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RESUMO
A doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) & definida como uma
condicao clinica que engloba um espectro de lesbes hepaticas, caracterizadas
inicialmente pelo acumulo de gordura nos hepatécitos e pode evoluir para
doencas hepéticas mais graves. A DHGNA ¢é considerada a manifestacao
hepatica da sindrome metabdlica (SM) e tem crescido de forma alarmante
especialmente devido ao consumo excessivo de agucares na dieta
contemporanea. Nesse contexto, evidéncias na comunidade cientifica tém
sugerido a pratica de atividade fisica como estratégia na prevencao e tratamento
de doencgas cronico-degenerativas como a SM e a DHGNA. Este trabalho tem
como objetivo avaliar os efeitos do treinamento resistido como pratica de controle
da DHGNA induzida por dieta rica em sacarose em ratos. Para isso, foram
utilizados ratos Wistar machos com 21 dias de idade, divididos em dois grupos,
um grupo recebeu ragao padrao (grupo CTR; n=12) e o outro, ragédo rica em
sacarose (grupo DRS; n=12), apds 16 semanas estes grupos foram divididos em
4 subgrupos (n=6/grupo): CTR nao treinado; CTR-T submetido ao treinamento
resistido (CTRT); DRS nao treinado; e DRST submetido ao treinamento resistido.
Todos grupos foram acompanhados por 4 semanas. Foram avaliados nestes
animais o desenvolvimento ponderal, consumo de ragdo, desenvolvimento de
obesidade, dosagens bioquimicas (glicemia, triglicerideos, colesterol total,
tolerancia a glicose e resisténcia a insulina), histologia e marcadores de dano
hepatico (dosagem de AST e ALT e estresse oxidativ). O grupo DRS se mostrou
com marcante obesidade central, aumento de peso, hipertrigliceridemia,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e desenvolveu esteato-hepatite ndo
alcodlica. Os resultados demonstram que treinamento foi capaz de atenuar o
quadro sindrémico dos animais, evidenciando reducdes de triglicerideos séricos
e tecido adiposo visceral e melhorando o quadro de resisténcia a insulina.
Associado a isto, o treinamento foi eficaz ao impedir a instalagdo de graus mais
severos da DHGNA demonstrando evidentes redugbes dos parametros
inflamatérios hepaticos e balonizacdo. Este trabalho demonstra que o consumo
de sacarose induziu o surgimento de alteracbes metabdlicas caracteristicas da



DHGNA e SM, bem como uma expressiva melhoria dos parametros metabdlicos

em animais submetidos ao treinamento resistido.
Palavras-chave: DHGNA. Sindrome metabdlica. Dieta rica em sacarose.

Treinamento resistido.



ABSTRACT
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is defined as a clinical condition that
encompasses a spectrum of liver damage, initially characterized by accumulation
of fat in hepatocytes and may progress to more severe liver disease. DHGNA is
considered the liver manifestation of the metabolic syndrome (MS) and has grown
at an alarming rate especially due to the excessive consumption of sugars in the
contemporary diet. In this context, evidence in the scientific community has
suggested the practice of physical activity as a strategy in the prevention and
treatment of chronic-degenerative diseases such as MS and NAFLD. This work
aims to evaluate the effects of resistance training as a practice of control of
NAFLD induced by diet sucrose rich in rats. For this, 21-day-old male Wistar rats
were divided into two groups, one group received standard ration (CTR group: n
= 12) and the other, sucrose-rich ration (DRS group n = 12) after 16 weeks these
groups were divided into 4 subgroups (n = 6 / group): untrained CTR; CTR-T
submitted to resistance training (CTRT); Untrained DRS; and DRST submitted to
resistance training. All groups were followed up for 4 weeks. The development of
obesity, biochemical measurements (glycemia, triglycerides, total cholesterol,
glucose tolerance and insulin resistance), histology and markers of liver damage
(AST and ALT dosage and oxidative stress). The DRS group showed markedly
central obesity, weight gain, hypertriglyceridemia, glucose intolerance, insulin
resistance, and developed non-alcoholic steatohepatitis. The results demonstrate
that training was able to attenuate the syndromic picture of the animals,
evidencing reductions of serum triglycerides and visceral adipose tissue and
improving the insulin resistance. Associated with this, the training was effective
in preventing the installation of more severe degrees of NAFLD, demonstrating
evident reductions in inflammatory parameters and ballooning. This work
demonstrates that the consumption of sucrose induced the appearance of
metabolic alterations characteristic of DHGNA and SM, as well as an expressive

improvement of metabolic parameters in animals submitted to resistance training.

Keywords: NAFLD. Metabolic syndrome. Sucrose rich-diet in. Resistance

training
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tém se observado uma marcante alteracao do perfil
antropométrico da populacdo, principalmente em paises em desenvolvimento,
caracterizada pela reducao do numero de desnutridos e aumento dos casos de
sobrepeso e obesidade (Bhurosy e Jeewon, 2014). Este fendmeno pode ser
atribuido principalmente ao padrédo dietético atual, marcado pelo aumento da
ingesta de dietas desbalanceadas ricas em acucares (refrigerantes e bebidas
acucaradas) e gorduras (fast foods) associados a menor pratica de atividade
fisica (Bray e Popkin, 2014). O sedentarismo associado as mudancgas negativas
nos padrdes dietéticos demonstram forte relagdo com o aumento da incidéncia
de sindrome metabdlica (SM) (Poti et al., 2017).

A SM é definida como um conjunto de disfuncbes metabdlicas
interconectadas que aumentam o0s riscos para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (Alberti et al., 2009). Morbidades
como obesidade central, resisténcia a insulina (Rl), dislipidemia aterogénica,
hipertensao e disturbios trombéticos sao as principais alteracdes fisiopatolégicas
gue compdem esta sindrome (Hoffman et al., 2015). Todas estas disfungdes séo
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento da doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (Gastaldelli, 2010; Kim et al., 2018), assim
como a DHGNA é considerada um fator predisponente para o desenvolvimento
dos componentes da SM (Lonardo et al., 2018).

A Associacdo Americana de Estudo de Doengas Hepaticas define a
doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica (DHGNA) como uma condic¢ao clinica
de fisiopatologia complexa e multifatorial, que engloba um espectro de lesdes
hepaticas caracterizadas inicialmente pelo acumulo de gordura nos hepatécitos
em quantidades superiores a 5-10% do peso, na auséncia de alcoolismo crénico,
infeccbes virais e outras doencas hepaticas (e.g. doenca de Wilson e
hipobetalipoproteinemia) (Tiniakos et al., 2010).

A prevaléncia de DHGNA tem aumentado globalmente e € caracterizada
por muitos pesquisadores como a manifestacdo hepatica da sindrome
metabodlica (SM) (Ahmed, 2015; Younossi et al, 2016). Estima-se que a
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prevaléncia da DHGNA na populacdo geral é de aproximadamente 25,4%,
entretanto este percentual pode se elevar exponencialmente em individuos com
disfungbes metabdlicas pré-existentes. Por exemplo, em individuos diabéticos
esta prevaléncia eleva-se para 45-85% e entre obesos (indice de massa corporal
acima de 30 Kg/m?) para cerca de 80 a 95% (Sayiner et al., 2016; Dai et al.,
2017). Nesse contexto, estudos destacam a importancia de tratar essa disfungéao
como um problema de saude publica (Younossi et al., 2018).

