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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram investigar as seguintes hipéteses: 1) a dieta
hiperlipidica pode induzir o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) sem a administracdo de
streptozotocina (STZ); a ingestdo de dieta hiperlipidica e hipercal6rica causam
alteracdes metabdlicas, comportamentais e morfoldgicas, similares ao DM2 e; 3) a
pratica de exercicio fisico moderado tem potencial sobre as alterac6es metabdlicas
causadas pelo DM2 e pela dieta hiperlipidica. Para testarmos essas hipoteses foram
utilizados 57 ratos Wistar com 8 semanas de idade, distribuidos nos seguintes
grupos experimentais: grupo D (N=25) que receberam uma d(nica injecao
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ diluido em tampado de citrato, pH 4,5 -
25mg/kg de peso corporal do animal) e foram alimentados com dieta hiperlipidica.
Para testar o efeito somente da dieta hiperlipidica, o grupo HL (N=8), recebeu uma
dieta hiperlipidica, mas nédo recebeu a injecdo de STZ. Animais com idades similares
foram utilizados como controle (CO, N=24) e alimentados com dieta balanceada. No
final da terceira semana, animais dos grupos CO e D e HL foram subdivididos em
dois grupos: sedentéario (SE) e exercitado (EF). Os grupos EF foram submetidos a
um protocolo de natacdo durante 6 semanas. Apds 0 protocolo experimental, os
grupos D-SE, D-EF e HL-SE apresentaram alteragdes significativas no ganho de
massa, gordura abdominal, ingestdo calérica, eficiéncia alimentar, perfil lipidico e
glicemia em jejum e capilar quando comparados aos animais controles. Nao houve
diferenca significativa nas concentracdes dos produtos do acido araquidénico e o
tecido renal ndo apresentou alteragdes morfoldgicas. O exercicio fisico aumentou as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), mas nado alterou os demais parametros
avaliados. Concluimos que o consumo da dieta hiperlipidica quando associada ao
comportamento sedentario pode causar alteracbes metabdlicas similares ao DM2 e

que o exercicio fisico foi eficiente para melhorar o perfil lipidico.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, 14,15 EET/DHET, 20 HETE,

modelo experimental animal.
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ABSTRACT

The present study aimed to test whether: 1) the high fat diet can induce T2D without
the administration of streptozotocin (STZ); 2) the high fat caloric intake causes
metabolic, behavioral and morphological changes, similar to t2D and; 3) the practice
of moderate physical exercise is effective to reverse the metabolic changes caused
by T2D and of the high fat diet. To test these hypotheses, we used 57 Wistar 8 week
old rats. They were splited into the five experimental groups: group D (N = 25) who
received a single intraperitoneal dose of streptozotocin (STZ diluted in citrate buffer,
pH 4.5-25mg / kg body weight of the animal) and were fed with high fat diet. To test
the effect only of the high fat diet, the HL group (N = 8) was fed with high fat diet but
did not receive the STZ injection. Animals with similar ages were used as control
(CO, N = 24) and fed with a balanced diet. At the end of the third week, animals of
CO and D and HL groups were subdivided into two other groups: sedentary (SE) and
exercised (EF). EF groups were submitted to swimming for 6 weeks. The D-SE, D-EF
and HL-SE groups presented significant changes in body weight gain, abdominal fat
gain, caloric intake, food efficiency, lipid profile and fasting and capillary glucose
levels, when compared to control groups. There was no significant difference in the
concentrations of arachidonic acid products and the renal tissue did not present
morphological alterations. Physical exercise increased high density lipoproteins
(HDL), but did not change others evaluated parameters. We conclude that
consumption of the high fat diet when associated with sedentary behavior may cause
metabolic alterations similar to T2D and that physical exercise was efficient to

improve the lipid profile.

Keywords: Type 2 Diabetes mellitus, dyslipidemia, 14,15 EET/DHET, 20 HETE,
experimental animal model.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Federacdo Internacional de Diabetes, no ano de 2017
cerca de 425 milhdes de adultos no mundo eram portadores de diabetes mellitus
(DM), sendo que a estimativa é de crescimento para 692 milhdes de pessoas com a
doenca em 2045. No Brasil estima-se que 23,3 milhdes de pessoas apresentem esti
patologia cronica até o ano de 2040 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION
(IDF), 2017).

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca caracterizada pela ineficacia na
acdo da insulina nos tecidos alvos ou na incapacidade das células beta pancreéticas
em secretar esse horménio, causando hiperglicemia crénica de jejum, com valor
glicémico maior ou igual a 126 mg/dL (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2017). O DM pode ser classificado conforme sua etiologia e dividido em trés
grandes classes clinicas: DM gestacional, DM tipol e DM tipo 2 (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION (IDF), 2017).

O DM tipo 1 (DM1), que ocorre em 5 a 10% dos pacientes com a doencga, é
decorrente da destruicdo das células beta pancreaticas, que pode ser de origem
idiopatica ou autoimune, levando a deficiéncia na producéo da insulina. Comumente
diagnosticada em criangas e adolescentes, e hoje em dia tem sido diagnosticada
também em adultos (AHLQVIST et al., 2018). O motivo da manifestacdo do DM1
ainda ndo sdo completamente compreendidos, sendo decorrente de origem genética
ou fatores ambientas tais como infecgdo viral, entre outros (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION (IDF), 2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2016).

O DM tipo 2 (DM2) caracteriza-se pela resisténcia periférica ou ineficacia da
acado da insulina nos tecidos alvos. Representa cerca de 90% a 95% dos casos,
acometendo, geralmente, individuos com sobrepeso, obesidade, idade avancada e
com antecedéncia familiar da doencga. Além dos valores elevados da glicemia, sinais
clinicos como alteragbes no metabolismo lipidico, polidipsia, politria, fadiga,
cicatrizacéo lenta de feridas, infec¢gbes, formigamento ou dorméncia de maos e peés
sdo indicios e sintomas para o diagnéstico do DM2 (AHLQVIST et al.,, 2018;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF), 2017).

A importancia dessa doenca crbnica ndo transmissivel € bem reconhecida,

ndo s6 por sua alta prevaléncia nas sociedades atuais, como também pelas
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complicacbes secundérias, tais como: doengas cardiovasculares, neuropatia,
nefropatia, e retinopatia (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF), 2017,
PASQUALOTTO; ALBERTON; FRIGERI, 2012). No Brasil o tratamento desses
pacientes custa milhdes ao cofre publico e suas complicacdes representam a maior
parcela das causas de Obitos e de gastos com a saude (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION (IDF), 2017; PASQUALOTTO; ALBERTON; FRIGERI,
2012; QUARTI MACHADO ROSA et al., 2018).

Os principais fatores de risco modificaveis para o desenvolvimento do DM2
sdo o sedentarismo, a ingestdo de dieta hipercaldrica, o sobrepeso, a obesidade e o
tabagismo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Dadas as
preocupacdes sobre os fatores de risco do DM2, tem sido bem estabelecido na
literatura cientifica que a manutencdo da massa corporal dentro dos limites de
normalidade depende do equilibrio entre a ingestdo caldrica e 0 gasto energético
(EVERT et al., 2014; LICHTMAN et al., 1992).

Nas popula¢bes ocidentais, de paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
0 aumento da ingestao de alimentos industrializados, extremamente caldricos e com
alto teor de gordura e de sddio tem aumentado significativamente nas Ultimas
décadas. Alguns fatores relacionados a este comportamento sdo a maior oferta
desses alimentos, a alta palatabilidade e o menor custo, quando comparados ao
preco de alimentos naturais e com elevado valor nutricional (BIELEMANN et al.,
2015). Além disso, o0 gasto energético em atividades diarias, em locomoc¢ao e nos
servicos que dependem de trabalho fisico tém diminuido sensivelmente nas
populacdbes modernas (CHAPUT et al, 2011). Assim, em conjunto estes
comportamentos inadequados favorecem o acumulo de gordura corporal (ANDRICH
et al., 2018; LAHJIBI et al., 2013; SARDINHA et al., 2017).

Em individuos com predisposicdo genética ou nas quais 0 acumulo de
gordura excede a capacidade do tecido adiposo, que, entdo, mobiliza acidos graxos
para tecidos ndo especializados em armazenamento de lipideos, tais como figado,
rins, pancreas, musculo estriado esquelético e cardiaco. O acumulo de lipideos
ectdpicos quando associado com a capacidade reduzida da [-oxidacdo celular
caracteriza um processo denominado lipotoxicidade (ALWAHSH et al., 2017; DE
CASTRO et al., 2013; DISSARD et al., 2013; ERTUNC; HOTAMISLIGIL, 2016; FU et
al., 2009). Essa condicdo pode impedir a sinalizagdo do substrato do receptor de

insulina (IRS) e evoluir para a resisténcia a insulina e o DM2.
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Em condi¢gbes normais, a ligagéo da insulina nas subunidades a localizadas
na face externa da membrana plasmatica, estimula a atividade tirosina-cinase das
subunidades B que resulta na autofosforilagdo dos residuos de tirosina
desencadeado pela hidrolise de moléculas de adenosina trifosfato (ATP). A
autofosforilacdo das subunidades B expde o sitio ativo dessas subunidades que
ativa por fosforilagdo o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1). O IRS-1 ativado
(fosforilado) ativa por fosforilacdo a enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI13-K) que
converte o lipideo de membrana fosfatidilinositol- 4,5-bisfosfato (PIP2) em
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). A geracdo de PIP3 ativa a proteina-cinase
dependente de fosfoinositideos (PDK) que fosforila a proteina-cinase B (PKB ou Akt)
ligada ao lipideo de membrana PIP3 (GUO, 2014; MOHD-RADZMAN et al., 2013).

