padrao balanceada e agua ad libitum.

4. 2. Protocolos de treinamento

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais com
30 animais cada: grupo controle sedentario (SED); grupo camundongos submetidos ao
treinamento aerdbio (AER); grupo camundongos submetidos ao treinamento resistido
(RES), grupos camundongos submetidos ao treinamento concorrente (CON).
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Figura 4. Esquema representativo do desenho experimental

4.2.1. Treinamento fisico aerdbio

Inicialmente os animais foram submetidos a trés dias de adaptacdo a esteira
ergométrica programavel (Inbrasport, Porto Alegre, Brasil) adaptada para acomodar 10
camundongos simultaneamente, e ao exercicio fisico proposto, realizado a uma
velocidade inicial de 0,3 até chegar a 0,6 km/h com duracgdo inicial de 20 minutos até
chegar a 30 minutos.

ApOs o periodo de adaptacdo foi realizado um teste incremental para a
determinacdo da maxima velocidade alcancada (Vpico), correspondente a 100%. O
teste incremental para a determinacdo da Vpico constitui-se de sucessivos
acrescimentos de 0,3 km/h a cada trés minutos até a exaustdo do animal, caracterizada
pela auséncia de corrida do camundongo no terco final da raia por mais de 10
segundos (AOKI; BELMONTE; SEELANDER, 2003), realizado em esteira prépria para
roedores Panlab® (Barcelona, Espanha).

O teste incremental foi realizado quinzenalmente para a prescricdo do protocolo
de treinamento aerobio com duragdo de 8 semanas, realizado 5 vezes por semana, a
partir das 16 horas. A velocidade foi ajustada a 70% da Vpico € adaptado ao protocolo de
treinamento estabelecido por lwamoto et al. (2004), iniciado a 30 minutos na primeira
semana até que chegasse a 60 minutos na oitava semana.
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4.2.1.1. Determinacgéo da velocidade pico

A Vpico foi considerada a maxima velocidade atingida durante o teste incremental,
correspondedo a 100%, sendo realizado um ajuste a partir da equacao proposta por
Kuipers et al. (2003) e adaptada para camundongos, quando o ultimo estagio atingido
durante o teste nao fosse completado:

Vpico = Veompletado + t/T X incremento de velocidade

Essa equagao leva em consideragéo a Vcompletado COrrespondente a velocidade do
ultimo estagio completado (km-h'); a velocidade do Gltimo estagio completado (t é o
tempo (segundos) em que animal permaneceu no estagio incompleto; T € a duracéo
total (segundos) de cada estégio; e o incremento de velocidade € a taxa de aumento
em cada estagio (km-h?).

4.2.2. Treinamento fisico resistido

Inicialmente os animais foram submetidos a trés dias de adaptacdo a escada
(reajustada para camundongos), com 105 cm de altura por 5 cm de largura, inclinada a
80°, com espacamento de 1 cm entre os degraus, uma camara escura no topo que
servia de abrigo durante o repouso entre as séries de escalada; e ao exercicio fisico
proposto.

A adaptacao constituiu-se no primeiro dia em apenas deixar 0s animais dentro da
camara escura com o intuito deles perceberem que o ambiente n&o oferecia risco, e em
seguida eram colocados a uma distancia de 20 cm da camara para subirem até o topo,
considerada uma tentativa facil. No segundo dia os animais eram colocados a 50 cm e
no terceiro dia eram colocados a 80 cm de distancia, consideradas tentativas média e
dificil, respectivamente. Quando necessario foram dados estimulos manuais na cauda
do animal para que ele subisse.

Apbs o periodo de adaptacdo foi realizado um teste de carga méaxima levantada
pelos animais para a prescricdo do protocolo de treinamento. O protocolo de

treinamento resistido foi realizado semanalmente, com duracdo de 8 semanas,
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realizado 5 vezes por semana, a partir das 16 horas. Os animais eram colocados na
porcao da escada que possibilita-se a excussao de 8 a 12 repeticbes, com sobrecarga
imposta (dos 100% de carga maxima levantada) de 50% para a primeira série, 75%
para a segunda série, 90% para a terceira série, e 100% para a quarta serie (da carga
méxima levantada) com 60 segundos de intervalos entre as séries, adaptado ao
protocolo de treinamento de Hornberge e Farrar (2004).

4.2.2.1 Determinacado da carga maxima levantada

O teste para determinacdo da carga maxima levantada para cada animal
constituiu-se inicialmente numa primeira escalada com uma sobrecarga de 75% do
peso corporal do animal, com incrementos de quatro gramas (baseado em 10% do
peso corporal) adicionado para a execucdo da série seguinte, até que se chegasse a
falha, determinada quando o animal ndo conseguisse escalar os degraus mesmo apoés
trés estimulos consecutivos. A sobre carga foi fixada com duas presilhas, fita adesiva e
tudo para inserir esferas de chumbo. Foi determinada por carga maxima levantada a
maior carga carregada pelo animal por todo comprimento da escada, correspondendo a
100%. Os testes subsequentes para 0 reajuste de carga eram realizados no primeiro
dia de cada semana, seguindo as séries do protocolo de treinamento (4 séries: 50, 75,
90 e 100% da ultima carga maxima estabelecida) e adicionados quatro gramas a cada
nova série vencida (com intervalo de 120 segundos) até que o animal falhasse e a nova

carga maxima fosse ajustada e considerada 100%.

