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RESUMO

A liraglutida é um analogo do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), ja utilizada
comercialmente para o tratamento da Diabetes mellitus tipo 2, que também mostra
resultados na reducéo da ingestéo alimentar e consequente reducéo do peso corporal.
A associacdo do exercicio fisico com a liraglutida pode ser um importante meio de
controle do metabolismo lipidico e ocasionalmente tratamento de alteracfes
metabdlicas como a obesidade. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito da
liraglutida, analogo do GLP-1 associado ao exercicio fisico nos parametros
metabdlicos, bioquimicos e antropométricos de ratos normais e obesos, induzidos por
dieta de cafeteria. O experimento iniciou-se aos 21 dias de vida dos animais, estes
foram divididos em oito grupos: Quatro controles (CON) recebendo racéo padréo e
agua ad libitum; quatro obesos (OBESO) recebendo a dieta de cafeteria ad libitum,
adicionada a dieta padréo; subdivididos em (CON LIRA e OBESO LIRA) recebendo
injecdes subcutaneas de liraglutida dos 80 aos 90 dias de vida; (CON EXE LIRA e
OBESO EXE LIRA) com intervencao da liraglutida e submetidos a natacdo por 15
minutos, trés dias por semana e (CON EXE e OBESO EXE) somente com intervengéo
do exercicio fisico. Os resultados dos animais obesos demonstraram que a liraglutida
reduziu, somente o consumo alimentar no final do experimento. O exercicio fisico
mostrou melhores resultados na reducdo da gordura mesentérica, epididimal,
retroperitoneal, niveis circulantes de glicose, indice de Lee, ganho de peso dos 80-90
dias de vida e aumentou o peso da glandula adrenal nos animais obesos, nos animais
controle reduziu o peso do pancreas, indice de Lee e colesterol total. A associacao do
exercicio fisico com a liraglutida apresentou melhores resultados na reducéao do peso
corporal no final do experimento, reducédo do consumo dos 80-90 dias de vida, peso
do figado, niveis circulantes de triglicerideos e insulina, indice HOMA-IR, nos animais
obesos, porém aumentou o TNF-a nos animais obesos e controles. Concluimos que
a intervencdo com o exercicio fisico foi eficaz na reducdo de alguns parametros
relacionados ao desenvolvimento da obesidade, porém a sua associacdo com a
liraglutida por 10 dias mostra melhores resultados na reducdo do peso corporal,
consumo alimentar e parametros bioquimicos, em animais obesos obtidos por dieta
de cafeteria.

Palavras-chave: Dieta de Cafeteria. Exercicio Fisico. GLP-1. Liraglutida. Obesidade.



ABSTRACT

Liraglutide is an analog of the Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), already commercially
used for the treatment of Type 2 Diabetes Mellitus, which also shows results in the
reduction of food intake and consequent reduction of body weight. The association of
physical exercise with liraglutide may be an important means of controlling lipid
metabolism and, occasionally, the treatment of metabolic disorders such as obesity.
The objective of our study was to evaluate the effect of liraglutide, GLP-1 analog
associated with physical exercise on metabolic, biochemical and anthropometric
parameters of normal and obese rats, induced by the cafeteria diet. The experiment
started at the 21 days of life of the animals, which these divided into eight groups: Four
controls (CON) receiving standard chow and water ad libitum; four obese (OBESO)
receiving the cafeteria diet ad libitum, added to the standard diet. The animals were
further subdivided into (CON LIRA and OBESO LIRA) receiving subcutaneous
injections of liraglutide from 80 to 90 days of life; (CON EXE LIRA and OBESO EXE
LIRA) with intervention of liraglutide and submitted to swimming for 15 minutes, three
days a week and (CON EXE and OBESO EXE) only with physical exercise
intervention. The results of obese animals show that liraglutide reduced only food
intake at the end of experiment. The physical exercise show better results in the
reduction of the mesenteric, epididymal, retroperitoneal fat pad, circulating levels of
glucose, Lee index, weight gain from 80-90 days of life and increased adrenal gland
weight in obese animals, in control animals reduced the weight of the pancreas, Lee
index and total cholesterol. The association of exercise with liraglutide show better
results in reducing body weight at the end of the experiment, food intake of the 80-90
days of life, liver weight, circulating levels of triglycerides and insulin, HOMA-IR index,
in obese animals, but increased the TNF-a in obese and control animals. We conclude
that the intervention with physical exercise was effective in reducing some parameters
related to the development of obesity, but its association with liraglutide for 10 days
show that better results in reducing body weight, food intake and biochemical
parameters in obese animals obtained by cafeteria diet.