A ativacao da PKB/Akt sinaliza a translocacdo para a membrana plasmatica
dos transportadores de glicose isoforma 4 (GLUT4) nos miécitos e adipdcitos. A
translocacdo dos transportadores GLUT4 armazenados em vesiculas intracelulares
estd acoplada a sinalizacdo de insulina no tecido muscular e adiposo e a fatores
como a contracdo muscular e agentes farmacoldgicos da familia das biguanidas
(SALTIEL; KAHN, 2001; SATOH, 2014).

Além disso, diferentes mecanismos de sinalizagdo ocorrem em resposta a
insulina. No tecido hepatico a insulina através da PKB/Akt estimula a sintese de
glicogénio e lipideos através da ativacdo das enzimas glicogénio-sintase, citrato-
liase, e acetil-CoA-carboxilase. Por outro lado, suprime a producdo de glicose
hepéatica ao diminuir a transcricdo da enzima fosfoenolpiruvato-carboxicinase
(PEPCK). No tecido adiposo o efeito da insulina, auxilia a captacéo da glicose para
producdo de energia na forma de ATP, e 0 excesso de energia ativa a sintese de
lipideos pela ativacdo da enzima acetil-CoA-carboxilase; ao mesmo tempo que
regula negativamente a lipolise por inibicdo da enzima lipase horménio-sensivel que,
indiretamente, diminui a oferta de acido graxos (AGL) e glicerol para o figado. No
musculo esquelético, a sinalizacdo da insulina aumenta a captacdo de glicose
circulante e estimula a sintese de glicogénio e proteina (SALTIEL; KAHN, 2001;
SAMUEL; SHULMAN, 2016).



15

INSULINA
v GLICOSE
v 4
a a
B B PIP; PIP,
K\
PKB/Akt
CITOPLASMA W\ GLUT4
METABOLISMO
PROLIFERAGAO
CRESCIMENTO

Figura 1. Sinalizagdo da insulina. A insulina liga-se ao seu receptor, os residuos de tirosina
das subunidades B sofrem autofosforilacdo, desencadeando a cascata de fosforilagdo por
doacdo de fosfato do ATP. Resultando, na translocacdo do GLUT4 do citosol para a
membrana plasméatica de nos miocitos e adipdcitos para a captacdo de glicose sanguinea. A
PKB/Akt também estd envolvida na regulagdo de diversas funcdes celulares. IRS-1:
substrato 1 do receptor de insulina; ATP: adenosina trifosfato; PI3K: fosfatinilinositol-3-
cinase; PIP,: fosfatidilinosito-4,5-bifosfato; PIPs: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK-1:
proteina-cinase dependente de PIP3; PKB/AKkt: proteina-cinase B; GLUT4: transportador de
glicose isoforma 4; — indica ativacdo. Adaptado de Mohd-Radzman et al., (2013).

Condicbes em que os tecidos alvos (figado, musculo esquelético e tecido
adiposo) sdo incapazes de responder aos estimulos da insulina resulta em
resisténcia periférica a insulina (GUO, 2014; KNIGHTS et al.,, 2014). De maneira
geral, a resisténcia a insulina surge devido algum defeito na cascata de sinalizagcéo
de insulina. Em um mecanismo compensatorio, as células betas pancreéticas
aumentam a secrecdo da insulina para controlar a glicemia, culminando com
hiperinsulinemia. Apesar do excesso de insulina, esta ndo é capaz de desencadear
a sinalizacdo ao interagir com seu receptor nos tecidos alvos e o IRS-1 ndo é capaz
de ser fosforilado, assim, a transmissdo do sinal de insulina é prejudicada. Isto
resulta em defeitos na absorcdo de glicose, alteracbes no metabolismo e no
crescimento celular (CORNIER et al., 2008).

Tem sido defendido que o nivel elevado de TGL nos adipdcitos induz a
producdo da proteina de quimiotaxia de macréfagos (MCP-1), isso resulta na

infiltracdo e ativacdo dos macrofagos no tecido adiposo, acarretando numa
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inflamacéo tecidual (HAN; LEVINGS, 2013). Esse quadro estimula os macrofagos a
produzirem e secretarem fatores pro-inflamatorios, como fator de necrose tumoral-a
(TNF-a). O TNF-a nos adipdcitos aumenta a expressdao de enzimas envolvidas no
processo de hidrolise de lipideo (lipolise), acentuando a mobilizacdo de AGL para o
plasma (RUAN et al., 2002), e induzindo o armazenamento de lipideos em tecidos
nao especializados, caracterizando a lipotoxicidade (GUILHERME et al., 2008;
WEISBERG et al., 2003).
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0 TAG,., = TAG i (2] TAG,, > TAG s © Adipacitos aume'ntados 0 Qs macréfagos se
produzem proteina de infiltram no tecido
quimiotaxia de adiposo em resposta
macrofagos (MPC-1), aMpC-1,
Adipdcitos pequenos Adipdcitos malores 0 0s macréfagos no tecido
) ; adiposo produzem TNFa, que
N4/ 2 N\ favorece a exportacio dos
TAG—= MCP-1  TNFa acldos graxos.
/ \ ) \
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Figura 2: Acumulo de lipideos ectépicos - lipotoxicidade. O tecido adiposo saturado de TGL
intracelular produz a MCP-1. A MCP-1 atraem o0s macrdfagos para o tecido adiposo, que
produz o TNF-a. O TNF-a induz a mobilizagdo dos acidos graxos para tecidos periféricos,
caracterizando a lipotoxicidade. TGL: triacilglicerol; MCP-1: proteina de quimiotaxia de
macrofagos; TNF-a: fator de necrose tumoral-a. Fonte: Nelson e Cox, (2014).

Outra anomalia decorrente do acumulo de gordura e do DM2 é a alteracéo
da atividade e da expresséo da enzima epoxido hidrolase solavel (sEH) nos tecidos
periféricos (DE TAEYE et al., 2010; PIVACKOVA et al., 2015; ZHA et al., 2014).
Conforme ilustrado na figura 1, a sEH é uma enzima que hidrolisa os &cidos
epoxieicosatriendicos (EET) a acidos dihidroxieicosatriendicos (DHET). Os EET,
gerados a partir do acido araquidénico (AA, provenientes das membranas celulares)

pelas enzimas citocromo-P450-epoxigenases, tém propriedades anti-hipertensivas,
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anti-inflamatorias e anti-apoptoéticas. Porém, quando os EET sdo convertidos pelas
enzimas sEH a DHET, a funcédo biol6gica dos EET é reduzida (CAMPBELL et al.,
1996; CHEN et al., 2013; NODE, 1999). Divergente das fun¢des dos EET, os acidos
20-hidroxieicosatetraendicos (20-HETE) também gerados dos acidos araquidénicos
pela enzima citocromo P450-hidroxilase desempenham fungdes vasoconstritoras e
pro-inflamatodrias (FAN et al., 2016; ISHIZUKA et al., 2008; SPECTOR; NORRIS,
2007).

Fosfolipidios

CPLA2 1

Acido Araquidonico (AA)
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'\‘77‘//\\\ //"\,/“\/ ‘\.- /’\, NN OH
Epoxieicosatf"ienéico (EET) 20- hidroxieicosatetraenoico (20-HETE)
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Figura 3. Via metabdlica do acido araquiddnico e seus derivados eicosanoides. A cPLA; em
resposta a estimulos hidrolisa os fosfolipidios da membrana celular e produz AA. Este é
convertido a EET e 20-HETE pela CYP-epoxigenases e CYP-hidroxilases, respectivamente.
Os EETs sao hidrolisados rapidamente pela seEH para DHETs. cPLA,: fosfolipase A,
citosodlica; AA: acido araquiddnico livre; CYP-epoxigenases: citocromo P-epoxigenases;
CYP- hidroxilases: citocromo P-hidroxilases; EET: acidos epoxieicosatrienoico; 20-HETE:
acido 20-hidroxieicosatetraendico; sEH: epdxido hidrolase solavel; DHETs: &cidos
dihidroxieicosatrienoicos. Adaptado de John D. Imig (2013).

Tem sido descrita na literatura a associagao entre concentracdes reduzidas
de EET e aumento de DHET e de 20-HETE e a hipertenséo arterial, comorbidade
geralmente encontrada em individuos com DM2 (ISHIZUKA et al., 2008; SAVAS et
al., 2016; WANG et al., 2003). Além disso, a resisténcia a insulina em pacientes com

DM2 tem sido um fator de risco significativamente maior para doenca renal
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diabética, levando a alteracdes nos rins, tais como aumento da sensibilidade ao sal,
hiperfiltracdo glomerular e a reducgéo da fungdo renal (AHLQVIST et al., 2018).

Varios estudos tém demonstrado que a pratica de exercicio fisico regular
produz efeitos benéficos em relacdo a reducdo e manutencdo da massa corporal
(BRADBURY et al., 2017), no aumento da sensibilidade a insulina nos tecidos alvo,
no controle da glicemia (DOS SANTOS et al., 2015) dislipidemias (WANG; XU, 2017)
e disfuncdes vasculares (IRIGOYEN et al., 2003). Assim, a prética de exercicio fisico
tem sido amplamente utilizada no tratamento ndo medicamentoso de doencas
metabdlicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016), por seus efeitos na
reducdo da gordura corporal e, supostamente pela alteracdes nas proporcdes dos
produtos do acido araquidénico.

Embora o exercicio fisico seja um potencial tratamento ndo medicamentoso
para a reducdo do risco para DM2 e doencas cardiovasculares, alguns estudos e
diretrizes apostam que o exercicio aerdbico de intensidade moderada seja o mais
adequado, pois certos riscos de exercicio fisico de alta intensidade devem ser
considerados ao recomendar ao publico em geral (BENITE-RIBEIRO; SANTOS;
DUARTE, 2014; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2013, 2014; DUVIVIER et al.,
2013).