A DHGNA engloba um grande numero de morbidades hepaticas,
ordenadas segundo a gravidade da condi¢ao clinica. Normalmente, ela se inicia
com uma esteatose simples (acumulo de gordura hepatica e auséncia de outras
lesbes) e pode evoluir para uma esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), um
quadro clinico mais grave caracterizado por esteatose com infiltrado inflamatério
e balonizagao com ou sem presenca de fibrose. A EHNA é uma etapa relevante
para o desenvolvimento de doencas hepaticas mais graves, como cirrose,
faléncia hepatica e carcinoma hepatocelular (Tiniakos et al., 2010; Marengo et
al., 2016).

A génese da DHGNA ainda n&o esta totalmente esclarecida. Sabe-se
que fatores genéticos, sbécio demograficos, habitos de vida, dietas
desbalanceadas e sedentarismo, sao fatores de risco que aumentam as chances
para o desenvolvimento de DHGNA, e de forma mais recente, estudos tém
sugerido que insultos nutricionais (especialmente consumo excessivo de
acucares) e os consequentes desfechos metabdlicos do consumo possuam um
impacto direto sobre o desenvolvimento da doencga (Fierbinteanu-Braticevici et
al., 2017).

O impacto do consumo excessivo de agucares sobre 0 desenvolvimento
de DHGNA e disfuncbes da SM é muito preocupante, especialmente pelo
expressivo crescimento do consumo destes agucares na dieta contemporanea
(Bray et al., 2004). Neste contexto, cerca de 23,4 % da populagdo adulta
brasileira e 14,4% da maranhense consomem diariamente agucares de adicdo
(e.g. sacarose e frutose) na forma de edulcorantes em alimentos processados e
refrigerantes (Claro et al., 2015), porcentagens estas muito superiores ao
preconizado pela OMS (Levy et al., 2012).

Somando a este consumo elevado, uma série de evidéncias demonstra

uma correlagdo direta entre o consumo destes agucares e o desenvolvimento de
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desordens metabdlicas, como obesidade, hipertrigliceridemia, DHGNA e
resisténcia a insulina (Kanarek e Orthen-Gambill, 1982; Kanazawa et al., 2003;
De Moura et al., 2009).

O consumo de agucares promove no figado um desregulagéo da sintese
de novo de lipideos (DNL), processo fisiolégico de conversao de carboidratos em
acidos graxos que serao esterificados a triacilglicerois ou exportados na forma
de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) (Wang et al., 2015). O excesso
de agucares promove uma sobrecarga da DNL, gerando um expressivo aumento
do conteudo intra-hepético de triglicerideos (esteatose) e uma exportagdo
excessiva de VLDL, que favorece o acumulo ectépico de lipideos no musculo e
no figado, favorecendo a instalagcao do quadro de Rl periferica (Hein et al., 2010).
Durante a desregulagéo da DNL ocorre a sobrecarga da -oxidagao mitocondrial,
estresse oxidativo, dislipidemias e sinais inflamatoérios, que favorecem a
progressdo de um esteatose simples para uma esteato-hepatite (Abid et al.,
2009; Choi et al., 2017; Softic et al., 2017).

Individuos submetidos a dieta hipercal6rica (consistindo em doces,
sucos, refrigerantes agucarados) por 3 semanas apresentaram aumento de
massa corporea, triglicerideos séricos, acumulo de gordura ectépica hepatica e
maior expressao de marcadores da DNL, indicando que a gordura hepatica se
acumula avidamente durante o consumo de carboidratos e possui um papel
importante para desregulacdo da DNL na patogénese da DHGNA (Sevastianova
et al.,, 2012). Em ratos, o consumo de sacarose por 4 meses, levou ao acumulo
de gordura hepatica marcada por esteatose macro- e microvesicular, aumento
de enzimas envolvidas na sintese de lipideos e diminuigédo da (B-oxidagédo de
acidos graxos (Roncal-Jimenez et al., 2011).

Evidéncias na literatura cientifica tém demonstrado a importancia da
atividade fisica como estratégia ndo farmacoldgica na prevencao e tratamento
de doencas cronico-degenerativas associadas ao sedentarismo e obesidade
(Haskell et al., 2007). Tradicionalmente, o treinamento aerdbio tem sido o modelo
experimental de exercicio mais utilizado para estudo da interagéo da prética de
atividade fisica com morbidades associadas ao sedentarismo e obesidade, uma
vez que ja foi demonstrado que ele é eficiente para melhora da homeostase da
glicose e aumento da sensibilidade a insulina (Kim et al., 2014). Por outro lado,
estudos conduzidos pelo American College of Sports Medicine, tem
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demonstrado a relevancia do treinamento de forga no aumento da forga maxima
e resisténcia muscular, além de promover melhorias nas atividades dos sistemas
cardiovascular e enddcrino, do perfil lipidico e da composicao corporal (Mcardle
et al., 2001).

Neste sentido, o exercicio € um importante estimulo para promover o
aumento da sintese proteica e induzir adaptagdes celulares e teciduais, como
por exemplo, aumento de massa magra e do numero de mitocéndrias, além de
reduzir a sinalizacao pré-inflamatéria (Okada et al., 2004). No entanto, pouco se
sabe sobre a influéncia do treinamento resistido como medida de controle para
o desenvolvimento das manifestagbes hepaticas e sistémicas da sindrome
metabdlica. Nesta perspectiva, o presente estudo se propde a investigar o papel
do treinamento resistido como pratica de controle da sindrome metabdlica e
doenca hepética gordurosa n&o alcodlica induzida por dieta rica em sacarose em
ratos.

1.1 Justificativa

Mesmo com toda relevancia epidemiolégica da DHGNA e todos avangos
cientificos no entendimento da génese e fisiopatologia desta condicao clinica,
ainda sao escassas estratégias de profilaxia, controle e tratamento da
morbidade. Os farmacos disponiveis no mercado, que representam o principal
recurso terapéutico, possuem efeito modesto na sintomatologia e diversos
efeitos colaterais, além de apresentarem custo elevado, o que limita o seu uso
em paises subdesenvolvido (Cortez-Pinto, 2009). Nesse contexto, intervencoes
nutricionais e pratica de atividade fisica emergem como estratégias relevantes
na prevengao e manejo da DHGNA (Egli et al., 2013).

A atividade fisica € recomendada para o controle das alteracoes
metabdlica da SM especialmente por promover um aumento das concentracdes
séricas de HDL e reducao da hipertrigliceridemia (Egli et al., 2013), bem como
controlar a expansdo da obesidade e melhorar a sensibilidade a insulina
(Hawley, 2004). Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de desvendar
0S mecanismos pelos quais o exercicio fisico pode atuar em diversos 6rgaos
afetados pela obesidade, no entanto pouco se sabe como exercicios que utilizam

treinamento com aumento de gasto energético juntamente com aplicabilidade de
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niveis de forca adequados (treinamento resistido), podem atuar no figado,
revertendo dislipidemias, resisténcia insulinica e regulando a DNL.

Ratos OLETF (espontaneamente diabético tipo 2) que apresentavam
obesidade, resisténcia a insulina e DHGNA, apresentaram uma redugdo do
acumulo de gordura hepéatica apds exercicio fisico aerébio. Sugere-se que esta
melhoria se deu pela promog¢éao de maior oxidacao hepatica de acidos graxos e
reducao dos principais intermediarios proteicos envolvidos na sintese de acidos
graxos (Rector et al., 2008).