4.2.3. Treinamento fisico concorrente

O treinamento fisico concorrente combinou elementos do treinamento aerobio e
resistido, ao longo do protocolo de 8 semanas, sendo realizado 5 vezes por semana,
realizado a partir das 16 horas, com alternancia e prevaléncia de uma das modalidade
em cada semana, por exemplo, na primeira semana foram realizadas trés sessoes do
treinamento resistido e duas sessdes do treinamento aerdbio, e na semana seguinte o
inverso, seguindo essa alternancia até o final do periodo experimental. Assim sendo, ao
fim de 8 semanas, os camundongos realizaram 20 sessdes do treinamento resistido e

20 sessodes do treinamento aerobio.
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O teste de Vpico € carga maxima levantada foram realizados para as duas
modalidades da mesma forma como descrita para os treinamentos aerébio e resistido,

realizados quinzenalmente e semanalmente respectivamente.

4.3. Procedimentos Experimentais
Ao final do periodo experimental os animais foram pesados e anestesiados com

uma mistura de cetamina (80 mg/kg por peso corporal de cada animal) e xilazina
(15mg/kg por peso corporal de cada animal), administrados via intra-peritoneal, para
gque em seguida os animais fossem submetidos a uma laparotomia mediana para a
remocao do tecido adiposo subcutaneo inguinal (subcutanea), retroperitoneal (visceral)

e marrom (interscapular).

4.4. Analises morfométricas

4.4.1. Tecido Adiposo Marrom

Amostras do tecido adiposo marrom interescapular foram fixadas em Carnoy
(60% de etanol 100%, 30% de cloroformio e 10% de acido acético), desidratadas,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histologica (BIOTEC® Pinhais, Parana,
Brasil), para a realizag&o de cortes semi-seriados de 5 ym de espessura e coradas com
hematoxilina-eosina (H.E.). As imagens foram capturadas com microscopio Nikon
Eclipse E110, em objetiva de 40x. Para estimar do percentual de inclusdes lipidicas
presentes no tecido adiposo marrom interescapular foi realizada captura de 100
imagens/grupos de modo aleatério analisadas utilizando o programas Image Pro Plus®,
versao 4.5 (Media Cybernetics, USA).

4.4.2. Imunohistoquimica

Amostras do tecido adiposo branco subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal

foram fixadas em paraformoldeido 4% e processados para inclusdo em parafina para a
realizagdo de cortes semi-seriados de 5 um, em laminas com polilisina. Em seguida foi
realizada a desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes histologicos para bloqueio da
peroxidase e subsequente incubacdo com o anticorpo primario policlonal anti-UCP-1
(ab10983) obtido de coelho (diluicho 1:300) subcutédneo inguinal e visceral
retroperitoneal e anti-VEGF (ab1316) obtido de ratos monoclonal (diluicdo de 1:100)
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para o tecido adiposo subcutaneo inguinal. A imunoatividade foi verificada pela
quantificacdo e distribuicdo relativa do método da atividade da peroxidase revelada por
3,3'-diaminobenzidina como o cromogénio (DAB) (Sigma-Aldrich), que envolve a
medicao da intensidade da pigmentacao expressada por pixel da imagem analisadas
com um software de analise de imagens Image Pro Plus®, versao 4.5 (Media
Cybernetics, USA).

4.5. Quantificagcdo de RNA mensageiro (RNAm) por qPCR
Para determinacdo da expressdao do mRNA da UCP1, CD137, EVA1 e TMEM26

foram feitas por RT-PCR em Tempo Real. O RNA total dos tecidos adiposos
subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal foram isolado utilizando-se o PureLink®
RNA Mini Kit (Invitrogen® Life Technologies) seguindo-se o procedimento descrito pelo
fabricante. A quantificacdo de RNA nas amostras foram realizada mediante leitura
espectrofotométrica da absorbancia em 260 nm e as amostras armazenadas a —80 °C.
A transcricdo reversa (RT) foi realizada usando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Invitrogen® Life Technologies) seguindo-se o procedimento descrito pelo
fabricante. Todas as incubagbes foram realizadas em termociclador Eppendorf e o
material (cDNA) congelado em freezer a —20 °C até a realizacdo da préxima etapa. A
guantificacdo do RNAmM dos genes de interesse foi feita pela metodologia de PCR em
tempo real utilizando-se o reagente o kit Power SYBR® Green PCR Master Mix (
Invitrogen® Life Technologies), o sistema de deteccdo ABI PRISM 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) e pares especificos de primers
(direto e reverso) para os genes alvos. O gene da RPL19 foi usado como controle
interno (housekeeping) para normalizagdo das amostras. A expresséo relativa dos
dados foi calculada pelo método delta-delta Ct (2-AACT algoritmo) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