Diante deste cenario, desenvolver modelos experimentais por meio de
metodologias que induzam o DM2, de forma similar ao desenvolvimento da doenca
em seres humanos, pode ser importante para estudos mais fidedignos dos efeitos
metabdlicos da doenca. O estudo do efeito do DM2 e da adiposidade nas
proporcdes dos eicosanoides, derivados do &cido araquiddnico, também é de grande
valor cientifico para o desenvolvimento de farmacos possam evitar as comorbidades
do DM2 e da obesidade, tais como a hipertensédo arterial e as doencas renais. Além
disso, investigar o efeito do exercicio fisico moderado nas alteracbes metabdlicas e
dos eicosanoides causadas pelo DM2, pode fornecer informacdes complementares

para o tratamento dessas doencas altamente prevalentes nas populacdes atuais.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESES

3.1. Objetivo Geral

No presente estudo testaremos as seguintes hipoteses:
o Hipotese 1) a dieta hiperlipidica pode induzir o DM2 sem a
administracdo de streptozotocina (STZ);
o Hipotese 2) a dieta hiperlipidica e hipercaldrica causa efeitos
metabdlicos, comportamental e morfolégicos similares ao do DM2;
. Hipotese 3) a pratica de exercicio fisico moderado tem potencial de
reverter as alteragdes metabdlicas causadas pelo DM2 e pela dieta hiperlipidica.

3.2. Objetivos Especificos

o Verificar se a administracao de dieta hiperlipidica sem o uso de STZ
causam efeitos similares ao DM2, por meio da avaliacdo do ganho de massa

corporal, de gordura abdominal, da glicemia e do perfil lipidico;

i Analisar se a ingestao de dieta hiperlipidica afeta o comportamento

alimentar, por meio da avaliacdo da ingestao calorica e da eficiéncia alimentar;

o Verificar se ingestdo de dieta hiperlipidica e o DM2 alteram a
atividade das enzimas seEH e CYP-hidroxilase o que, por sua vez, pode aumentar as
concentracdes plasmaticas dos acidos DHET e 20-HETE, respectivamente, e reduzir
a concentracdo de EET, por meio da avaliagdo dos eicosandides;

o Avaliar se 0 DM2 e a ingestdo de dieta hiperlipidica alteram a
integridade morfologica dos rins de ratos Wistar, por meio da histologia dos rins;

o Testar se 0 exercicio fisico moderado pode reverter as alteracdes
metabdlicas causadas pelo DM2 e pela dieta hiperlipidica sobre os compostos do

acido araquidénico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Para o desenvolvimento do presente estudo, utilizamos plasma congelado e
dados armazenados do experimento realizado em 2015 pela equipe de pesquisa dos
laboratorios de Bioquimica e de Fisiologia. O protocolo experimental foi desenvolvido
no periodo de junho a dezembro de 2015 (protocolo 034/14, CEUA/UFG). Foram
utilizados 57 ratos Wistar machos, da espécie Rattus norvegicus, com 8 semanas de
idade, obtidos do Biotério Central da UFG-Regional Goiania e mantidos na sala de
experimentacdo do curso de Psicologia da Universidade Federal de Goias- Regional
Jatai. Os animais foram alojados aos pares em gaiolas de polipropileno com
bebedouros e substratos de maravalha, acondicionadas em gabinetes para biotério.
As condi¢cbes ambientais foram padronizadas com ciclo circadiano invertido 12h
claro/escuro e temperatura ambiental de 22+2°C. A dieta e a agua foram oferecidas

ad libitum.

4.2. Protocolos Experimentais — Indugao ao DM2

O protocolo experimental ocorreu durante um periodo de noves semanas.
Para induzir o DM2, os animais (n=24) foram alimentados com uma dieta rica em
gordura (dieta hiperlipidica) da Pragsolu¢cbes Biociéncias® (Jau, SP) contendo 5,35
kcal/lg (15,2% kcal proteina, 26,9% kcal carboidrato e 57,2% gordura), e no 13° dia,
foram mantidos em jejum por 12 horas. No 14° dia foi administrada uma Unica
injecdo via intraperitoneal com baixa dosagem de estreptozotocina (Sigma Aldrich)
(STZ diluido em tampao de citrato, pH 4,5 - 25mg/kg de peso corporal do animal),
este protocolo foi adaptado de Mansor et al.,, (2013). A dieta hiperlipidica foi
oferecida durante todo o periodo experimental e este grupo de animais foi
denominado como grupo diabético (grupo D). A glicemia capilar, coletada da cauda,
sem jejum prévio, foi monitorada semanalmente entre 12:00h e 14:00h com o uso de
um glicosimetro (Accu-Chek®). A glicemia em jejum foi avaliada no inicio e final do

experimento.
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Para testar o efeito somente da dieta, 8 animais foram alimentados com a
mesma dieta hiperlipidica dos animais do primeiro protocolo, mas ndo receberam a
injecdo de STZ, este grupo foi denominado como HL.

Animais com idades similares (n= 25) foram utilizados como controle (grupo
CO), no 13° dia os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e no 14° dia foi
administrada uma Unica inje¢cdo de tampdo de citrato (pH 4,5), estes animais
receberam dieta balanceada para ratos da empresa a Pragsolucdes Biociéncias®,
contendo 3.87 kcal/lg (24,8% kcal proteina, 63% kcal carboidrato e 12% kcal
gordura).

No final da terceira semana, animais dos grupos CO e D foram subdivididos
em outros dois grupos, um sedentario e outro submetido ao exercicio fisico,
formando os seguintes grupos: controle - sedentario (CO-SE); dieta hiperlipidica +
STZ- sedentario (D-SE); Controle - exercicio fisico (CO-EF) e dieta hiperlipidica +
STZ - exercicio fisico (D-EF). Os animais que receberam apenas dieta hiperlipidica,
o grupo HL, ndo foram submetidos ao exercicio fisico, sendo denominado como HL-
SE.

Deste modo, os cinco grupos experimentais foram divididos como exposto
na figura 4.
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Figura 4. Desenho experimental da divisdo dos animais nos grupos. Ratos Wistar foram
alocados em grupos para tratamentos com dieta hiperlipidica, estreptozotocina (STZ) e
exercicio fisico segundo o protocolo experimental.
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Os animais do grupo de exercicio fisico foram submetidos a um protocolo de
natacdo adaptado de Lima et al., (2013) durante 6 semanas, com 5 sessdes por
semana, sem sobrecarga na cauda. O treinamento de natacdo foi realizado entre
12h e 14h, em baldes com 80 cm de comprimento, 50 cm de largura e 90 cm de
profundidade. Na primeira semana a duragdo do exercicio foi de 30 minutos e a
cada semana, para melhorar a resisténcia dos animais, houve incremento de 5
minutos. Os animais foram estimulados a nadar sempre que tentavam boiar.

A figura 5 ilustra todo o periodo experimental. Ao final do protocolo
experimental (9% semana) e ap0s quarenta e oito horas do término da Ultima sesséo
de exercicio, todos os animais foram anestesiados por inalagdo de isoflurano 2,5

vol% e eutanasiados por exanguinacao seguido por deslocamento cervical.
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Figura 5. Desenho experimental. Ratos Wistar foram alimentados com dieta balanceada ou
hiperlipidica durante todo o periodo experimento. No inicio da 3% semana foi administrada
uma unica injecdo via intraperitoneal com baixa dosagem de estreptozotocina (STZ) aos
animais do grupo D. Os grupos de exercicio fisico foram submetidos a um protocolo de
natagcdo com duragdo inicial de 30 minutos e a cada semana houve incremento de 5
minutos. Ao final do protocolo experimental (92 semana), os animais foram eutanasiados
para coleta de tecidos.
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4.3. Ganho de massa corporal, ingestdo calérica e a eficiéncia alimentar

A quantidade de racdo ingerida (em gramas) e a massa corporal foram
avaliadas semanalmente por meio de balanca digital (Marte®). O ganho de massa
corporal foi calculado pela diferenca entre a massa corporal final e a inicial do
experimento. A caloria média ingerida foi calculada multiplicando-se a quantidade de
racdo (em gramas) ingerida pela dupla de ratos em cada gaiola pelo valor cal6rico
da racéo balanceada (3,87 kcal/g) e hiperlipidica (5,35 kcal/g). O calculo da ingestéo
caldrica (IC) foi feito pelo consumo de calorias ingeridas (kcal/g) durante a semana
pela dupla de animais em cada gaiola dividida pela massa corporal da dupla (em
gramas) naquela semana (IC*kcalracdo/massa corporal). O calculo da eficiéncia
alimentar (EA) foi feito por meio da relacéo entre o ganho de massa corporal (g) e o
consumo de ragdo da semana dos animais (kcal/g), portanto foi calculada pela
divisdo da ingestdo caldrica calculada durante cada semana pelo ganho de massa

corporal.

4.4. Coleta de sangue e de tecidos

Ao término do protocolo experimental, o sangue foi coletado com seringa
contendo solucdo anticoagulante inibidora da glicdlise (6 g/dl de EDTA e 12 g/dl de
fluoreto de potassio do Kit Glistab da Labtest®, Lagoa Santa, MG). Em seguida foi
centrifugado a 3000 g/10 min/25°C, o plasma foi coletado e armazenado a -20°C
para posteriores analises.

A gordura foi cirurgicamente retirada da regido abdominal e aferida em
balanca de preciséo digital. Os rins foram retirados e fixados em Karnovsky (4%
paraformaldeido, 4% glutaraldeido em tampdo fosfato 0,1 molL?, pH 7,4) e
armazenados em alcool 70% (OLIVEIRA et al., 2015).