Nesse contexto, hipotetizamos no presente trabalho que o treinamento
resistido atua controlando alteragdes metabdlicas sistémicas, como a obesidade
e RI, assim restabelecendo a homeostasia da DNL e o desenvolvimento de
DHGNA. Para isso, buscamos avaliar em nosso estudo o papel do treinamento
resistido como préatica de controle da sindrome metabdlica e doenca hepatica

gordurosa nao alcodlica induzida por dieta rica em sacarose em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade e Sindrome metabdlica

A obesidade € uma doenga multifatorial que figura entre os principais
problemas de saude publica da atualidade. Pode ser definida como um
desbalanco entre peso corporal e altura, resultando em aumento de tecido
adiposo e é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da
sindrome metabdlica (SM) (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

A SM é definida como um conjunto de disfuncbes metabdlicas
interconectadas que aumentam os riscos para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (Alberti et al., 2009). Morbidades
como obesidade central, resisténcia a insulina (RI), dislipidemia aterogénica,
hipertensao e disturbios trombéticos sao as principais alteracdes fisiopatolégicas
que compdem esta sindrome (Hoffman et al., 2015).

No Brasil, levantamentos apontam que 50% da populagdo apresenta
sobrepeso, encontrando-se em uma situagado de risco para o desenvolvimento
de obesidade (Claro et al.,, 2015). Os casos de obesidade, especialmente a
infantil, mais que duplicaram nos ultimos 34 anos, impactando diretamente sobre
0 aumento da incidéncia de outras comorbidades associadas a ela, tais como a
sindrome metabdlica, dislipidemia, resisténcia insulinica, além de desequilibrios
musculoesqueléticos e cardiovasculares (Oestreich e Moley, 2017).

Na obesidade, o aumento de gordura visceral provoca alteragcées no
tecido adiposo, tais como hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos e menor
secrecao de adiponectina, o que pode comprometer a sensibilidade dos tecidos
a insulina (Badimon e Cubedo, 2017). As células adiposas sdo responsaveis pelo
armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol (TAG) e pelo fornecimento
de acidos graxos livres (AGL) e glicerol que irdo atender as demandas
metabolicas dos 6rgaos e tecidos. Esse processo € mediado pela lipdlise de TAG
no tecido adiposo e pode resultar na liberacdo de AGL no plasma ou na sua
reesterificagéo intracelular nos adipdcitos (Langin et al., 2005).

A sintese e degradacéao de lipideos no tecido adiposo séo reguladas pela
acao dainsulina, que suprime a acao da lipdlise e estimula a captacao de glicose.

Em condicbes p6s-prandiais, a insulina produzida por células B pancreaticas é
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secretada no sangue e liga-se no receptor de insulina, ativando em sequéncia,
a exocitose de canais GLUT-4, para promover o transporte de glicose para os
tecidos alvos, como 0 musculo esquelético e tecido adiposo (Mccracken et al.,
2018). A insulina regula a homeostase da glicose, reduzindo a producédo de
glicose hepatica pela diminuigcdo da biossintese de glicose (gliconeogénese) e
pelo aumento da degradagdo de glicogénio (glicogendlise) (Postic e Girard,
2008). No entanto, em condicbes em que 0s niveis séricos de glicose se
encontram frequentemente aumentados, como é o caso da obesidade, ocorre
uma hipersecre¢édo de insulina que pode acarretar em hiperinsulinemia. Rl e
aumento da lipdlise no tecido adiposo (Kopelman, 2000). Dessa forma, ha uma
elevacao nos niveis de AGL circulantes e promocao da deposicdo desses
componentes em outros tecidos, tais como figado e musculo esquelético
(Guilherme et al., 2008).

2.2 Dieta rica em acucar e disfuncoes metabdlicas

Os acucares sao utilizados na dieta devido a sua caracteristica
altamente palatavel, e isso os leva a serem adicionados a alimentos que ja
possuam teores de acucar naturalmente ou como um mascarador de sabores
ndo muito agradaveis. Os acuUcares de adicdo sdo consumidos em bebida e
alimentos processados em concentracdes que fornecem uma carga glicémica e
assumem diversas formas, sendo elas cristalina, refinada, xarope de milho
(HFCS), dentre outras formas igualmente caléricas (Dinicolantonio e Berger,
2016).

A sacarose é um dissacarideo que consiste em um monémero de glicose
e um monomero de frutose ligado por ligagdes glicosidicas. Um numero
consideravel de estudos tem relacionado o consumo de frutose com disfuncoes
metabdlicas, e esses estudos podem ter implicacoes para a sacarose, visto que
€ a principal fonte de frutose dietética no mundo todo (Oliveira et al., 2014).
Nesse contexto, Bray e Popkin (2014), destacam a influéncia das dietas ricas em
acucar e sua associacao com a epidemia de obesidade e diabetes mellittus tipo
2.

O excesso de aglcares na dieta implica em um série de desrregulagdes
metabdlicas, atingindo diversos orgdos em resposta a SM instaurada. Individuos
submetidos a dieta hipercalérica (consistindo em doces, sucos, refrigerantes
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acucarados) por 3 semanas apresentaram aumento de massa corpérea,
triglicerideos séricos, acumulo de gordura ectopica hepatica e maior expressao
de marcadores da DNL, indicando que a gordura hepatica se acumula
avidamente durante o consumo de carboidratos e possui um papel importante
para desregulacdo da DNL na patogénese da DHGNA (Sevastianova et al.,
2012). Em ratos, o consumo de sacarose por 4 meses, levou ao acumulo de
gordura hepética marcada por esteatose macro- e microvesicular, aumento de
enzimas envolvidas na sintese de gordura e diminuigdo da B-oxidagao de acidos
graxos (Roncal-Jimenez et al., 2011).

Nos dUltimos anos nosso grupo de pesquisa tem se focado no
entendimento das vias de sinalizacdo molecular compartilhadas pelas
disfungées metabdlicas e alteragdes hepaticas induzidas pelo consumo
excessivo de agucares de adigdo. Evidenciamos que o consumo precoce de
sacarose em camundongos é capaz de estabelecer um conjunto de disfuncdes
metabdlicas, que por sua vez proporcionam e aceleram o desenvolvimento de
DHGNA, que quando instaurada agrava expressivamente estas alteragdes
metabdlicas, gerando um ciclo vicioso. Demonstramos também que o estresse
oxidativo e estresse do reticulo endoplasmatico sao os intermediarios
moleculares que conectam as desordens metabdlicas e os danos hepaticos
(Flister et al., 2018).

2.3 Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

A Associacdo Americana de Estudo de Doencas Hepaticas define a
doenga hepatica gordurosa nao alcodlica como uma condigdo clinica de
fisiopatologia complexa e multifatorial, que engloba um espectro de lesdes
hepaticas caracterizadas inicialmente pelo acimulo de gordura nos hepatocitos
em quantidades superiores a 5-10% do peso, na auséncia de alcoolismo crdnico,
infeccdes virais e outras doencas hepaticas (e.g. doenca de Wilson e
hipobetalipoproteinemia) (Tiniakos et al., 2010).