4.6. Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo (DP); a normalidade

dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de ANOVA One-Way de
40



medidas repetidas, seguindo com post hoc de Tukey foi utilizado quando assumida a
homogeneidade dos dados. As variaveis de teste e reteste (Vpico € dados de carga
maxima levantada) foram comparadas realizado o teste de ANOVA mista para medidas
repetidas. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado quando negada a semelhanca. Para as
analises inferenciais foi determinado o valor do power pelo software Gpower versao 3,1
(Dusseldorf, Germany) e foram refeitas andlises de tamanho do efeito representando a
diferenca média sobre o desvio padrdao da diferenca, sendo o efeito considerado
pequeno quando <0,2, médio quando <0,5 e grande quando < 0,8 (COHEN, 1998),
calculado para os grupos treinados em relacdo ao grupo sedentério. As analises foram
realizadas com o auxilio do Statistical Package for the Social Sciences versao 17.0
(SPSS Inc. USA) e Softstatistic versédo 10 e GraphPad Prism 5.0. Adotou-se, para todas

as analises, nivel de significancia de P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Vpico € Carga méxima levantada

Na figura 5 (A) é apresentado o teste incremental para determinac¢édo da Vpico dos
animais dos grupos sedentario, aerobio e concorrente em dois momentos, o pré,
primeira semana de treinamento e o pas, ao final das 8 semanas de treinamento. Por
andlise de variancia se verifica diferenca significante entre os momentos (pré e pés) dos
grupos aerébio e concorrente no qual demonstra-se que houve um aumento da Vpico a0
final do protocolo de 8 semanas, e aumentos significativos de 46,44% para 0 grupo
aerobio e 30,17% para o grupo concorrente. Nota-se também diferenca entre o pos
teste dos grupos aerébio e concorrente em relagdo ao pés teste do grupo sedentario,
no qual os grupos treinados também apresentam aumento significante de Vpico.

Na figura 5 (B) é demonstrado o teste de carga maxima levantada (g) dos
animais sedentarios, resistido e concorrente. De acordo com analise de variancia
observa-se diferenca estatistica significante em relacdo aos animais do grupo
sedentario e concorrente com os animais do grupo resistido, no momento pré. Verifica-
se também diferenca significante entre os momentos (pré e pds) dos grupos de animais
resistido e concorrente, com aumentos significativos de 60% e 71,51%,
respectivamente. Observa-se ainda diferencas significante do grupo de animais
resistido e concorrente com relacdo ao grupo de animais sedentarios e também entre
0S grupos resistido e concorrente no poés teste, no qual os resultados de carga

levantada do grupo resistido é maior.
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Figura 5. (A) Velocidade maxima alcangada durante o teste incremental; (Vpico) €m cm/s
(B) Teste de carga maxima levantada (g), dos grupos SED= sedentéario; e grupos do
treinamento AER= aerdbio; RES= resistido e CON= concorrente. Valores expressos
como média * desvio padréo. @ p<0,05 em relacdo a diferenga entre os momentos (pré
e pos); $p<0,05 em relagdo a SED no pds teste; €p<0,05 em relacdo diferenteca do

43



grupo COM no poés teste e Tp<0,05 em relacdo diferenca com o grupos RES no pré
teste. (n=30 animais/grupo).

5.2. Parametros gerais

Para analise de variancia, observa-se na tabela 2, que ndo existe diferenca
significante em relacdo as variaveis de consumo alimentar e peso inicial. J4 para os
dados de peso final verificou-se diferencas significantes para o animais do grupo
resistido, que apresentaram menor peso corporal em relacdo ao grupo de animais
sendetérios. Observou-se ainda que houve diminuig&o significativa do peso final para o
grupo aerobio de 5,22%, do grupo resistido de 6,97% e do grupo concorrente de 5,33%
em relacdo ao grupo sedentario.

Nota-se que para o delta peso corporal, ou seja (peso final — peso inicial) os
animais do grupo resistido e concorrente apresentaram diferencas significantes, de
menor delta, em relacdo ao grupo sedentario, enquanto que constata-se reducdes
significativas de 25% para o grupo aerébio, 47,9% para 0 grupo resistido e de 27,2%

para o grupo concorrente em relacao ao grupo sedentario.

Tabela 1 — Consumo alimentar, peso corporal inicial, peso corporal final e a variacao do
peso corporal (delta) dos grupos treinados aerdbio (AER), resistido (RES), concorrente
(CON) e sedentario (SED).

GRUPOS SED (n=30) AER (n=30) RES (n=30) __ CON (n=30)

Consumo

alimentar (g) 403,4 £ 45,42 380,60 £+ 73,86 376,0 £ 45,03 379,6 £ 35,95
Peso inicial (g) 40,36 + 3,74 39,71 + 3,96 40,52 £ 3,34 39,87 + 3,82
Peso final (g) 47,63 = 4,37 45,14 + 3,65 44,31 + 3,49* 45,09 = 4,03
Delta peso (g) 7,27 £ 3,11 5,43+ 2,60 3,79 +2,37* 5,29 + 2,69*

n= numero de animais por grupo. Valores expressos em média = desvio padréo,
*p<0,05 em relacdo ao grupo SED.

Na figura 6 (A) observa-se a fotomicrografia do tecido adiposo marrom
interscapular obtida apds coloracdo com H.E., dos animais sedentarios e submetidos ao
treinamento fisico, onde nota-se a presenca de maior espagcamento nos animais do grupo
sedentario, que sao areas dos adipdcitos ocupados por inclusdes lipidicas.