4.5. Andlises bioquimicas

4.5.1. Glicose e perfil lipidico

A glicemia capilar avaliada no inicio, meio e fim do periodo experimental, e

foi determinada pelo glicosimetro (Accu-Chek®, Santo André /SP). No final do



26

experimento foram determinadas a glicose plasmatica em jejum pelo método da
glicose oxidase (Kit colorimétrico da Labtest®), e as concentra¢cdes sanguineas de
triacilglicerol (TGL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) foram determinadas por
Kits colorimétricos da marca Labtest®. A concentracao da lipoproteina de densidade

muito baixa (VLDL) foi determinada pela divisdo do valor de TGL por cinco.

4.5.2. Niveis plasmaticos de 20-HETE

Plasmas armazenados e congelados no final do periodo experimental foram
utilizados para o teste de Elisa. No total foram analisadas 21 amostras de plasmas,
sendo 3 amostras para o grupo HL-SE, 4 para os grupos CO-SE, CO-EF, D-EF, e 5
para o grupo D-SE.

Para extracdo de 20-HETE das amostras plasmaticas, foi utilizado o
protocolo do kit 20-HETE ELISA (Detroit R & D, Inc Detroit/MI). Utilizou-se 100 pl de
plasma distribuidos em tubos de 1,5 ml. Em seguida, foram acrescentados 100 ul de
acetato de etila, e o material foi homogeneizado por 30 segundos em vortex. As
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm/10 min/22°C para separagdo da fase
organica (lipoproteinas), da interfase (proteinas) e da fase aquosa. A fase orgéanica
foi coletada e apOs evaporacao da fase liquida foram acondicionadas a — 5°C até o
ensaio ELISA.

O teste de ELISA para 20-HETE foi realizado de acordo com as instrucdes
do fabricante Detroit R&D, Inc (Detroit/MI). Foram realizadas diluicbes seriadas de
estoque padrdo do kit 20-HETE ELISA (Detroit R&D, Inc), obtendo solucdes de
concentracfes conhecidas (1000ng, 100ng, 10ng, 1ng, 0,1ng, 0,01ng) para a curva
padrdo. As amostras foram previamente descongeladas a temperatura ambiente e
diluidas com 20 ul de dimetilsulféxido e 500 pl do tampé&o de diluicdo do kit 20-HETE
ELISA (Detroit R&D, Inc).

A curva padrao foi realizada em triplicatas na placa. Foram adicionados 200
Ml do tampéo de diluicdo nos pogos Brancos (B), 100 pl do tampéao de diluigdo e 100
Ml do conjugado HRP 20-HETE nos pocos de Ligacdo (BO) e nos pocos Padrdes. As
amostras foram colocadas em duplicatas e acrescidas com conjugado HRP 20-
HETE, em volume final de 200 ul nos pogos. ApGs a incubacéo, a placa foi lavada 3
vezes com o tampao de lavagem do kit 20-HETE ELISA (Detroit R&D, Inc), em

seguida, foi adicionado a cada pogo 200 pl da solucdo de tetrametil benzadina
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(TMB). Ap6s mais 30 minutos de incubagédo, foram adicionados 50 pl acido sulfurico
2 N. A placa foi lida em um leitor de placas de ELISA (Thermo Plate ®) a um

comprimento de onda de 450 nm.

4.5.3. Niveis plasméticos de 14,15 DHET

Foram analisadas 32 de amostras plasmaticas congeladas no total, sendo 8
amostras por grupos. Para extracdo de 14,15 DHET das amostras plasmaticas, foi
utilizado o protocolo do kit 14,15-EET/DHET (Detroit R & D, Inc Detroit/MI). Utilizou-
se 100 pl de plasma distribuidos em tubos de 1,5 ml. Em seguida, foram
acrescentados 100 pl de acetato de etila, e o material foi homogeneizado por 30
segundos em vortex. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm/10 min/22°C para
separacdo da fase organica (lipoproteinas), da interfase (proteinas) e da fase
aquosa. A fase orgéanica foi coletada e apds evaporacdo da fase liquida foram
acondicionadas a — 5°C até o ensaio ELISA.

O teste de ELISA para kit 14,15-EET/DHET foi realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante Detroit R&D, Inc (Detroit/MI). Foram realizadas diluigcbes
seriadas de estoque padrdo do kit 14,15-EET/DHET ELISA (Detroit R&D, Inc),
obtendo solugbes de concentracdes conhecidas (1000ng, 100ng, 10ng, 1ng, 0,1ng,
0,01ng) para a curva padrdao. As amostras foram diluidas com 20 ul de
dimetilsulféxido e 500 ul tampao de diluigcdo do kit 14,15-EET/DHET (Detroit R & D,
Inc Detroit/MI).

A curva padrao foi realizada em duplicatas na placa. Foram adicionados 200
Ml do tampéo de diluicdo nos pogos Brancos (B), 100 pl do tampao de diluicdo e 100
pI do conjugado HRP 14,15- DHET nos pocos de Ligacdo (B0O) e nos pocos Padrdes.
As amostras foram colocadas em duplicatas e acrescidas com conjugado HRP
14,15- DHET, em volume final de 200 ul nos pogos. Apds a incubacdo, a placa foi
lavada 3 vezes com o tampao de lavagem do kit 14,15-EET/DHET ELISA (Detroit
R&D, Inc), em seguida, foi adicionado em cada pogo 200 pl da solucao de tetrametil
benzadina (TMB). Apés mais 30 minutos de incubacéo, foram adicionados 50 pl
acido sulfarico 2 N. A placa foi lida em um leitor de placas de ELISA (Thermo

Plate®) a um comprimento de onda de 450 nm.
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4.5.4. Niveis plasméticos de 14,15 EET

Foram analisadas 20 amostras plasmaticas congelados no total, sendo 4
amostras para os grupos CO-SE, CO-EF, D-EF, 3 para o grupo D-SE e 5 para o
grupo HL-SE. Para extracao de 14,15 EET, 100 pul de plasma foi diluido com 100 pl
de acetato de etila e 1 pyl do acido acético (pH 4) em tubos de 1,5 ml. O material foi
homogeneizado e centrifugado a 4 000 rpm/10 min/22 °C. As fases organicas foram
coletadas e apés a evaporacao foi adicionado 20 pl de etanol e 20 pl de acido
aceético deixando reagir por 18 horas em temperatura ambiente, nesta reagdo 0s
acidos EET séo convertidos em DHET. Apos a reacéo, a solu¢do aquosa foi diluida
com 150 pl de agua MilliQ e 250 pl de acetato de etila e centrifugado a 4000 rpm/10
min/22°C. As fases organicas superiores com lipideos foram coletadas e, apés
evaporacao, acondicionadas a -5 °C até o ensaio ELISA.

Essas amostras incluem EET + DHET. A placa do kit 14,15-EET/DHET
contém somente anticorpo para 14,15-DHET, no entanto, o0 mesmo ensaio ELISA
para 14,15- DHET foi repetido. Os valores da leitura do nivel plasmatico de EET +
DHET foram subtraidos com os valores do nivel 14,15 DHET, e assim, foram obtidos
os niveis de EET na amostra.

4.6. Preparacao do tecido renal para analise histolégica

Um corte longitudinal foi tracado e fragmentos dos rins foram
acondicionados em cassetes histoldégicos durante 18 horas em &lcool 70%, em
seguida foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool e incluidos em
parafina. Os cortes foram obtidos com espessuras de 5 ym em micrétomo manual
(Leica RM2235, Biosystems®). As laminas foram coradas por hematoxilina- eosina e
as imagens foram adquiridas em microscépio éptico (Leica ICC50, Biosystems®). A

morfologia glomerular foi avaliada a cegas por um patologista.
4.7. Analise Estatistica
Os dados sao expressos como média = desvio padrao (M+dp). Os outliers

foram calculados baseando-se no teorema de Chebyshev (md * 2*dp), e excluidos

das amostras. A distribuicdo de normalidade dos dados foi verificada pelo teste
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Shapiro-Wilk. Para comparagdo entre as semanas no mesmo grupo da massa
corporal foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas com o pds-teste Tukey.
Para a comparacdo entre 0s grupos na avaliacdo de massa corporal, ingestdo
calorica, eficiéncia alimentar, ganho de massa corporal, gordura abdominal, glicemia,
perfil lipidico, e niveis dos acidos (14,15 DHET, EET, 20-HETE), foram usados o
teste de variancia, ANOVA de um fator, seguida pelo pds-teste Tukey e o teste
Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn conforme a normalidade da distribuicdo dos
dados. Estes dados foram analisados usando o software Sigmaplot® (Systat, San
Jose, CA). Para verificar associacdes entre as varidveis gordura abdominal, glicemia,
perfil lipidico, ingestao caldrica total, ganho de massa corporal e eficiéncia alimentar
total foi aplicado o teste de correlacdo Spearman, usando o software SPSS
Statistic® (IBM Corporation, Armonk, NY). O nivel de significancia foi de p<0,05 e o
coeficiente de correlagdo =0,60.