O consumo de acucares promove no figado uma desregulagdo da
sintese de novo de lipideos (DNL), processo fisiologico de conversao de
carboidratos em &cidos graxos, que serdo esterificados a triacilglicerois ou
exportados na forma de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) (Wang et
al., 2015). O excesso de acucares promove uma sobrecarga da DNL e da B-
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oxidacao mitocondrial, gerando um expressivo aumento do conteldo intra-
hepatico de triglicerideos (esteatose) e uma exportacao excessiva de VLDL, que
favorece o acumulo ectépico de lipideos, lipotoxicidade, estresse oxidativo,
inflamacéao e a instalacao do quadro de resisténcia a insulina (Hein et al., 2010),
que em conjunto, favorecem a progressao de um esteatose simples para uma
esteato-hepatite (Choi et al., 2017; Softic et al., 2017).

O acumulo de lipideos no figado parece ser um mecanismo crucial na
fisiopatologia da DHGNA. Embora a maioria dos lipidios se acumule como TAG
no figado de pacientes com DHGNA, varios outros metabdlitos lipidicos, como
AGL, lisofosfatidilcolina, esfingolipidios e colesterol livre também se concentram
no figado durante a doenca. Quando em excesso, esses lipideos podem atuar
como moléculas sinalizadoras e desencadear processos apoptoticos que
contribuem para progressao da doenga (Ntambi, 2015).

A pratica de exercicio fisico ocorre como um fator preponderante para
atenuacdo de desbalancos energéticos e metabdlicos ligados a DHGNA.
Hashida et al. (2017) cita alguns dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico
atua na atenuacdo da DHGNA, tais como o aumento da lipdlise dos tecidos
adiposos e a regulagdo positiva da B-oxidacdo, aumento aa expressdao do
transportador de glicose (GLUT 4) provocando regulacao positiva da glicose e
melhora de resisténcia a insulina e atenuagéo do perfil inflamatério de individuos
obesos e com DHGNA.

2.4 Treinamento resistido

O exercicio fisico tem sido o modelo experimental para estudo da
interacdo da pratica de atividade fisica com morbidades associadas ao
sedentarismo e obesidade, uma vez que ja foi demonstrado que ele é eficiente
para melhora da homeostase da glicose e aumento da sensibilidade a insulina
(Kim et al., 2014). No entanto, ha diversas modalidades de exercicio fisico,
dentre as quais se destaca o treinamento resistido. Estudos feitos pelo American
College of Sports Medicine tem demonstrado melhorias nas atividades dos
sistemas cardiovascular e enddcrino, do perfil lipidico e da composigéo corporal
(Mcardle et al., 2001).

O treinamento resistido pode melhorar o quadro de DHGNA e, portanto,

pode ser mais viavel do que o exercicio aerdbico para pacientes com DHGNA,
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especialmente para pacientes com baixa aptidao cardiorrespiratéria ou para
aqueles que nao podem tolerar ou participar em exercicio aerdbico (idosos,
pacientes com obesidade em grau elevado) (Kim et al., 2016). Botezelli et al.
(2016) demonstrou em estudos em modelo animal que o treinamento resistido
preveniu a hiperinsulinemia, resisténcia insulinica e atenuou acumulo de gordura
hepética e quadro inflamatdrio hepético provocados por dieta rica em frutose.

A atividade fisica € recomendada para o controle das alteracdes
metabdlica da SM especialmente por promover um aumento das concentragdes
séricas de HDL e reducgédo da trigliceridemia (Egli et al., 2013), bem como
controlar a expansdo da obesidade e melhorar a sensibilidade a insulina
(Hawley, 2004). Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de desvendar
0s mecanismos pelos quais o exercicio fisico pode atuar em diversos 6rgaos
afetados pela obesidade, no entanto pouco se sabe como exercicios que utilizam
treinamento com aumento de gasto energético juntamente com aplicabilidade de
niveis de forca adequados (treinamento resistido), podem atuar no figado,

revertendo dislipidemias, resisténcia insulinica e regulando a DNL.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o impacto do treinamento resistido como alternativa de controle
da sindrome metabdlica e doencga hepatica gordurosa nao alcodlica induzida por

consumo cronico de sacarose.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar o desenvolvimento de sindrome metabdlica e doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) induzidas pela exposicdo precoce e
sustentada a dieta rica em sacarose em ratos;

. Investigar os achados histopatolégicos envolvidos na génese da DHGNA

e a influéncia do treinamento resistido sobre os mesmos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Dietas

Para este estudo foram utilizadas a dieta padrdo para roedores em
formato de pellets (Nuvilab®, Nuvital) e também dieta rica em sacarose (DRS)
produzida a partir da adicdo de 40% de Leite condensado Moga® (Nestle) e
18,5% de acucar refinado a ragdo padrao pulverizada (40% da mistura total).
Ap6s a adicdo dos componentes formou-se uma mistura pastosa que foi
moldada para formar pellets semelhantes a racao padrao, dessecada em estufa
e armazenada em geladeira por no maximo 10 dias. As dietas foram planejadas
para terem valores energéticos semelhantes e suas composicoes centesimais

se encontram descritas abaixo (Tabela 1) (Sousa et al., 2018).

Tabela 1. Composicoes centesimais das dietas padrao e rica em sacarose

Composicao . Dieta rica em
Dieta Padrao

centesimal sacarose
Carboidratos 55,4% 65%

Sacarose 10% 25%
Proteinas 21% 12,3%
Lipideos 5,2% 4,3%
Valor energético ~ 350 Kcal/100g ~ 350 Kcal/100g

4.2 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 24 ratos machos da espécie Rattus norvergicus var.
Wistar acompanhados a partir do desmame (21 dias de vida), oriundos do
Biotério Central da UFMA e alocados no Biotério Setorial da Pés-graduacao da
UFMA. Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno forradas com xilana
(no méximo 4 animais por gaiola) com enriquecimento ambiental, a temperatura
22 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso livre a agua e racao. Todos
0s protocolos experimentais que envolvam a manipulacdo de animais foram
aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFMA no parecer
23115.018725/2017-19 (em anexo).
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O inicio da abordagem experimental os animais foram randomizados em
dois grupos: grupo controle, (CTR - que recebeu ragao padrdo Nuvilab®, n=12)
e grupo dieta rica em sacarose (DRS - que recebeu racdo rica em sacarose,
n=12). Ambos grupos foram acompanhados pelo periodo de 16 semanas. Logo
apos este periodo, os animais foram subdivididos em quatro novos grupos: grupo
CTR (animais que continuaram recebendo apenas racao padrdo, n=6), grupo
CTRT (que receberam racao padrdo e treinamento resistido, n=6), grupo DRS
(continuaram recebendo apenas dieta rica em sacarose, n=6), e grupo DRST
(que receberam dieta rica em sacarose e treinamento resistido, n=6). Estes
novos grupos formados foram acompanhados por mais 4 semanas. O

fluxograma do desenho experimental se encontra descrito abaixo (Figura 2).

21 dias @ n=24

Semana 0 =™

e

Dieta controle Dieta rica em sacarose

4 SemManas e

Desenvolvimento
ponderal
Consumo alimentar
Avaliacao de obesidade
Perfil bioquimico

8 semanas =g

12 SEMANAS  mflm

16 Semanas s I I I I

CTR CTRT (+Treino) DRS DRST (+Treino)

20 SeManas sl

EUTANASIA | | |
,/’ % |
Dosagens Analise Morfometria
bioquimicas histopatoldgica tecidual

Figura 1. Desenho experimental.