A figura 6(B) refere-se ao peso do depésito adiposo marrom interscapular de

animais que realizaram o treinamento e de animais sedentarios. Na analise de variancia
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foi detectada diferenca estatistica significante, de menor peso de tecido adiposo marrom
para os grupos de animais dos grupos resistidos e concorrentes em relagéo ao grupo de
animais sedentarios. Verifica-se ainda que esses animais do grupo treinado apresentaram
diferencas significativas, no qual tiveram reducdo de mais de 25% em relacdo ao grupo
sedentario, enquanto que o grupo aerébio que nao apresentou diferenca significante, teve
uma reducéo significativa de 18,5% em relacao aos animais sedentarios.

A figura 6 (C) demonstra a area ocupada por inclusdes lipidicas do tecido adiposo
marrom interscapular em um?, no qual observou-se diferenca significante, apés teste de
analise de variancia, para todos os grupos que realizaram treinamento fisico com relagéo
ao grupo sedentario, e uma diferenca significativa dos grupos treinados me média de

60% menor em relacédo ao grupo sedentario.
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Figura 6. (A) Fotomicrografia do tecido adiposo marrom (interscapular) por coloragao de
H.E. e aumento original de 40x, (n=5 animais/grupo); (B) peso do depdsito de adiposo
marrom interscapular (n=10). (C) area ocupada pela incluséo lipidica no tecido adiposo
marrom intraescapular (um?) (n=5), dos grupos experimentais SED = sedentario, AER=
treinamento aerdébio, RES= treinamento resistido e CON= treinamento concorrente.
Valores expressos em media + desvio padréo, * p<0,05 em relagéo ao grupo SED.
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Na tabela 3 observa-se o peso dos tecidos subcutédneo inguinal e visceral
retroperitoneal dos grupos treinados e sedentario. Quando realizou-se andlise de
variancia simples se observa que o peso do depdsito inguinal sé apresentou diferenca
significante em relagcdo aos grupos de animais resistido e concorrente, enquanto que
para area do adipdcito subcutaneo inguinal, em um? , de todos os grupos treinados
foram menores em relacédo ao grupo sedentario, assim como para os dados de peso do
depodsito visceral retroperitoneal. Ao se verificar a area do adipécito visceral
retroperitoneal, em pm?2, nota-se que somente o grupo de animais concorrente tiveram

diferenca significante com relagdo ao grupo de animais sedentarios.

Tabela 2 - Peso (g) e area (um?) dos tecidos adiposos inguinal (ING) e retroperitoneal
(RET) dos grupos treinados aerébio (AER), resistido (RES), concorrente (CON) e
sedentario (SED).

GRUPOS  SED (n=30) AER (n=29) RES (n=28) CON (n=30)

Peso ING 0,479 £ 0,231 0,350+ 0,140 0,305 +0,123* 0,293+ 0,088*

(9)
Area ING 2251,6 +1048,9 773,4+4252* 7375+ 135,6* 666,7 + 141,2*

(um?)
Peso RET 0361+0122 0,207 +0,078* 0,155+ 0,085* 0,157 + 0,065*
(@)
Area RET 2.027,8+5456 1.292.6+603,5 1.229,4+5587  1.101,1 + 113,0*
(um?)

n= numero de animais por grupo. Valores expressos em meédia = desvio padréo.
*p<0,05 comparado ao SED.

5.3. Imunohistoquimica e qPCR

Na figura 7 (A) é apresentada a expressdao de RNAm de UCP1 dos depdsitos
adiposos subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal de animais que permaneceram
sedentario e que realizaram o treinamento fisico. Por anéalise de variancia nao foram
observadas diferencas estatisticas significantes em relacéo a expressédo de RNAm para
ambos os depdésitos, embora apresentassem expressdo significativas de RNAm de
2.113% maior para o grupo aerébio, 1.795% para o0 grupo resistido e 569% maior no
grupo concorrente para o depostio subcutaneo inguinal, e aumento de 390% para o
grupo aerobio, 1.123% para o grupo resistido e 104% para 0 grupo concorrente para o
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deposito visceral retroperitoneal em relacdo ao grupos sedentério. No entanto, ao se
obsevar o d de Cohen (Figura 7B), como inferéncia ao tamanho do efeito, verificou-se
que em relacdo ao grupo sedentario, todos os grupos apresentam grande efeito, acima
de 0,8, na expressdo de RNAm. Ja para o depdsito visceal retroperitoneal, os grupos
resistidos e aerdbio apresentaram um efeito grande enquanto o grupo concorrente um

efeito médio, acima de 0,5.

(A)Expressao de RNAmM de UCP1 (B)Tamanho do efeito de RNAmM de UCP1
em relacdo ao grupo SED
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Figura 7. (A) Nivel de expressdo de RNAm de UCP1; (B) Tamanho do efeito da
expressdo de RNAm de UCP1 em relacdo ao grupo sedentario SED; , obtidos pela
técnica de gPCR para os depdsitos de tecido adiposo subcutaneo inguinal (ING) e
visceral retroperitoneal (RET) dos grupos SED= sedentarios, AER= aerdbios, RES=
resistidos e CON = concorrente. Tamanho de efeito, sendo considerada pequena
quando <0,2, media quando <0,5 e grande quando <0,8. Valores expressos em média +
desvio padréo, (n=5 animais/grupo).