5. RESULTADOS

5.1. Massa Corporal

A massa corporal dos grupos € apresentada na figura 6. Nao foram
encontrados outliers e na comparagcdo entre os grupos ndo houve diferenca
significativa da massa corporal. Houve o aumento da massa corporal durante o
experimento. Em todos os grupos néao foram encontradas diferencas significativas da

massa corporal na 72 e 82 semana experimental.
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Figura 6. Massa corporal durante o experimento. CO-SE= controle- sedentario (n=11), CO-
EF= controle- exercicio fisico (n=14), D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina-sedentéario
(n=11), D-EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina-exercicio fisico (n=13), HL-SE= dieta
hiperlipidica- sedentario (n=8). Os valores sao apresentados como média + desvio padréo.
Teste ANOVA de medida repetida com o pdés-teste Tukey para comparagdo da massa
corporal no mesmo grupo no decorrer das semanas, as diferengas estatisticas foram: * p
<0,001 22 sem vs 12 semana; 1 p <0,001 42 sem vs 12, 22 semana; I p <0,001 72 sem vs 12,
2% e 4% semana; # p <0,001 82 sem vs 12, 28 e 42 semana.
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5.2. Ganho de Massa Corporal e de Gordura Abdominal

O ganho de massa corporal durante todo o protocolo experimental é
apresentado na figura 7. Nao foram encontrados outliers e pode-se observar que o
ganho da massa corporal foi maior no grupo HL-SE do que nos demais grupos. Os
animais do grupo D-SE também apresentaram diferenca significativa no ganho de

massa corporal em relacdo aos grupos controles (CO-SE e CO-EF).
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Figura 7. Efeito do protocolo experimental no ganho de massa corporal. CO-SE= controle -
sedentario (n=11), CO-EF= controle - exercicio fisico (n=14), D-SE= dieta hiperlipidica+
estreptozotocina- sedentario (n=11), D-EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - exercicio
fisico (n=13), HL-SE= dieta hiperlipidica- sedentario (n=8). Os valores sédo apresentados
como média + desvio padrdao. ANOVA de um fator com pés-teste Tukey, * p <0,05 D-SE vs
CO-SE e CO-EF; t p <0,01 HL-SE vs CO-SE, CO-EF e D-EF.
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Na figura 8 s&o apresentados os valores referentes a gordura abdominal.
Apenas um outlier do grupo D-SE foi excluido. A gordura abdominal foi maior nos
animais do grupo HL-SE quando comparado aos grupos D-SE e controles (C-S e
CO-EF). Para o grupo D-EF a gordura abdominal foi significativamente maior em

comparacao aos grupos controles (CO-SE e CO-EF).
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Figura 8. Efeito do protocolo experimental na gordura abdominal. CO-SE= controle-
sedentario (n=11), CO-EF= controle- exercicio fisico (n=13), D-SE= dieta hiperlipidica +
estreptozotocina - sedentario (n=10), D-EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - exercicio
fisico (n=14), HL-SE= dieta hiperlipidica- sedentario (n=8). Os valores sdo apresentados
como média + desvio padrdo. ANOVA de um fator com pés-teste Tukey, * p <0,001 D-EF vs
CO-SE e CO-EF; t p <0,001 HL-SE vs CO-SE, CO-EF e D-SE.
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5.3. Perfil lipidico e Glicemia

A figura 9 apresenta os valores dos niveis plasmaticos de triglicérides livres
(TGL), das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e densidade alta (HDL).
Nas analises dos niveis de triacilglicerol livres (TGL) e da lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL) foram excluidos dois outliers para os grupos CO-EF e D-EF e um
outlier para o grupo HL-SE.

Os valores plasmaticos de TGL e VLDL foram maiores nos animais HL-SE
quando comparados aos grupos submetidos ao exercicio fisico (D-EF, CO-EF). Por
outro lado, os valores da lipoproteina de alta densidade (HDL) foram maiores nos
grupos exercitados (CO-EF e D-EF) quando comparados animais de grupos
sedentarios (Figura 9).

Na figura 10 s&o apresentados os valores dos niveis plasmaticos de glicemia
em jejum. ApoOs a retirada de dois outliers para os grupos CO-EF e D-EF e um outlier
para o grupo D-SE, verificou-se que a glicose em jejum foi maior nos grupos D-SE,
D-EF e HL-SE do que nos grupos CO-SE e CO-EF.
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Figura 9. Perfil lipidico dos grupos. CO-SE= controle- sedentario (n=11), CO-EF= controle-
exercicio fisico (n=11), D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - sedentario (n=11), D-
EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - exercicio fisico (n=11), HL-SE= dieta
hiperlipidica - sedentario (n=7). Os valores sao apresentados como média + desvio padréo.
Kruskal-Wallis com pos-teste Dunn's, * p<0,05, HL-SE vs D-EF. Pelo teste ANOVA de um
fator com pos-teste Tukey, as diferencas estatisticas foram: 1 p<0,05 CO-EF vs CO-SE e D-

SE; ¥ p<0,05 D-EF vs CO-SE.
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Figura 10. Glicemia em Jejum. CO-SE= controle- sedentario (n=11), CO-EF= controle -
exercicio fisico (n=12), D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina- sedentario (n=11), D-
EF= dieta hiperlipidica+ estreptozotocina- exercicio fisico (n=11), HL-SE= dieta hiperlipidica-
sedentario (n=7). Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. ANOVA de
um fator com pés-teste Tukey, * p<0,05 D-EF vs CO-SE e CO-EF; 1 p<0,05 D-SE vs CO-EF,;
}p<0,001, HL-SE vs CO-EF.
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Na figura 11 estao apresentadas a glicemia capilar mensurada em diferentes
momentos do experimento (inicio, meio e fim). Foram retirados trés outliers para o
grupo D-EF, dois para os grupos D-SE e CO-EF, um outlier para o grupo CO-SE.
N&o houve diferenca significativa da glicemia capilar entre os grupos no inicio do
experimento. O nivel da glicose capilar foi maior no meio do periodo experimental
para os animais dos grupos D-SE e D-EF quando comparado ao grupo CO-SE. E no
final do experimento a glicemia capilar foi maior para os animais D-SE e D-EF

guando comparados aos grupos controles.
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Figura 11. Glicemia capilar mensurada antes e ap0s a administracdo de estreptozotocina
(STZ) e no inicio do exercicio fisico. CO-SE= controle - sedentario (n=10), CO-EF= controle
- exercicio fisico (n=13), D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina- sedentario (n=10), D-
EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - exercicio fisico (n=12), HL-SE= dieta
hiperlipidica - sedentario (n=8). Os valores sédo apresentados como média + desvio padrao.
Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn's, *p <0,001 D-EF vs CO-SE; 1p<0,001 D-SE vs CO-SE.
ANOVA de um fator com pos-teste Tukey, T p <0,05 D-EF vs CO-SE e CO-EF; # p<0,05 D-
SE vs CO-SE e CO-EF.
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5.4. Ingestéo Caldrica e Eficiéncia Alimentar

Os valores médios da ingestdo caldrica (IC) sdo apresentados na tabela 1.
Foram retirados dois outliers do grupo D-SE, sendo um da 12 semana e outro da 72
semana.

Na comparagéo entre grupos nado houve diferenca significativa na ingestao
calorica na 12, 22, 42 e 72 semanas experimentais. Mas na 82 semana os valores da
ingestao caldrica foram maiores para os animais dos grupos controles (CO-SE, CO-
EF) quando comparados aos grupos experimentais (D-SE, D-EF, HL-SE). A ingestao
caldrica total (ICT) entre os grupos foi maior nos animais do CO-EF em relacdo ao

grupo D-SE e no grupo HL-SE em comparacéo aos demais (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores (média + desvio padrdo) da ingestdo calérica de ratos Wistar
divididos nos grupos CO-SE= controle- sedentario, CO-EF= controle- exercicio fisico,
D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - sedentario, D-EF= dieta hiperlipidica +

estreptozotocina - exercicio fisico, HL-SE= dieta hiperlipidica - sedentario.

Ingestao caldrica (kcal/g)

N 12e22sem N 43%8sem 78sem 82sem TOTAL

CO-SE 11 1,9+04 0,6+0,1 19+04* 7,8+1,2
25 1,8+0,6

CO-EF 14 1,9+0,4 0,6+0,1 1,9+0,3% 8,0+1,1%

D-SE 11 2,1+0,2 0,7+0,2 1,3+0,3 6,7+0,6

D-EF 32 2,0+0,7 13 2,2+0,4 0,6+0,4 1,5+0,2 7,915

HL-SE 8 2,304 0,4+0,1 1,3%+0,2 9,6+0,9 #

Teste ANOVA de um fator com pos-teste Tukey as diferencas estatisticas foram: * p<0,001
CO-SE vs D-SE, D-EF, HL-SE; 1 p<0,001 CO-EF e D-SE, D-EF, t p<0,05 CO-EF vs D-SE;
# p<0,05 HL-SE vs CO-SE, CO-EF, D-SE, D-EF.
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Na Tabela 2 sdo apresentados os valores referentes a eficiéncia alimentar
(EA). Foram encontrados no total trés outliers para os grupos CO-SE e CO-EF,
sendo excluidos da 22 e 42 semana do CO-SE, e um outlier da 22 semana do CO-EF.
Também foram encontrados trés outliers para os grupos D-SE e D-EF, sendo
excluidos um da 22 e 42 semana do grupo D-SE, e retirado da 8% semana para o
grupo D-EF

Na comparacédo entre grupos ndo houve diferenca significativa na eficiéncia
alimentar na 22 42 e 72 semanas experimentais. Na 82 semana o0s valores da
eficiéncia alimentar foram maiores para o grupo HL-SE em comparacao aos grupos
controles, e nos animais do D-EF em relacdo ao grupo CO-EF. A eficiéncia alimentar
total (EAT) entre os grupos foi maior para os animais D-SE e HL-SE quando

comparados aos animais dos grupos controles (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores (média + desvio padrao) da eficiéncia alimentar de ratos Wistar
nos grupos CO-SE= controle- sedentario, CO-EF= controle- exercicio fisico, D-SE=

dieta hiperlipidica + estreptozotocina- sedentario, D-EF= dieta hiperlipidica +

estreptozotocina - exercicio fisico, HL-SE= dieta hiperlipidica - sedentario.