Fonte: Autora.
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4.3 Abordagem experimental

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

Apos 16 semanas de acompanhamento, os animais foram redistribuidos
NOsS NOVOS grupos experimentais descritos anteriormente e submetidos aos
protocolos de familiarizacdo, determinagcdo de carga maxima e sessbes do
treinamento resistido. 48 horas apds a ultima sesséo de treinamento, os animais
foram submetidos a jejum por 8 horas, anestesiados (solucao de
cetamina/xilazina 75:15 mg/kg) e laparotomizados para coleta de 6rgaos e
sangue via artéria mesentérica. O sangue coletado foi utilizado para as
determinagdes bioquimicas finais e foram coletados os coxins adiposos
(retroperitoneal, periepididimal e mesentérico) e os figados desses animais. Os
tecidos foram lavados em solucéo salina, dessecados, pesados e expressos em
9/100g de peso do animal. Por fim, aliquotas de tecido hepatico foram separadas

para analises histoldgicas e mensuragao de produtos de peroxidacéo lipidica.

4.4 Avaliacao da obesidade

O desenvolvimento de obesidade foi determinado pelo calculo do indice
de Lee, dado através do calculo do quociente da raiz cubica do peso corporal
(9), pelo comprimento naso-anal (cm) (Bernardis e Patterson, 1968).

4.5 Perfil bioquimico

Para a determinacao da glicemia de jejum foram coletadas aliquotas de
sangue periférico por secdo da cauda dos animais apoés jejum de 8 horas e
analisadas em glicosimetro Accu-chek Active® (Roche). Aliquotas do sangue
coletado foram submetidas a processo de coagulacado e centrifugacédo (3500
rpm, 10 min) para obteng¢do do soro, o qual foi utilizado para determinagéo das
concentracdes de parametros lipidicos (TAG e colesterol total) por métodos
colorimétricos utilizando kits laboratoriais (LABTEST®, Brasil). O soro também foi
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utilizado para dosagem por avaliagdo colorimétrica de marcadores de danos
hepatico, como a atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST) e da
enzima alanina aminotransferase (ALT) (LABTEST®, Brasil).

4.6 Resisténcia Insulinica

Para avaliacdo de RI periférica foi calculado o indice TyG dado pela
equacao Ln [glicemia de jejum (mg/dL) x TG em jejum (mg/dL) / 2]. (Guerrero-
Romero et al., 2010).

4.7 Avaliacao de estresse oxidativo

Amostras de figado foram homogeneizadas em solucdo tampao de
fosfato 20mM contendo 140 mM KCI e 1 mM EDTA (pH 7,4; 1:10 p / v) e
centrifugado (750 x g; 10 min; 4 ° C) para separar o sobrenadante. Em seguida,
150 pL de sobrenadante foram adicionados a 300 pL de Acido tricloroacético a
10% (Sigma-Aldrich, EUA) (resfriado) e &acido tiobarbitdrico 0,67% (Merck,
Alemanha) em sulfato de s6dio 7,1% e incubado em banho-maria (80 °C) por 25
min. A mistura foi arrefecida e o cromogénio rosa foi isolado por adicdo de
butanol (2: 1 v/ v) seguida de centrifugacao (3000 x g; 10 min). A quantificacao
das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinados
espectrofotometricamente em 535 nm. A curva de calibracdo foi realizada
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich, EUA) como padrdo. Os
niveis de TBARS foram expressos como uM de MDA / mg de proteina (Sousa et
al., 2018).

4.8 Analise histoldgica

Amostras de figado foram fixadas em solucdo 10% de formalina
tamponada por 24 horas a temperatura ambiente e logo ap6s foram conservadas
em etanol a 70% por 20 dias e embebidas em parafina. Para os cortes
histolégicos foram feitas secgbes de 5Sum de espessura, a diferentes
profundidades do tecido, avan¢ando 50 um de profundidade a cada nova face a
ser seccionada. Os cortes foram corados por método de coloragdo hematoxilina
e eosina para identificar a morfologia dos hepatédcitos. As laminas foram
analisadas por trés avaliadores as cegas de acordo com o escore para avaliagao
de esteatose e esteato-hepatite (Kleiner et al., 2005).
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4.9 Treinamento resistido
4.9.1 Familiarizacao

Para adaptar os animais ao protocolo de treinamento de forca é feito o
processo de familiarizagdo. Pois, para realizagdo do treinamento é necessario
gue os animais subam em uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degraus de 2cm,
inclinagao de 80°) (Figura 3). Foram realizadas 3 sessdes de familiarizacdo em
dias consecutivos, onde os animais aprenderam a realizar a escalada. Quando
necessario, um estimulo foi aplicado na cauda do animal para iniciar o
movimento. No topo da escada, os ratos alcangam uma caixa de descanso, onde
permaneceram por 2 minutos. Este procedimento foi repetido até os animais
conseguirem, voluntariamente, realizar a escalada por trés vezes consecutivas

e sem nenhum estimulo (Hornberger e Farrar, 2004).

Figura 2. Escada de treinamento. Escada vertical utilizada para realizar o protocolo de

treinamento resistido em ratos. Fonte: Autora.

4.9.2 Teste para determinacao da carga maxima de carregamento

Apds a familiarizacao, foi realizado um teste para determinagéo da carga maxima
de carregamento de cada animal, que consistiu na execucéo de 4 a 9 escaladas
com cargas progressivamente mais pesadas. A escalada inicial foi realizada com
uma carga correspondente a 75% do peso corporal do animal. Para cada
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escalada bem-sucedida, foi adicionado 30g a carga anterior, até a ocorréncia de
falha em escalar. A maior carga levada do inicio da escada até a caixa de
descanso foi considerada como a carga maxima de carregamento do rato para
aquela sessao de treinamento. Apds um intervalo de 48h, foi realizado o re-teste
de forga maxima para confirmacdo da carga aferida na primeira medida e
considerou-se a maior carga entre os dois testes como a carga maxima

(Hornberger e Farrar, 2004).

4.9.3 Sessoes de treinamento

Os grupos experimentais foram submetidos a trés sessbes de
treinamento por semana em dias alternados, com cargas correspondentes a
60% do teste de forca maxima, pelo periodo de 30 dias (12 sessdes) (Figura 4).
Para cada sessdo eram realizadas 5 escaladas consecutivas, com 2 minutos de
intervalo entre cada uma delas (Hornberger e Farrar, 2004).

Maxima de Treino de treino
| | | | | |

| 48h | 48h | 48h | 4 sem | 48h |
[ Familiarizagédo ] Reteste a
(3 sessoes) Forga

Maxima

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

Figura 3. Protocolo de treinamento. Etapas do protocolo de treinamento resistido executado
por ratos Wistar. Fonte: Autora.

4.10 Analise estatistica

A anadlise estatistica dos dados foi conduzida no software GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., USA). Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo das meédias. Os dados iniciais, referentes as primeiras 16
semanas de acompanhamento, foram analisados por avaliagdes de normalidade
(teste Kolmogorov-Smirnov) e posteriormente submetidos ao teste de t de
Student (ndo pareado e unicaudal). A partir da semana 17, foi realizada analise
de varidncia — ANOVA (po6s-teste Newman Keuls). As diferengas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O excesso de acucares na alimentacdo contemporanea se correlaciona
diretamente a uma série de desrregulacbes metabdlicas, como a obesidade,
diabetes e a DHGNA (Bray e Popkin, 2014). E mesmo com toda relevancia
epidemiologica da DHGNA, ainda sdo escassas estratégias de profilaxia,
controle e tratamento da mesma. Nesse contexto, intervengdes nutricionais e
pratica de atividade fisica emergem como estratégias relevantes na prevencao
e manejo da DHGNA (Egli et al., 2013). Desse modo, 0 nosso trabalho buscou
avaliar se o treinamento resistido € capaz de atenuar os disturbios metabdlicos
associados ao desenvolvimento da DHGNA observados em ratos com
obesidade induzida por dieta rica em sacarose.