A figura 8 (A) é uma fotomicrografia da imunohistoquimica do tecido adposo
branco, para o antigeno de UCP1l nos depoésitos subcutaneo inguinal e visceral
retroperitoneal. Na figura 8 (B) é apresentada a area (Um2) ocupada da expressao
proteica de UCP1 dos depdsitos subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal de animais
gue realizaram o treinamento fisico e que permaneceram sedentario. Na analise de
variancia foi observado diferencas significantes, no depédsito subcutaneo inguinal, que os
grupos de treinamento aerébio e resistido tiveram maior nimero de area (um?) ocupada
em relacdo ao grupo sedentario. Ja para o depésito de gordura visceral retroperitoneal os

grupos resistido e concorrente apresentaram maior area (um?) ocupada em relacdo ao
47



grupo sedentario e, ainda, o grupo resistido apresentou diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo aerébio, com uma maior area (um?) ocupada. Ao se
obsevar o d de Cohen (Figura 8C), como inferéncia ao tamanho do efeito, verificou-se
diferencas significativas em relacédo ao grupo sedentario, no qual todos os grupos tiveram
um efeito grande, ou seja, acima de 0,8, na expressdo de UCP1 por area (um?) ocupada

para ambos depdsitos adiposos.
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(A) Fotomicrografia da imunohistoquimica de UCP1
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Figura 8. (A) Fotomicrografia da imunohistoquimica de UCP1;(B) Area (um?) ocupada
de UCP1; (C) Tamanho do efeito da area (um?) ocupada de UCP1 em relacéo ao grupo
SED; para os depésitos de tecido adiposo subcutaneo inguinal (ING) e visceral
retroperitoneal (RET) dos grupos SED= sedentéarios, AER= aerobios, RES= resistidos e
CON = concorrente. Tamanho de efeito, sendo considerada pequena quando <0,2,
media quando <0,5 e grande quando <0,8. Valores expressos em média + desvio
padréo, * p<0,05 em relagdo ao grupo SED; # p<0,05 em relacdo ao grupo AER. (n=5
animais/grupo).

49



Na andlise de variancia foram observadas diferencas estatisticas significantes
somente no gene CD137 do grupo concorrente em relacdo ao grupo resistido (Figura
9A). Verificou-se também um aumento signigicativo de 830% na expressao de CD137
para 0 grupo aerobio, 394% para o grupo resistido e de 1.987% para 0 grupo
concorrente em relacdo ao grupo de animais sedentarios. Ao verificar-se o d de Cohen
de CD137, para inferéncia do tamanho de efeito (Figura 9B) observou-se um grande
efeito em relacdo aos grupos aerobio e concorrente, e um efeito médio em relacéo ao
grupo resistido. Ja para os outros genes, TMEM26 e EVAl do depdsito subcutéaneo
inguinal, ndo foram observadas diferencas estatisticas para a analise de variancia
(Figura 9A), embora se oberva-se aumentos significativos de 254% no grupo aerobios,
165% no grupo resistido e 175% no grupo concorrente em relacdo ao grupo sedentério
do gene TMEM26, e aumentos significativos de 227% para 0s animais do grupo
aerébio, 183% para o grupo resistido e de 218% para 0 grupo concorrente, em relacao
ao grupo sedentario para o gene EVA1. Como inferéncia do tamanho de efeito (Figura
9B), obteve-se para o gene TMEM26 um efeito significativo médio, maior que 0,5, para
0 grupo aerdbio e um efeito grande, maior que 0,8 para 0s grupos resistido e
concorrente. Para o gene EVAl foram observados valores significativo pequenos de
tamanho de efeito, maior que 0,2, para 0s grupos aerébio e concorrete, e um efeito
pequeno, menor que -0,2, para o grupo resistido.

Na figura 9 (C) é apresentada o nivel de expressdo de RNAm no tecido visceral
retroperitoneal para os genes TMEM26, CD137 e EVAl de animais treinados e
sedentarios. Na analise de variancia ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes. Foi verificado um aumento significativos de 7,3% para o grupo aerdbio,
diminuicdo de -57% para o grupo resistido e de -40% para 0 grupo concorrente em
relacdo ao grupo sedentario para o RNAm de TMEM26. Houve ainda aumento
significativos de 339% para o grupo aerébio, 557% para o grupo resistido e 54% para o
grupo concorrente em relacdo ao grupo sedentario para 0o RNAm de CD137. Observa-
se também aumentos significativos de 135% para o grupo aerébio, 206% para o grupo
resistido e de 405% para 0 grupo concorrente em rela¢cdo ao grupo sedentario para ao
RNAmM de EVAL. Em relagéo a figura 9 (D), no qual demonstra a inferéncia do tamanho

de efeito, observa-se um pequeno efeito significativo para o grupo aerobio, um grande
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efeito para o grupo resistido e médio efeito para o grupo concorrente para a expressao
de RNAmM de TMEM26. H& ainda um grande efeito para 0s grupos aerébio e resistido e
meédio efeito para o grupo concorrente em relacdo ao grupo sedentario para o RNAm de
CD137, enquanto que para o RNAmM de EVAL1 se verifica grande tamanho de efeito para