Eficiéncia alimentar

N 22 sem N 42sem N 72sem N 82sem TOTAL
CO-SE 10 0,08+0,02 11 0,07+0,02 11 0,01+0,05 0,21+0,06
co-er 22 0088003 1, (08+002 14 006:0,02 14 001:007 0,22+0,07
D-SE 10 0,09+0,02 11 0,09+0,03 11 0,05+0,04 0,33+0,09%
D-EF 0,07+0,02 13 0,08+0,03 13 0,07+0,09" 0,31+0,11
32 0,11+0,04
HL-SE 7 0,09+0,03 8 0,08+0,02 8 0,12+0,03t 0,400,041

Teste ANOVA de um fator com o pés-teste Tukey as diferencas estatisticas foram: * p<0,05
D-EF vs CO-EF; 1 p<0,001, HL-SE vs CO-SE, CO-EF; £ p<0,05, D-SE vs CO-SE, CO-EF.
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5.5. Niveis Plasmaticos de 20-HETE e 14,15 EET/DHET

Na figura 12 estdo apresentados os niveis plasmaticos dos eicosanoides
derivados do acido araquidénico (14,15 EET/DHET e 20-HETE). Foram encontrados
quatros outliers nos acidos 14,15 DHET, apenas excluidos um outlier aos grupos
CO-SE, CO-EF, D-EF e HL-SE. Nao houve outliers para os acidos EET e 20-HETE.

N&o houve diferenca significativa em nenhuma analise (Figura 12).
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Figura 12. Niveis plasméticos dos eicosandides derivados do &cido araquidénico (14,15
DHET/EET e 20-HETE). CO-SE= controle - sedentario, CO-EF= controle - exercicio fisico,
D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina - sedentario, D-EF= dieta hiperlipidica +
estreptozotocina - exercicio fisico, HL-SE= dieta hiperlipidica - sedentario. Os valores sao
apresentados como média *+ desvio padrao.
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5.6. O Efeito do protocolo de indug&o ao DM2 sobre o tecido renal

Na figura 13 pode-se observar a fotomicografia renal de acordo com o grupo
experimental. Os resultados demonstram que o protocolo ndo foi eficiente para
acarretar lesdo e comprometimento dos glomérulos (setas), tubulos renais (estrelas)

e capsula de Bownan (*).
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Figura 13. Fotomicrografia dos rins dos animais dos grupos. CO-SE= controle + sedentario
(A), CO-EF= controle + exercicio fisico (B), D-SE= dieta hiperlipidica + estreptozotocina -
sedentario (C), D-EF= dieta hiperlipidica + estreptozotocina -exercicio fisico (D), HL-SE=
dieta hiperlipidica + sedentario (E). Nenhuma lesdo ou comprometimento nos tecidos foram
observados. Os glomérulos sdo indicados pelas setas, tabulos renais pelas estrelas e
capsula de Bownan (*); Hematoxilina-eosina (Aumento de 40x, barra = 50 pm.).
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5.7. Correlacdes

Conforme apresentado na tabela 3, as variaveis gordura abdominal e
eficiéncia alimentar total associaram-se com 0s niveis plasmaticos de TGL, VLDL,
HDL e glicemia capilar final no grupo CO-SE. Neste grupo houve também
correlagdes positivas entre o ganho de massa corporal com os niveis plasmaticos de
TGL, VLDL, HDL. No grupo CO-EF, a gordura abidominal ndo se correlacionou com
os indicadores bioquimicos, mas o ganho de massa corporal correlacionou-se
positivamente com os niveis plasmaticos de TGL, VLDL e glicemia capilar final.
Também houve correlagBes positivas entre ingestdo cal6rica total e os niveis
plasmaticos de TGL, VLDL e a glicemia capilar final (Tabela 3).

Em relacdo aos grupos experimentais, no grupo D-SE foram encontradas
correlagdes positivas entre gordura abdominal e os niveis plasméaticos de TGL, VLDL
e glicemia capilar final, entre ingestéo calorica total e os niveis plasmaticos de HDL e
a glicemia capilar final (Tabela 3), de forma similar aos grupos controle (CO-SE e
CO-EF), assim como no grupo D-EF, no qual houve associacdes positivas entre
gordura abdominal e os niveis plasmaticos de TGL, VLDL e glicemia capilar do meio
do experimento. No entanto, foram encontradas associacdes negativas entre
gordura abdominal e glicemia capilar do inicio do experimento. As variaveis ganho
de massa corporal e ingestéo caldrica total também foram associadas positivamente
entre os niveis plasmaticos de TGL, VLDL e HDL e a glicemia capilar do meio e final
do experimento (tabela 3). Por outro lado, no grupo HL-SE foi encontra apenas
associacao positiva entre gordura abdominal e o ganho de massa corporal (tabela 3).
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Tabela 3. Associacdes entre as variaveis investigadas. Gordura abdominal (GA),
glicemia em jejum, niveis plasmaticos de triglicérides livres (TGL), lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e densidade alta (HDL), ingestdo caldrica total (ICT),
ganho de massa corporal (GM), eficiéncia alimentar total (EAT) e glicemia capilar
nos grupos CO-SE= controle- sedentario, CO-EF= controle- exercicio fisico, D-SE=
dieta hiperlipidica+ estreptozotocina- sedentédrio, D-EF= dieta hiperlipidica+

estreptozotocina- exercicio fisico, HL-SE= dieta hiperlipidica- sedentario.

Glicemia Glicemia Glicemia

fé}ﬁfnmia TGL  VLDL HDL  Capilar  Capilar  Capilar

Inicio Meio Final

GA 0,510 0,773 0,773 0,636 -0,383 0,126 0,761

GM 0,244 0,651° 0,651 0451 -0,112  -0,176 0,457

COSE ot 0,296 0,164 0,164 0,264 -0,178 0,176 0,169
EAT 0,183 0,861° 0,861 0,779° -0,571 0,210 0,669°

GA 0,508 0,582 0,582 0,566 -0,294  -0,352 0,469

GM 0,403  0,609° 0,609° 0,615 -0,394  -0,160  0,631"

COFF et 0,572  0,736° 0,736° 0,448 -0,298 0,074 0,758"
EAT 0,323 0,441 0441 0,357 -0,443  -0,003 0,104

GA 0,092 0,745 0,745 0,248 -0,539  0,750° 0,650

GM 0,064 0,273 0,273 0,064 -0,406  -0,018 0,243

OSE ot 0,578 0,382 0,382 0,636 -0,351 0,285 0,636
EAT 0433 0,219 0219 0251 -0,267 0,432 0,371

GA 0,152 0,661° 0,661 0,552 -0,607 0,741 0,614

GM 0,046 0,774° 0,774° 0,692° -0256 0,571 0,715

OEF et 0,097 0,893 0,893 0,832° -0,382  0,659° 0,674
EAT 0,065 0,292 0,292 -0,014 -0,035 0,366 0,301

GA 0,000 0,214 0,214 -0,667 -0,487  0,929° 0,333

GM 0,048 0,179 0,179 -0,524 0,126 0,667 0,262

ALSE or 0,000 0,179 0,179 -0,048 0,126 0,667 0,262
EAT -0,048  -0,143 -0,143 -0,024 0,180 0,071 0,214

Correlagdo de Spearman, * p<0,05.
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Na tabela 4 estdo apresentadas as correlagbes entre o perfil lipidico e a
glicemia em jejum e a capilar de cada grupo. Nos grupos CO-SE, CO-EF e D-EF
foram encontradas associacfes positivas entre os niveis plasmaticos de HDL e a
glicemia capilar do final do experimento. No entanto, foram encontradas associacdes
negativas entre HDL e a glicemia capilar do inicio do experimento no grupo CO-SE,
e entre HDL e a glicemia capilar final do experimento no HL-SE. Foram também
encontradas correlagdes positivas entre os niveis plasmaticos de TGL, VLDL e a
glicemia capilar final no grupo D-SE. Entre TGL, VLDL e glicemia capilar do meio do

experimento para o grupo D-EF (Tabela 4).
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Tabela 4. Associacfes entre as varidveis investigadas. Triglicérides livres (TGL),
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e densidade alta (HDL, glicemia em
jejum e glicemia capilar nos grupos CO-SE= controle- sedentario, CO-EF= controle-
exercicio fisico, D-SE= dieta hiperlipidica+ estreptozotocina- sedentario, D-EF= dieta

hiperlipidica+ estreptozotocina- exercicio fisico, HL-SE= dieta hiperlipidica-

sedentario.
Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia
Jejum Capilar Inicio  Capilar Meio Capilar Final
TGL 0,182 -0,506 0,100 0,560
CO-SE VLDL 0,182 -0,506 0,100 0,560
HDL 0,451 -0,697* 0,360 0,733*
TGL -0,409 -0,342 -0,293 0,473
CO-EF VLDL  -0,409 -0,342 -0,293 0,473
HDL -0,261 -0,744* -0,397 0,650*
TGL 0,310 -0,638* 0,406 0,745*
D-SE VLDL 0,310 -0,638* 0,406 0,745~
HDL 0,365 -0,214 0,127 0,382
TGL -0,308 -0,508 0,620* 0,561
D-EF VLDL -0,308 -0,508 0,620* 0,561
HDL -0,285 -0,215 0,392 0,681*
TGL -0,250 0,580 0,214 0,571
HL-SE VLDL -0,250 0,580 0,214 0,571
HDL 0,333 -0,018 -0,810* -0,024

Correlacdo de Spearman, * p<0,05.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo testamos varias hipoteses. A primeira foi se a dieta
hiperlipidica poderia induzir o DM2 sem a administracdo de streptozotocina (STZ).
De acordo com nossos resultados consideramos que nossa hipotese 1 foi
corroborada, pois a dieta hiperlipidica causou um efeito metabdlico similar ao do
grupo induzido pelo protocolo da Mansor et al. (2013) e o que ocorre durante o
desenvolvimento do DM2 em humanos.