A exposigao precoce e continua a sacarose foi capaz de induzir, a partir
da 142 semana de acompanhamento, um progressivo aumento de peso corporal
nos animais DRS, culminando na ultima semana de acompanhamento em
aumento de 12% em relacéo ao grupo CTR (495,6 + 16,7 vs. 440,2+11,89; p<
0,05; Figura 4A). Associado ao aumento de peso, os animais DRS também
apresentaram obesidade aferida pelo indice de Lee (322,0 + 2,9 vs. 310,8 £ 1,7
9”/cm*1000; p < 0,05; Figura 4C). Por outro lado, a submissdo dos animais ao
treinamento resistido preveniu tanto o ganho de peso (436,6 + 5,1 g; p < 0,05)
quanto o desenvolvimento de obesidade (495,6 + 16,7 vs. 4402 + 11,8
g”/cm*1000; p < 0,05) no grupo DRST, quando comparado ao grupo DRS
(Figura 4A).

Em concordancia com o ganho de massa corpérea, os animais DRS
também apresentaram um aumento de 54% dos coxins adiposos retroperitoneal
(p<0,001), 29% do mesentérico (p < 0,5) e 45% do periepididimal (p < 0,01) em
relagdo ao CTR. Por sua vez, o treinamento resistido reduziu o acumulo dos
depodsitos adiposos retroperitoneal, mesentérico e periepididimal em 24%, 25%
e 21%, respectivamente (Tabela 2).

E importante frisar que o aumento de massa corpérea no grupo DRS
ocorreu mesmo com um baixo consumo energético, observado a partir da 42
semana e mantido por todo periodo de acompanhamento (4,4+ 0,14 vs. 5,5 +
0,15 Kcal/100g/dia; p < 0,001. Figura 4B). O baixo consumo energético esta
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relacionado com a maior expressao hipotalamica de malonil-CoA induzido pela
glisose e frutose. Com aumento dos niveis centrais de malonil-CoA, neurénios
do nucleo arqueado sao ativados e respondem com supressado da sintese de
neuropeptideos orexigenos e aumento da sintese daqueles anorexigenos
(WOLFGANG et al., 2007).

Figura O padrao de consumo nao foi alterado nos animais submetidos
ao treinamento resistido (Figura 4B).
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(CTR, n=12) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=12) por 20 semanas. A partir da 172 semana,
metade dos animais em cada grupo foram submetidos a protocolo de treinamento resistido por
4 semanas (CTRT, n=6; DRST, n=6). " representam diferenga em relagdo ao grupo CTR, P ao
grupo CTRT e 9 ao grupo DRST Pontos e barras verticais representam média + SEM, analisados
por Teste t de Student ou ANOVA one-way com pos-teste de Newman Keuls, para um nivel de
signicancia p<0,05.

Tabela 2. Peso relativo dos depoésitos de gordura dos grupos experimentais

Morfometria

(9/100g peso) CTR CTRT DRS DRST
Gordura Ny ]
retroperitoneal 2,1520,14 1,87%0,04 3,1310,22 2,5110,1
Gordura mesentérica 1,1310,06 1,01+0,03 1,46+0,143.b.d 1,09+0,1
Gordura periepididimal 2,04+0,18 1,84+0,1 2,97+0,242.bd 2,35+0,12

Peso relativo (g/100g de peso) dos depodsitos de gordura retroperitoneal, mesentérica e
periepididimal isolados de ratos sedentarios alimentados com ragao padrao (CTR, n=6) ou dieta
rica em sacarose (DRS, n=6) e ratos submetidos ao treinamento resistido alimentados com ragao
padrdo (CTRT, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRST, n=6). 2 representa diferenca em relacao
ao grupo CTR, ? ao grupo CTRT, € ao grupo DRS e 9 ao grupo DRST. Valores representam média
+ SEM analisados por ANOVA one-way com poés-teste de Newman Keuls, para um nivel de
signicancia p<0,05.

Os dados acima apresentados sugerem que a exposicao a dieta rica em
sacarose iniciada em fase precoce do desenvolvimento (desmame) de ratos
Wistar machos e mantida cronicamente por 20 semanas induz um conjunto de
alterac6es morfométricas, tais como aumento do peso corporal e obesidade
central.

Outros estudos demonstraram a correlacdo entre o consumo de
sacarose e o0 desenvolvimento de um perfil obesogénico, em diferentes
concentracdes, formas de administracao e tempos de exposi¢cao ao agucares de
adicdo. Em nosso estudo, os animais DRS apresentaram maior peso corporal a
partir da 142 semana de exposicao, entretanto Flister et al. (2018) demonstraram
aumento do ganho de peso a partir da 52 semana de exposi¢cao a DRS, enquanto
Pinto et al. (2016) e Corona-Pérez et al. (2015) ndo observaram diferenca de
peso corporal entre animais CTR e DRS mesmo apds exposicao, por 9 e 4

semanas, respectivamente.
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Mesmo com variacdes no que se refere ao ganho ponderal, a grande
maioria dos estudos demonstram de forma clara a capacidade dos agucares de
adicdo em promover obesidade com acumulo de coxins adiposos viscerais e
nao-viscerais (Raben et al., 2002; Pinto et al., 2016; Acosta-Cota et al., 2018;
Sousa et al., 2018). Este fato pode ser atribuido a grande capacidade lipogénica
e adipogénica dos monossacarideos glicose e frutose, que compdem a sacarose
(Tappy e L€, 2010). Como ja constado por outros estudos, quando em excesso,
a ingesta da glicose promove a saturagéo dos receptores de glicose nos tecidos,
hiperinsulinemia e posterior hiperglicemia persistente, originando um quadro de
RI, glicotoxicidade e fatores que contribuem para o desenvolvimento do DM tipo
2.. A frutose é quase que em sua totalidade captada pelo figado e rapidamente
convertida em acidos graxos que séo utilizados na sintese de TAG, secrecao de
VLDL e hipertrofia adipocitaria de forma independente da insulina, gerando um
quadro de lipotoxicidade (Parks et al., 2008; Tappy e L&, 2010).

No que concerne a andlise bioquimica, verificou-se que grupo DRS
apresentou uma série de alteracbes metabdlicas tipicas de um perfil
obesogénico quando comparado ao grupo CTR, com aumento de 123% dos
niveis séricos de TAG (171,6 £ 24,5 vs. 76,81 + 16,01 mg/dL; p < 0,01) (Figura
5E), intolerancia a glicose (AUC 873,4 = 30,82 vs. 616,2 £ 24,63; p < 0,001)
(Figura 5B) e RI (8,86 + 0,11 vs. 7,93 £ 0,22; p < 0,01 (Figura 5F). Nao houveram
alteragdes significativas nos niveis de colesterol total (Figura 5D) e glicemia de
jejum (Figura 5A). A submissdao ao treinamento resistido atenuou a
hipertrigliceridemia, a intolerancia a glicose e a Rl do grupo DRST (Figuras 5E,
5B e 5F), visto que, o grupo DRST néo diferiu significativamente do grupo DRS
e grupo CTR.