0s grupos treinados em relacdo ao grupo sedentério.
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(A)Expressao de RNAm no tecido adiposo (B)Tamanho do efeito de RNAm do tecido
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Figura 9. (A) Niveis de expressdo de RNAMm de TMEM26, CD137 e EVAL no tecido
adiposo inguinal; (B) Tamanho de efeito de RNAm de TMEMZ26, CD137 e EVAl no
tecido adiposo inguinal; (C) Niveis de expressdo de RNAMm de TMEM26, CD137 e
EVAL no tecido adiposo retroperitoneal; (D) Tamanho de efeito de RNAm de TMEM26,
CD137 e EVAl no tecido adiposo inguinal; de camundongos de grupos SED=
sedentarios, AER= aerdbios, RES= resistidos e CON = concorrente. Valores expressos
em média + desvio padrdo, @ p<0,05 em relacdo ao grupo RES. Tamanho de efeito,
sendo considerada pequena quando <0,2, media quando <0,5 e grande quando <0,8.
n=5 por grupo. (n=5 animais/grupo).
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A figura 10 (A) € uma fotomicrografia referente a técnica de imunohistoquimica
para o antigeno de VEGF no depésito subcutaneo inguinal. A figura 10 (B) é referente a
area (Um?) ocupada da expressdo proteica de VEGF de animais que realizaram o
treinamento fisico e animais sedentario. Na analise de variancia foi observado diferenca
estatistica significante de maior area (Um?) ocupada para 0s grupos que realizaram o
treinamento resistido e concorrente em relacdo ao grupo sedentario. Verificou-se ainda,
aumentos significativos de 89% para animais aerébios, 118% para animais resistido e
127% para animais concorrente em relacdo ao grupo de animais sedentarios. E para
inferéncia do tamanho de efeito, por d de Cohen (Figura 10 C), observa-se que todos 0s
animais treinados apresentaram um grande efeito significativamente maior, apresentando

um grande efeito, com valores acima de 0,8, em relacdo ao grupo sedentario.

53



(A) Fotomicrografia da imunohistoquimica de VEGF do tecido adiposo subcutaneo mgumal
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(B) Area ocupada por VEGF no tecido (C)Tamanho do efeito de VEGF no tecido
adiposo subcutaneo inguinal adiposo subcutaneo inguinal em relacao
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Figura 10. (A) Fotomicrografia da imunohistoquimica de VEGF no tecido adiposo
subcutaneo inguinal; (B) Area ocupada por VEGF no tecido adiposo subcutaneo
inguinal; (C) Tamanho do efeito da area ocupada por VEGF no tecido adiposo
subcutaneo inguinal; dos grupos experimentais SED = sedentario, AER= treinamento
aerébio, RES= treinamento resistido e CON= treinamento concorrente. Valores
expressos em média + desvio padrdao, * p<0,05 em relacdo ao grupo SED. (n=5
animais/grupo).
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6. DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram: analisar se o0s treinamentos fisicos
aerobio, resistido e concorrente estimulam o browning do tecido adiposo branco,
subcutaneo inguinal e visceral retroperitoneal de camundongos machos de linhagem
Swiss e determinar a expressao proteica de UCP1 e VEGF e a expressao de RNAm de
UCP1, TMEM26, EVA1 e CD137. O principal achado foi que os animais submetidos aos
treinamentos aerdbio, resistido e concorrente tem uma expressdo de proteinas de
UCP1 que parece ser tecido dependente decorrente de células originalmente beges,
devido a expressdo significativamente elevada de genes envolvidos com a origem
embrionaria dessas células, como o gene observado CD137.

Assim como nossos resultados, que verificam uma maior expressdo de UCP1
para o tecido adiposo subcutaneo inguinal, em relacdo ao tecido adiposo visceral
retroperitoneal, estudos vém demonstrando que esse tecido subcutaneo inguinal parece
expressar mais UCP1 do que outros depdsitos ao receber determinado estimulo, sendo
mais propenso ao browning, enquanto os depdsitos viscerais demonstram baixo
browning sdo considerados depdsitos mais classicos (JONG et al.,, 2015), em vista
dessas consideracfes, a escolha desses dois tecidos adiposos permitem a sua
utilizacdo de maneira representativa para os demais depdsitos adiposos do corpo.

Os treinamentos fisicos aerodbio, resistido e concorrente podem provocam
alteracdes significativas em diversos parametros apdés um periodo especifico de
treinamento (HO, DHALIWAL, HILLS, 2012), embora diversos estudos tendem a utilizar
somente o0 treinamento com exercicios aerdbios para perda de peso (VOTRUBA,
HORVITZ, SCHOELLER, 2000). E possivel verificar perdas significantes de peso, em
humanos, com treinamentos resistido e concorrente, em relacéo ao treinamento aerébio
(HO, DHALIWAL, HILLS, 2012) e ainda perdas de peso mais significantes do
treinamento concorrente, do que somente para exercicios aerébios e resistidos de
modo isolado, em mulheres obesas e normais e em homens, todos sedentarios
(CHURCH et al., 2010; PARK et al., 2003).
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As reducdes de pesos corporais geralmente sao decorrentes de diminui¢cdes dos
depositos de tecido adiposo, pois 0 exercicio estimula a sua reorganizacao/reducao
(THOMPSON et al., 2012; XU et al., 2011; COFFEY, HAWLEY, 2007), promovendo
efeitos metabdlicos benéficos, devido a ativagcdo do sistema nervoso simpatico
(SANCHES-DELGADO et al., 2015) com isso o exercicio fisico é capaz de produzir
grande mudancas nos tecidos adiposos.