Conforme esperado, os animais que foram submetidos ao protocolo de
inducédo ao DM2 com dieta hiperlipidica associada a estreptozotocina (STZ) (D-SE e
D-EF) apresentaram maior ganho de massa corporal e de gordura abdominal,
glicemia em jejum e capilar acima dos parametros de normalidade (GHEIBI;
KASHFI; GHASEMI, 2017; MANSOR et al., 2013). Nao encontramos alteracdes
significativas no perfil lipidico, pois TGL e VLDL foram similares aos grupos controle.

De forma similar aos grupos D-SE e D-EF, os animais sedentarios que
receberam apenas dieta hiperlipidica (HL-SE) apresentaram as mesmas alteracfes
encontradas nos animais dos grupos induzidos ao DM2, tais como: maior ganho de
massa corporal, maior concentracdo de gordura abdominal, maior glicemia em jejum,
em comparacdo aos grupos controles. Além disso, apresentaram dispilidemia
caracterizada pelo aumento da concentragcédo plasmatica de triglicerideos (TGL) e da
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), alteracdbes que ndo foram
encontradas nos animais dos grupos D-SE e D-EF.

Nossos resultados nos grupos submetidos aos protocolos de indugdo ao
DM2, com ou sem STZ, estdo de acordo com outros estudos que relatam que o
sedentarismo quando acompanhado de alta ingestdo de uma dieta hipercalérica e
hiperlipidica direciona & anormalidades nos niveis de lipideos séricos e ao aumento
da gordura corporal e consequentemente da deposi¢cdo de lipideos em tecidos
ectopicos que prejudica a capacidade de acdo da insulina (BRONS; GRUNNET,
2017; MORALES; BUCAREY; ESPINOSA, 2017). Como utilizamos dieta
hiperlipidica para a indu¢cdo do DMZ2, supomos que a evolucdo do quadro
apresentado esteja associado ao processo de lipotoxicidade (BR@NS; GRUNNET,
2017), no qual o tecido adiposo atinge o limite maximo de expansdo e deixa de
armazenar os lipideos de forma eficiente, acarretando no depdsito intracelular de

lipideos em tecidos ndo especializados, e desencadeando defeitos na sinalizacéo da
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insulina, capacidade mitocondrial e lesGes teciduais (ALWAHSH et al., 2017,
ERTUNC; HOTAMISLIGIL, 2016; FU et al.,, 2009; FUKUSHIMA; LOPASCHUK,
2016; GOODPASTER et al., 2001; GUILHERME et al., 2008).

Nossa hipotese € suportada pela literatura, pois tem sido defendido que o
aumento do fluxo de AGL para os tecidos periféricos, como musculo esquelético,
eleva a demanda de enzimas envolvidas na sintese de TGL. A enzima diacilglicerol-
aciltransferase (DAGT) catalisa o ultimo passo da via monoacilglicerol- diacilglicerol-
triacilglicerol e qualquer falha na sintese dos TGL pode promover aumento de
diacilglicerol (DAG) intracelular (CHEOL et al., 2007; LIU et al., 2007). Conforme a
figura 14, o DAG elevado ativa a proteina-cinase C (PKC) que estimula a
fosforilacdo da serina do IRS-1, tornando-o resistente de ser fosforilado em tirosina,
e impedindo a transmissdo do sinal de insulina, como resultado a absorcdo de
glicose e a resisténcia a insulina é instalada (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN,
2014; BRONS; GRUNNET, 2017; DROSATOS, 2016; ERTUNC; HOTAMISLIGIL,
2016; MORALES; BUCAREY; ESPINOSA, 2017; SAMUEL; PETERSEN;
SHULMAN, 2010; YU et al., 2002).
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Figura 14: Resisténcia a insulina - lipotoxicidade. O acumulo de AGL, acompanhado da
baixa capacidade oxidativa e falha na sintese dos TGL promove o excesso de DAG, esta
molécula ativa a PKC, que estimula a fosforilacdo da serina do IRS-1 e impede a
transmissé@o do sinal de insulina. PKC: proteina cinase C; IRS1: substrato do receptor de
insulina; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; GLUT4: transportador de glicose tipo 4; TGL:
triacilglicerol; DAG: diacilglicerol; DAGT: diacilglicerol aciltransferase; ATP: adenosina
trifosfato; AGL: acidos graxos; a: subunidades alfa do receptor de insulina, B: subunidades
beta do receptor de insulina; T indica inibicdo. Adaptado de Chokshi et al. (2012).
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Nossa segunda hipétese, de que o aumento da ingestdo caldrica e da
eficiéncia alimentar (por meio da dieta hiperlipidica), contribuiria para o aumento da
gordura corporal e do processo de lipotoxicidade, alteraria as proporcbes dos
eicosanoides nédo foi evidenciada. Em nossas andlises encontramos resultados que
demonstraram que a eficiéncia alimentar foi maior nos grupos D-SE e HL-SE, mas
nao encontramos diferencas entre 0s grupos nas proporcdes dos eicosanoides que
pudessem sustentar nossa hipétese inicial.

Em relacdo ao comportamento alimentar, os horménios leptina e insulina
regulam, a longo prazo, a ingestdo alimentar e o gasto energético, promovendo o
equilibrio da massa corporal. Mediante a ingestao de dieta com alto teor de gordura,
tem sido descrito que o aumento da concentracdo plasmatica de AGL dificulta o
transporte da insulina e leptina pela barreira hematoencefalica o que prejudica o
processo de sinalizacdo desses horménios no nucleo arqueado, resultando em
aumento da ingestdo caldrica e diminuicdo do gasto energético que resulta em
aumento da eficiéncia alimentar (EL-HASCHIMI et al., 2000; KAIYALA et al., 2000).
Ao longo do experimento os animais dos grupos controle mantiveram a ingestéao
calérica, enquanto, os grupos que consumiram dieta hiperlipidica, tiveram uma
reducdo da ingestdo cal6rica durante o periodo de experimento. Apesar de nao
termos detectado aumento da ingestdo calérica em todos os grupos alimentados
com dieta hiperlipidica, a eficiéncia alimentar foi maior nos grupos D-SE e HL-SE.

Ja em relagdo aos acidos 14,15 EET/DHET e 20 HETE uma sugestao para
nao termos encontrado diferencas nas concentracdes plasmaticas dos ecoisanoides
€ o curto periodo experimental do presente estudo, pois no estudo de Liu et al.,
(2012) foi descrito o aumento na expressdo da enzima sSEH no figado de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica em longo prazo (16 semanas),
mas nao foi notado esse efeito em um protocolo com periodo mais curto de oferta de
alimentos gordurosos aos animais (8 semanas) (LIU et al., 2012). N&o descartamos,
contudo, a suposi¢cdo de que possa ter ocorrido algum erro metodoldgico durante o
processo de extracdo dos acidos, pois os valores dentro de um mesmo grupo Sao
muito discrepantes, com elevados desvios padrdes, apesar da remocéo dos outliers.
Apesar do exposto, na média, os valores plasmaticos de 14,15 DHET e 14,15 EET
foram similares ao do presente estudos em animais de grupos controles (CAl et al.,
2013; CHEN et al., 2015; DAl et al., 2017; GUO et al., 2018).
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Estudos com inibidores do gene da enzima sEH em ratos tém fornecido
evidéncias favoraveis para sua influéncia sobre a homeostase da glicose, seja pelo
aumento da secrecdo de insulina (LUO et al., 2010), na melhora da sensibilidade a
insulina (LURIA et al.,, 2011), ou pela inibicAo apoptética de células beta
pancreaticas (CHEN et al., 2013).

Nossa investigacdo do efeito do DM2 e da ingestdo de dieta hiperlipidica
sobre a integridade morfolégica dos rins de ratos Wistar também né&o retornou
resultados que possam sustentar nossa hipoétese inicial, pois ndo detectamos lesées
ou comprometimento dos glomérulos e tdbulos renais nos grupos. Dissard et al.
(2013) investigaram ratos com sindrome metabdlica apés oito meses de dieta com
alto teor de frutose e gordura e constataram lesdes renais com hiperfiltracdo
glomerular moderada, juntamente com um aumento na inflamacdo renal.
Similarmente, Jiang et al. (2005) identificaram o acumulo de lipideos nos tecidos
renais, nos animais que desenvolveram glomeruloesclerose induzida pela obesidade
e pela dieta hiperlipidica em dozes semanas experimentais. Dessa forma, supomos
gue um protocolo mais longo nos permitiria visualizar tais alteracdes renais.

Adicionalmente, Elmarakby et al. (2011) investigaram a delecédo do gene da
sEH em ratos com DM induzido por estreptozotocina, e observaram a melhora na
funcdo endotelial, na reducdo da inflamacdo e na lesdo renal decorrentes do
diabetes. Por isso, tem recebido muita atencédo no progresso da lesédo vascular renal
(CHEN et al., 2011; KIM et al., 2015). Assim, a inibicdo da enzima sEH pode ser uma
alternativa para o equilibrio de EETs em individuos com diabetes mellitus (HARRIS;
HAMMOCK, 2013; ROCHE et al.,, 2015) e uma alternativa para o tratamento
farmacoldgico para a doenca.

Finalmente, em relacéo ao teste do efeito do exercicio fisico moderado sobre
as alteracdes metabdlicas e sobre os eicosanoides, produtos do acido araquiddnico,
causadas pelo DM2 e pela dieta hiperlipidica podemos considerar que o EF foi
eficiente somente para aumentar as concentragdes de HDL dos animais exercitados
em comparacdo aos sedentarios. Apesar de ter sido demonstrado em outros
estudos que o exercicio fisico pode reverter a condicdo causada pelo pré-diabetes
ou melhorar o controle glicémico e lipidico em pessoas com DM2 (BRADBURY et
al., 2017; LU et al., 2016).