Animais submetidos a dieta rica em sacarose demostram desequilibrios
na homeostase dos niveis lipidicos e glicémicos, com destaque para o
desenvolvimento de hipertrigliceridemia, intolerancia a glicose e posterior Rl
(Kanarek e Orthen-Gambill, 1982; Kanazawa et al., 2003; De Moura et al., 2009).
Um trabalho recente de nosso grupo de pesquisa demonstrou a relagao temporal
entre o consumo de DRS e a desrregulacdo da lipogénese de novo,
caracterizando a hipertrigliceridemia e a intolerdncia a glicose como os
desfechos bioquimicos precoces nas dietas ricas em sacarose (Flister et al.,
2018).
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Por sua vez, o exercicio fisico atua modulando positivamente a maioria
das morbidades associadas a SM, visto que ele promove a ativacdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), que permite a translocagdo das vesiculas
contendo Glut-4 e consequente captagao de glicose para o musculo esquelético
por meio de um mecanismo independente de insulina (Hayashi et al., 1997), além
de reduzir a sintese e promover maior oxidagcao de acidos graxos, o que impacta
diretamente sobre os niveis lipidicos e acumulo de tecido adiposo (Simoneau et
al., 1999). A atividade fisica também atua no controle da SM ao reduzir os niveis
de citocinas pré-inflamatérias com efeito negativo na sinalizagcado da insulina,

controlando a instauragéo do quadro de RI (Hotamisligil, 2006).
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Figura 5. Perfil glicémico, lipidico e grau de resisténcia a insulina. A, glicemia de jejum
(mg/dL); B, curva glicémica (mg/dL) no teste de tolerancia a glicose; C, area sobre a curva (AUC)
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de ftriglicerideos (mg/dL); F, indice TyG para avaliagdo de resisténcia a insulina. Dosagens
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realizadas em ratos sedentarios alimentados com ragdo padrao (CTR, n=6) ou dieta rica em
sacarose (DRS, n=6) e ratos submetidos ao treinamento resistido alimentados com ragao padrao
(CTRT, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRST, n=6). 2 representa diferenca em relagdo ao grupo
CTR, P ao grupo CTRT e ¢ ao grupo DRST Pontos e barras verticais representam média + SEM,
analisados por ANOVA one-way com pos-teste de Newman Keuls, para um nivel de signicancia
p<0,05.

Considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica
(Younossi et al., 2016), a DHGA é caracterizada pelo acumulo de depésitos intra-
hepaticos de gordura, podendo estar associada a inflamacgao e fibrose e evoluir
para outras doencas hepaticas mais severas (Younossi et al., 2018). Nesse
contexto, modelos animais tém sido amplamente utilizados para investigacao da
progressdo da DHGNA (Van Herck et al., 2017).

Para a caracterizacdo de danos hepaticos e desenvolvimento de
DHGNA, inicialmente realizamos a caracterizacao morfométrica dos figados dos
animais de experimentacao; seguido de dosagens dos niveis das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), que sao
conhecidos marcadores bioquimicos da funcao hepética; dosagem dos niveis de
malondialdeidos livres, para determinagédo do grau de estresse oxidativo; e por
fim, realizamos a avaliacao histopatolégica do figado, que é considerada a
metodologia padrao ouro para investigagcdo da DHGNA (Kleiner et al., 2005).

A andlise morfométrica do figado ndo demonstrou aumento da massa
relativa no grupo DRS em relagdo ao CTR (Figura 6A) e, assim como o peso
ponderal, a analise morfométrica do figado também € um parametro de grande
variacao entre os diversos estudos, com relatos de aumento do peso relativo
hepatico (Fatani et al., 2011; Fernandes-Lima et al., 2015) e outros sem alteracéao
relevante de massa (Pinto et al., 2016; Softic et al., 2017; Acosta-Cota et al.,
2018).

As enzimas amino transferase (ALT e AST) sao importantes
biomarcadores de dano hepatocelular, tendo em vista que s&o enzimas
exclusivamente intra-celulares (predominantemente intra-hepaticas) e
encontradas no plasma somente em casos de les&o celular. A elevagéo dessas
enzimas é a anormalidade mais comumente encontrada em rotina de testes
hepaticos, tornando-se, por isso, marcador util para diagnéstico e monitoramento
de doencas no figado, mesmo que de carater nao conclusivo (Ni et al., 2012).



35

Nao foram observadas diferencas entre 0os grupos no que se refere aos
niveis de AST e ALT (Figura 6B-C).

induzida por racao rica em sacarose apresentaram alteracao somente dos niveis

Ratos Wistar com esteatose hepatica

de ALT (Sousa et al., 2018), enquanto que solucbes de sacarose 30% por 16
semanas até levaram a uma reducao dos niveis das enzimas em relacdo ao
grupo CTR (Acosta-Cota et al., 2018). Alto conteudo de frutose parece impactar
mais severamente o figado e causar elevagdo de ambas enzimas (Botezelli et
al., 2012; De Castro et al., 2013). Em humanos, mesmo sendo os marcadores
mais comumente solicitados para investigacdo de DHGNA, demonstram
respostas inconclusivas (Wong et al., 2018). De fato, adolescentes hispanicos
com mais de 8% de gordura hepatica diagnosticada por exames de imagem,
consumiram massivamente agucares de adicao (glicose e frutose) em
refrigerantes e outras bebidas agucaradas e ndo foram identificadas alteracdes
nos niveis de ambas enzimas (Jin et al., 2014).

A B
34 — 501
=
=2
22 02 ]
g2 § £ 301
T m Y
Do €5
[y =} w5 204
= 14 < B
2 k3]
= £ 10
£
0 o g
CTR CTRT DRST CTR CTRT DRST
C D
— 25+ 5.0
- —
5;20- £
© ]
[] °
2 £ 151 < G
c v O o 2.5
s 2 04 ]
‘l:% E‘J
£ 5 2
£ -
© oA 0.0
TR CTRT DRST CTR CTRT DRST

Figura 6. Caracterizacao de danos hepaticos. A, peso relativo (g/100g de peso) do figado; B,
niveis de aspartato aminotransferase (U/L); C, niveis de alanina aminotransferase (U/L); D, niveis
de malondialdeido livres (uM/mg de proteina). Dosagens realizadas em ratos sedentarios
alimentados com racdo padrdao (CTR, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=6) e ratos

submetidos ao treinamento resistido alimentados com ragéo padrdao (CTRT, n=6) ou dieta rica
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em sacarose (DRST, n=6). Barras verticais representam média + SEM, analisados por ANOVA

one-way com pos-teste de Newman Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.

O malondialdeido (MDA), € um produto de peroxidacao lipidica
produzido a partir da oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados. O MDA é
altamente reativo ao acido tiobarbitarico (TBARS) e é considerado um importante
biomarcador de estresse oxidativo, mais especificamente, da peroxidacao dos
lipideos que compdem a membrana celular. O aumento de MDA avalia
indiretamente o grau de estresse oxidativo elevado, que € um fator de
agravamento de diversas condi¢coes patolégicas, e.g. SM e DHGNA (Tsikas,
2017).