No tecido adiposo marrom, alguns estudos tém reconhecido que o treinamento
aerobio € capaz de aumentar a termogénese desse tecido através do aumento de
UCP1 e aumentos do nimero e do tamanho das mitocondrias (BOSTROM et al., 2012;
SLOCOM et al., 2013). Verificamos em nosso estudo que os trés tipos de treinamento
fisico foram eficazes em reduzir as inclusdes lipidicas de adipécitos marrons, embora
somente 0s treinamentos resistido e concorrente auxiliaram na diminuicdo de peso
desse deposito. Ja nos tecidos adiposos brancos o treinamento resistido e concorrente
demonstraram-se eficientes em reduzir parametros de peso, em gramas, no tecido
inguinal, ademais, para area desse depdsito todos os tipos de treinamento foram
eficientes reduzir seu tamanho, assim como para o peso do depdsito retroperitoneal,
embora a area desse depédsito sé tenha reduzido como efeito do treinamento
concorrente.

O treinamento fisico de modo geral quando é realizado durante um periodo de
dias e semanas, pode demonstrar efeitos profundos na alteracdo do tecido adiposo
modificando desde a sua morfologia quanto as propriedades bioquimicas, promovendo
adaptacdes especificas para cada depésito (STANFORD, MIDDELBEEK, GOODYEAR,
2015).

Além do mais observamos que estas células adiposas brancas apresentam
adipécitos multiloculares, idéntica a morfologia classica dos adipécitos marrons, ou seja,
apresentam maior numero de inclusdes lipidicas (goticulas), assim como relatado em
outros estudos (ZIGUERATTI et al.,, 2009; COUSIN et al., 1992), que ainda
demonstraram que essa mudanga morfolégica geralmente € acompanhada de aumento
do numero de mitocdndrias, no qual, consequentemente, faz as células se
assemelharem mais com adipdcitos marrons do que brancos, tanto para humanos

guanto para animais.
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Encontramos que o deposito de tecido adiposo subcutaneo inguinal € mais
estimulado através dos treinamentos aerobios e resistido, enquanto que para o tecido
visceral retroperitoneal as diferencas aparecem principalmente em relagdo ao grupo de
animais que fizeram os treinamentos resistido e concorrente. Portanto, esse € o
primeiro estudo que verificou, ao comparar trés tipos de treinamento, que
independentemente do tecido adiposo, subcutaneo e/ou visceral, o treinamento
resistido € mais eficaz em promover aumentos de UCP1, pois estimula essa expressao
em ambos depasitos, confirmando a hipotese proposta por este  estudo.

Estudos vém demonstrando que o treinamento aerdbio aumenta a expressao
proteica de UCP1 em depdsitos viscerais e subcutaneos, além de ser um estimulo
promissor, por aumentar o gasto energético dentro do tecido (STANFORD et al., 2015;
De MATTEIS et al.,, 2013), porém, nenhum deles tem estudados a influéncia dos
treinamentos resistido e concorrente sobre a expresséo desse gene.

Além do mais, demonstramos aqui que o treinamento concorrente também é
eficaz em promover aumentos no tecido adiposo visceral retroperitoneal. Do ponto de
vista metabdlico o aumento de UCPL, principalmente nesse tecido € de grande
importancia, pois gorduras viscerais normalmente estéo relacionadas com a doengas da
sindrome metabdlica como por exemplo, intolerancia a glicose, hipertensao,
dislipidemias e resisténcia a insulina (CHAU et al., 2014).

As células adiposas que expressam UCP1 tem um potencial termogénico muito
maior do que aquelas que ndo expressam, pois, essa proteina tem a capacidade de
transformar a energia em calor dissipado, aumentando o gasto energético do corpo
inteiro (LONG et al. 2014; WU, COHEN, SPIEGELMAN, 2013). Aumentos da expressao
de UCPL1 no tecido adiposo branco ndo garante qual a origem dos adipocitos (JONG et
al.,2015), embora, mesmo apds descricdes exaustivas sobre 0s genes especificos para
adipécitos marrons e bege in vivo, verificou-se que essas células compartilham uma
grande gama de expressdo génica, portanto, a expressdo de UCP1 indica somente a
presenca ou auséncia de adipocitos beges (LONG et al., 2014), ja que expressdo de
UCP1 pode ocorrer em adipdcitos que sofreram uma transdiferenciacdo, ou ainda de
adipdcitos originalmente beges, dentro do depdsito adiposo branco, portanto, faz-se
necessario a identificacdo de genes especificos para cada uma delas, ja que podem
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coexistir num mesmo local (WU et al., 2012; LIDELL, BETZ, ENERBACK, 2013; JONG
et al., 2015).