Nos animais do grupo D-EF, o exercicio fisico ndo reverteu o ganho de

massa e 0 acumulo de gordura abdominal, e ndo modificou a ingestéo calorica total
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(ICT) e a eficiéncia alimentar total (EAT). Nesse grupo a glicemia de jejum e capilar,
apos a injecdo de STZ, foi significativamente superior quando comparada aos
grupos CO-SE e CO-EF, o que pode facilmente ser justificado pela destruicdo das
células beta e reducao abrubta da secrecao de insulina. A deficiéncia e/ou auséncia
da insulina compromete o influxo de glicose para as células e ativa a gliconeogénese
hepética. A gliconeogénese hepatica como qualquer outra via metabdlica é regulada
por reguladores alostéricos, regulacdo hormonal e regulacdo transcricional,
principalmente de enzimas chaves como a fosfoenolpruvato-carboxicinase (PEPCK)
e (glicose-6-fosfatase (GIRALT et al., 2018). Em individuos ndo diabéticos a
gliconeogénese hepética e a lipogénese sdo vias reguladas reciprocamente, no
entanto, no individuo diabetético ambas as vias metabdlicas supracitadas ocorrem
simultaneamente, ocasionando hiperglicemia e dislipidemia (BROWN; GOLDSTEIN,
2008).

No grupo D-EF as correlagbes positivas entre glicemia capilar e ganho de
massa corporal (GM) e ICT nos levam a concluir que o exercicio fisico moderado
nao teve o efeito esperado sobre o controle glicémico e no comportamento
alimentar, quando associado a ingestdo de dieta hiperlipidica. As correlacdes
positivas entre GM e TGL nos permitem inferir que o GM foi principalmente um
ganho de gordura e que o exercicio fisico moderado ndo foi capaz de reverter, ou
seja, a dieta hiperlipidica foi determinante no grupo D-EF. No grupo D-EF foi
encontrado uma correlacdo positiva entre a glicemia capilar versus HDL, o que néo
era esperado, ja que anormalidades nos niveis séricos dos lipideos, como aumento
do TGL, VLDL e LDL e diminuicdo do HDL sao frequentementes associadas ao DM2
(EBARA et al., 2017). A associacdo inexplicavel entre os parametros de HDL e a
hiperglicemia nos animais do grupo D-EF precisam ser reavaliada com mais cautela.

Por outro lado, nos animias do grupo HL-SE houve uma correlagéo negativa
entre glicemia capilar e HDL, o que mimetiza as condi¢bes fisiopatolégicas
encontrada nos pacientes com DM2 (EBARA et al., 2017; LIN et al.,, 2018).
Estudando a associagéo inversa de hiperglicemia e HDL em pacientes com DM2,
Ebara et al, (2017) observaram que o baixo nivel de HDL nesses pacientes esta
associado a um alto risco de complica¢gdes trombdticas e desenvolvimento de placas
de aterosclerose. O transporte do HDL é um transporte reverso, essa lipoproteina
transporta o excesso de colesterol das paredes dos vasos sanguineos para o figado

para ser degradado. Segundo Lin et al, (2018) a relacdo entre TGL/HDL é um



56

7

marcador para avaliar resisténcia a insulina e diabetes, sendo que nos casos
supracitados essa relacdo seria baixa, 0 que nos permite sugestionar
assertivamente que apesar de apenas a glicemia de jejum (e ndo a capilar) dos
animais do grupo HL-SE ter sido significativamente maior do que do grupo CO-EF,
esses animais apresentaram uma baixa relacdo TGL/HDL, podendo sim, ser usado
com um modelo confidvel para o estudo do DM2.

Em contrapartida, quando associado a dieta equilibrada, notamos o efeito
benéfico do exercicio fisico nos animais do grupo controle exercitado (CO-EF). Os
animais deste grupo apresentaram maior concentracdo plasmatica de lipoproteina
de alta densidade (HDL) quando comparado aos grupos CO-SE e D-SE, esta
associacao foi similar as do grupo D-EF. Observamos que a ingestédo caldrica total
(ICT) do grupo CO-EF foi maior quando comparada ao grupo D-SE. O aumento da
ICT nos animais supracitados provavelmente esta associado ao exercicio fisico e a
dieta balanceada que apresentava um valor energético 72% menor que a dieta
hiperlipidica. Com relacdo ao GM e GA nos grupos controle, o exercicio fisico ndo
influenciou. Assim, os animais do grupo CO-EF né&o atingiram alteracbes
significativas em termos de composicdo corporal e glicémica, consideramos estes
animais estao dentro dos parametros de normalidade (LIMA et al., 2014).

Como efeito do exercicio fisico, pode-se obter 0 aumento do transporte de
acidos graxos para as células musculares, e pela necessidade energética eleva a f3-
oxidacdo, como consequéncia reduz os niveis de TGL e VLDL no plasma (SIGAL et
al., 2004; ZHANG et al., 2018). O gasto energético melhora a capacidade oxidativa
das mitocondrias para a geracdo de energia (WANG; XU, 2017). Tem sido descrito
gue a pratica regular de exercicio fisico pode promover a vasodilatacdo, formacao
de novos vasos sanguineos e reducdo da resisténcia vascular periférica, sendo,
portanto, eficiente para o tratamento da hipertenséo arterial (IRIGOYEN et al., 2003),
importante co-morbidade do DM2 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016,
2017).

Adicionalmente, no musculo estriado esquelético resistente a insulina, o
exercicio fisico aumenta a absorcédo de glicose ao induzir o aumento da expressao
da calmodulina-cinase dependente de calcio (CaMK) e da proteina-cinase ativada
por adenosina monofosfato (AMPK). A contragdo muscular ativa a CaMK pelo influxo
de célcio disparado pela despolarizagdo da membrana plasmatica e pela liberacédo

de calcio do reticulo sarcoplasmatico, como também desencadeia a ativacdo da
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AMPK por meio de alteragdes no status energético. Estas proteinas estdo
envolvidas na ativagcdo de moléculas intermediarias da cascata insulinica que
permitem a translocacdo do transportador de glicose isoforma 4 (GLUT4) para a
membrana dos midcitos (DOS SANTOS et al., 2015).

No controle da ingestédo alimentar, tem sido aventado que o exercicio fisico
moderado pode reduzir a ingestao alimentar, por meio do controle da hiperleptinemia
e da hiperinsulinemia que tornam ineficiente a acdo desses hormdnios na regulacao
da massa corporal (BENITE-RIBEIRO; SANTOS; DUARTE, 2014). Apesar disso, no
presente estudo os animais do grupo dieta hiperlipidica com STZ ndo apresentaram
diferenca estatistica na ingestéo caldrica total.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente estudo concluimos que o protocolo para
a inducdo do DM2 sem o0 uso de estreptozotocina é adequado para simular, em um
modelo animal, o desenvolvimento da doenca da mesma forma que ocorre em
humanos. Sugerimos que um protocolo mais longo, de inducdo ao DM2, seja
eficiente para promover todas as alteragcbes metabdlicas, comportamentais (de
ingestdo calorica), morfolégicas e, inclusive, as comorbidades encontradas em
individuos que tenham DM2 sem controle glicémico eficiente ao longo dos anos. Nao
detectamos alteragBes nas concentracdes dos eicosandides 14,15 EET/DHET e 20
HETE nos animais submetidos aos protocolos de indu¢do ao DM2, provavelmente
por causa da curta duracao do periodo experimental. O exercicio fisico foi eficiente
em melhorar o perfil lipidico mesmo nos animais induzidos ao DM2, mas néo

demonstrou efeito nos demais parametros avaliados.
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Entldade Financladora Natureza do Valor, Data Iniclo Data Fim
Financiamento

Financlado
?onuho Nacionat de Desanvolvimante Cientifico @ Auxiio Financeira RS 20.000,00

\CPF "&«.z Categoria

127.328 88882

SANDRA APARECIDA BENITE RIBEIRO DOCENTE

004,771 .431-05

VALKIRIA ALVES DE LIMA RODRIGUES

DISCENTE

| 000 000 000-00
050,462 268-85

JULIA MATZENBACHER DOS SANTOS

EXTERNO

[DENISE SILVA DE OLIVEIRA

DOCENTE

o =R =4 =

| 186,447 078-03. MARCOS LAZARG MORELI DOCENTE
050.253 63144 Ixmu LAUANY LUCAS LIMA DISCENTE
2014 [

Atividades Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez
10. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

ANALISES

ANALISES DOS
DADCS

20. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

B &IS&S

uA SES
ANALISES DOS
RESULTADOS

PVEPA%AO Dos

-

Allvidades Jan

10. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

&I&S

ANALISES DOS
DADCS

20, PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

| siomes

z ms&s
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ANALISES DOS
RESULTADOS

PHEPA% DOS

2016

Atividades

Jan

Fev

10. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

AT

ANALISES DOS
DADOS

20, PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

BOGUACAS

BOGUAICAS

ANALISES DOS
RESULTADOS

mspm DOS

2017

Atlvidades

Jan

Fov

10. PROTOCOLO
EXPERMENTAL

8

| sdus

ANALISES DOS
DADOS

20. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

ANALISES
BIOGU

BI0GUNCAS

ANALISES DOS
RESULTADOS

e gos "

201

Atividades

Fev

10 PROTOCOLO
EXPERBMENTAL

Jun | Jul

ANALISES
BIOQUIMICAS

ANALISES DOS
DADCS

20. PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

ANALISES
BIOQUIMICAS

BIOGUAMCAS

ANALISES DOS
RESULTADOS

ME%A@(& DOs

|Histérico do Projeto

Data Sltuagio

Usuarlo

18/05/2018 GRAVADO

SANDRA APARECIDA BENITE RIBEIRO / sandrabanite

19062018 SUBMETIODO

SANDRA APARECIDA BENITE RIBEIRO / sandrabarite

27/08/201E EM ANDAMENTO

BRUNA JUNQUEIRA RIBEIRO / bru
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