Assim como os outros parametros bioquimicos de caracterizagdo de
danos hepaticos, a avaliacdo de estresse oxidativo também nao demonstrou
resultados significativos entre os grupos (Figura 6D). Niveis elevados de MDA
foram encontrados no soro de animais expostos a concentragdes elevadas de
frutose (Botezelli et al., 2012) e no figado de ratos com diabetes induzida por
aloxana (Hamdena et al., 2009) ou expostos a ragao rica em sacarose (Sousa et
al., 2018). Entretanto, Flister et al. (2018) avaliou os niveis hepaticos de MDA em
camundongos expostos a ragcdo rica em sacarose por 30, 60 e 90 dias e
observou um discreto aumento da peroxidacao lipidica somente no ultimo
periodo, contudo danos hepaticos ja tinham sido constatados via analise
histolégica nos periodos anteriores, demonstrando que a auséncia de
lipoperoxidagdo, como observado em nosso estudo, ndo € conclusiva para
isentar o figado de possiveis danos.

Em nosso estudo, o conjunto de dados exposto na Figura 7 e Tabela 3
evidenciaram que o0 consumo cronico de sacarose foi capaz de induzir o
desenvolvimento de esteatose hepatica microvesicular nos grupos DRS (p <
0,001) e DRST (p < 0,001) em relagao aos grupos CTR e CTRT. Associado ao
acumulo de lipideos intra-hepaticos, os animais DRS também apresentaram
inflamacéo (p < 0,001) e balonizacao (p < 0,001), totalizando um escore de danos
de 2,57 £ 0,3 (p < 0,001) e caracterizando este grupo com presenca de EHNA.
A hipotese mais aceita para a patogénese da EHNA € a “hipétese dos multiplos
impactos”, em que fatores intestinais, enddcrinos e imunologicos podem

responder juntos, ou ndo, sob a progressdo da DHGNA e EHNA, onde a
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sindrome metabdlica exerce um importante papel devido a resisténcia a insulina
e ao processo pro-inflamatério mediado por diferentes proteinas e componentes
imunitarios. A identidade dos multiplos “impactos” € diferente em cada paciente
e até hoje nao esta bem definida (Tilg et al.,2010). Embora o treinamento
resistido ndo tenha sido eficaz para controlar o desenvolvimento da esteatose
simples no grupo DRST, a atividade fisica teve um efeito hepatoprotetor ao
reduzir com sucesso a inflamacao (p < 0,01) e balonizagéo (p < 0,01), impedindo
a progressao a um estado mais severo de DHGNA.

Flister et al. (2018); Sousa et al. (2018) utilizando racdo com 0 mesmo
conteudo de sacarose de nosso estudo, também observaram instauracao de
esteatose hepatica microvesicular em seus animais, entretanto de forma menos
acentuada e sem presencga dos danos associados (inflamacéo e balonizacao).
Acreditamos que esta discrepancia seja decorrente da maior severidade de
disfungbes metabdlicas encontradas em nossos animais DRS. Ratos expostos a
dieta rica em sacarose 32% por 8 semanas apresentaram um aumento de 232%
do conteudo de gordura hepatica e desenvolvimento de esteatose micro- e
macrovesicular (Oliveira et al., 2014), enquanto que ratos expostos a dieta
altamente palatavel (constituida de 30% de leite condensado e 7% de acucar
refinado) por 15 semanas desenvolveram EHNA sem fibrose e hepatocarcinoma
(Fatani et al., 2011). Estes estudos sugerem que os danos hepaticos observados
foram decorrentes de resisténcia insulinica, alteracdo das vias lipogénicas,

estresse oxidativo e estresse do reticulo endoplasmatico.
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Figura 7. Laminas histologicas dos figados. Laminas histolégicas dos figados (50um; 200x)
de ratos sedentarios alimentados com ragdo padrao (CTR, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRS,
n=6) e ratos submetidos ao treinamento resistido alimentados com ragéo padrao (CTRT, n=6) ou
dieta rica em sacarose (DRST, n=6).

Tabela 3. Escore histopatoldgico de lesdes hepaticas

CTR CTRT DRS DRST
Esteatose  042+0,09 061£0,13  1,38£0,08%> 1,280,132
Inflamagéo 0+0 0,3:0,05°  0,76£0,172® 0,35 £ 0,072¢
Balonizacao 0+0 0+0 0,52 + 0,092.bd 0,23 + 0,09
Total 0,45+0,09 088018  2,57£03%  1,85%0,212b¢

Escore histopatolégico de lesdes hepaticas de ratos sedentarios alimentados com racdo padrao
(CTR, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=6) e ratos submetidos ao treinamento resistido
alimentados com ragdo padrao (CTRT, n=6) ou dieta rica em sacarose (DRST, n=6). 2 representa
diferenca em relagdo ao grupo CTR, ® ao grupo CTRT, © ao grupo DRS e 9 ao grupo DRST.
Valores representam média + SEM, analisados por ANOVA one-way com pds-teste de Newman
Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.
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Diversas sdo as causas para o acumulo de lipideos nos hepatdcitos
relacionado ao consumo de agUcares de adicdo, com destaque para o
desequilibrio entre sintese e exportacdo de lipideos, disfuncdo das vias
lipogenicas, diminuicao da lipdlise e B-oxidacao, estresse oxidativo e estresse do
reticulo endoplasmatico (Koteish e Diehl, 2001).

Sao escassos os estudos que buscam estabelecer o exercicio fisico
como uma medida de controle para o desenvolvimento de doencgas hepaticas.
Camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica submetidos a
treinamento aerébico em esteira rolante por 8 semanas apresentaram uma
reducdo de massa corporea, melhoria da sensibilidade a insulina e reducao de
depodsitos hepaticos de gordura e estes efeitos foram atribuidos a reducao da
atividade da Cdc2-like kinase (CLK2) pelo treinamento, uma proteina associada
a supressao da oxidacao de acidos graxo e cetogénenese hepatica (Munoz et
al., 2018).

Botezelli et al. (2016) em seu estudo comparou os efeitos do treinamento
aerobico, resistido e combinado sobre ratos Wistar com obesidade induzida por
racao rica em frutose e demonstrou que o treinamento resistido foi mais eficaz
em restabelecer a homeostase do eixo glicose/insulina, diminuir o conteudo de
gordura ectépica e inflamacao no hepatécito via fosforilacdo da c-jun terminal
quinase (JNK) e ativacao do fator nuclear kappa B (NFkB).

Em humanos estes efeitos parecem ser menos pronunciados que em
animais. Jovens consumindo excesso de frutose (~75g/dia) e praticando
exercicio aerdbico de alta intensidade por duas semanas apresentaram menor
lipidemia pos-prandial e menor concentragéo de IL-6 sérica, mas sem melhorias
evidentes em nivel hepatico (Bidwell et al., 2014). Individuos de meia-idade com
DHGNA submetidos a exercicio aerébico de intensidade moderada e sem
alteracbes do padrdao alimentar apresentaram melhoria da sensibilidade
periférica a insulina e reducao de depdsitos de gordura hepatica, entretanto esta
reducao nao foi suficiente para melhorar a Rl hepatica (Cuthbertson et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que a dieta rica em sacarose pode estar
associada ao desenvolvimento de obesidade e RI, com consequente
desregulagao da lipogénese de novo e desbalanco lipidico em nivel hepético e
periférico, acarretando em desenvolvimento de EHNA. O treinamento resistido é
capaz de atenuar o quadro de desregulacdo metabdlica e com isso atenuar a
esteatose microvesicular associada ao consumo de acgucar e principalmente
controlar o quadro inflamatério a nivel hepatico. Almejamos, para futuros
trabalhos, investigar a nivel molecular os agentes moduladores desses efeitos
benéficos e entender melhor os mecanismos de acéo do treinamento resistido

como estratégia terapéutica da SM e DHGNA.
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