Tendo em vista os aumentos de UCP1 encontrados, no tecido adiposo branco
nesse estudo, € fundamental verificarmos 0s genes seletivos a origem embrionaria e/ou
ao tecido adiposo bege, desse tecido. Os genes TMEM26 e CD137 foram classificados
como marcadores fenotipicos especificos para células originalmente beges, enquanto
que EVAL foi classificada como marcador especifico para células originalmente
marrons. Entretanto, TMEM26 e EVAl podem ser genes questionaveis por alguns
autores, pois de acordo Jong et al., (2015) TMEM26 é imprecisa quanto a células
primarias de adipdécitos, ndo apresentando o mesmo padrdo de expressdo como
CD137, servindo apenas como um gene marcador de tecido bege e EVAL teve sua
expressdo aumentada somente ap6s uma aclimatacdo ao frio, correlacionando-se
positivamente com a expressao de UCP1, excluindo-a dos genes marcadores de
células beges, visto que somente uma correlagdo com UCP1 ndo permite a distingdo da
origem celular.

Outro importante achado do presente estudo foi que a diferenca encontrada para
genes seletivos ao tecido adiposo bege esta relacionada principalmente com o
treinamento fisico concorrente em relagdo ao treinamento resistido, ja que os animais
desse grupo demonstraram aumentos significantes de CD137 no depésito subcutaneo
inguinal. Além do mais, também existe diferencas significativas desse gene para 0s
animais submetidos aos treinamentos, pois verificamos aumentos de magnitude para
esses grupos em relacdo ao sedentario, para dos depdsitos subcuténeos inguinal e
visceral retroperitoneal. J4 para o gene TMEM26 é possivel observarmos diferencas
significativas, de grande magnitude, para o tecido adiposo subcutaneo inguinal e para o
gene EVAL1 para o tecido adiposo visceral retroperitonea.

A expressao de genes marcadores de origem celular também podem ser mais ou
menos afetados de acordo com a origem do estimulo, e isso torna esses marcadores
suscetiveis a uma espécie de recrutamento (JONG et al., 2015). Além disso, outros
parametros como a vascularizagdo do tecido, tipos de células existentes no estroma,
composicdo da matriz extra celular e inervacdo precisam ser levadas em conta na

modulacdo desses genes marcadores de tipos de adipocitos (ROSENWALD,
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WOLFRUM, 2014). Tratando-se da influéncia do ambiente nos marcadores de genes
seletivos ao tecido adiposo bege, foi demonstrado por During et al., (2015) que um
ambiente enriquecido, pelo exercicio fisico, pode estimular a expressdo de um fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em depdésitos adiposos, antes mesmo da
expressdo de UCP1, e por isso, auxiliar no processo de browning do tecido adiposo
branco. Verificamos entdo, no tecido adiposo subcutaneo inguinal, que animais
submetidos aos treinamentos resistido e concorrente exibem maior expressao proteica
de VEGF em relacéo a animais sedentarios.

Existem evidéncias de que a regulacdo de VEGF pode ocorrer antes mesmo da
inducdo da expressdo de UCP1 ou de PCG1a, sugerindo que o aumento de VEGF
seria um estimulo precoce, mas ja indicativo do aparecimento de células bege,
interferindo nas células precursoras de adipécitos para além de suas funcdes pro-
angiogénicas (SUN et al., 2012). Os aumentos da produc¢éo de VEGF sao vistos como
um efeito protetor contra doencas metabdlicas, ja que ele foi relacionado com o
aumento de macréfagos anti-inflamatérios que evitam a resisténcia a insulina ou a sua
progressao (ELIAS et al.,, 2012), e por isso 0 exercicio fisico resistido e concorrente
parecem contribuir de modo mais eficiente em promover beneficios a saude.

Diante do exposto, conclui-se que os treinamentos estdo sendo eficientes em
promover ndo so diferencas morfoldgicas das células, mas também permite supor que
as células originalmente beges tém contribuido para o aumento da expressao de UCP1

por parte desses depdsitos adiposos, subcutaneos inguinais e viscerais retroperitoneal.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados no presente estudo conclui-se que:

a) O treinamento fisico resistido promoveu aumentos da expressao proteica de
UCP1 em ambos tecidos adiposos branco, subcutédneo inguinal e visceral

retroperitoneal;

b) O tecido adiposo subcutaneo inguinal expressa mais UCP1 do que o tecido
adiposo visceral subcutaneo em resposta ao treinamento aerébio e treinamento

resistido;

c) O treinamento fisico concorrente expressa mais RNAm de CD137 do que o

treinamento fisico resistido;

d) Os treinamentos fisicos, resistido e concorrente promoveram aumentos de VEGF

na analise de imunohistoquimica

Sendo assim, pela elevada expressdo de UCP1l nos tecidos adiposos
subcutédneo inguinal e visceral retroperitoneal promovidas pelos trés tipos de
treinamento, principalmente pelo treinamento resistido, sugere-se que sejam devido a
aumentos do gene CD137 envolvido com com a origem embrionaria de células
adiposas bege. Portanto, recomenda-se para humanos a partir desses experimentos
com animais intervencdes que se utilizem do treinamento resistido em programas de

reducdo de peso corporal que visem melhoras metabdlicas.
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