Keywords: Cafeteria Diet. Liraglutide. GLP-1. Obesity. Physical Exercise.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), desde 1975 até o
ano de 2016 os niveis de incidéncia da obesidade no mundo triplicaram. Neste mesmo
ano, mais de 1,9 bilhdes de adultos com 18 anos ou mais apresentavam sobrepeso,
destes mais de 650 milhbes eram obesos, quarenta e um milhdes de criancas
menores de 5 anos estavam com excesso de peso ou eram obesas e mais de 340
milhdes de criancas e adolescentes de 5 a 19 anos apresentavam sobrepeso ou
obesidade (OMS, 2017). A obesidade esta entre as principais causas de mortes
evitaveis e € um dos problemas de grande preocupac¢ao da saude publica do século
XXI (LOUZADA et al., 2013).

A prevaléncia de sobrepeso e da obesidade representa um risco substancial
a saude, acarretando outras comorbidades como diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
osteoporose, cancer, doenca cardiovascular (DCV) entre outros (NG et al., 2014),
tanto na obesidade quanto na DM2 h& resisténcia a insulina, pois ocorre o
comprometimento na sinalizacao de insulina que leva a um estado de hiperinsulinemia
compensatoria (PINTO JUNIOR; SERAPHIM, 2012).

A obesidade também acarreta danos que levam a disturbios no metabolismo
lipidico, ocasionando alteracbes metabdlicas denominadas de dislipidemias. As
influencias ambientais e genéticas contribuem grandemente para a epidemia atual da
obesidade, porém a inatividade fisica e a dieta inadequada sdo os principais
causadores (MONSEY; GERHARD, 2014).

Para o estudo da obesidade em modelos experimentais, a inducdo da
obesidade em animais pela exposi¢cao a uma dieta rica em carboidratos e lipideos, é
um modelo amplamente utilizado que leva ao aumento em niumero e em tamanho das
células adiposas. Essa dieta é comparada a alimentacdo em Fast-food e € conhecida
como “Dieta de Cafeteria”, onde induz o animal a obesidade semelhante a encontrada
em humanos (FONSECA-ALANIZ, 2006; PRADA et al., 2005). Em roedores sem
mutacao genética, como os ratos Wistar, o0 modelo de obesidade induzida por dieta
demonstra ter eficacia comprovada na indugdo da obesidade e de complicacdes
associadas (ROSINI; SILVA; MORAES, 2012).

Para melhor controle da obesidade e fatores associados, o exercicio fisico
mostra eficacia comprovada na reducdo de peso de animais obesos, demostrando

também reducdo na concentracdo sérica de triglicerideos e nos niveis de insulina,
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menor gordura retroperitoneal e menor ganho de peso comparado aos animais
sedentarios (ESTADELLA et al., 2004). Para o controle da obesidade e dislipidemias,
a alteracdo no estilo de vida com adequacéo na dieta e pratica de exercicio fisico
regular é necessario e de grande importancia (ACCIOLY et al., 2016), principalmente
por ser um método de baixo custo e ndo invasivo.

Sao muitos os esforcos da comunidade cientifica para a compreensédo da
obesidade e o desenvolvimento de alternativas para a reducédo do ganho de peso dos
pacientes obesos, porém a obesidade exige tratamento com a incorporaracdo de
medicamentos para o seu controle (CEFALU et al., 2015). Pesquisas estudam uma
incretina que promete a reducao do peso, o peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-
1), horménio incretinal derivado do intestino, secretado pelas células L
enteroenddcrinas do ileo distal e do célon. As concentra¢gdes plasmaticas de GLP-1
em jejum sdo baixas, porém apds a refeicdo aumenta rapidamente. A infusdo
subcutédnea do GLP-1 inibe a secrecdo de glucagon, melhora a capacidade de
secrecdo de insulina, sensibilidade a insulina e promove a perda de peso (DRUCKER;
NAUCK, 2006). O mecanismo de a¢céao do GLP-1 para a estimulacéo da secrecao de
insulina ainda ndo é bem definido (CHACRA, 2013).

O GLP-1 nativo € degradado rapidamente e seus agonistas demostram resistir
a essa degradacédo, a administracdo de agonistas do GLP-1 é muito utilizado como
estratégia terapéutica para o tratamento da DM2 e agora também € relatada como
tratamento da obesidade. Desta forma, analogos sintéticos do GLP-1 sdo utilizados
em pesquisas relacionadas a obesidade e diabetes. A liraglutida € um dos agonista
do GLP-1 que apresenta o perfil farmacocinético similar ao da molécula de GLP-1,
sua acdo é prolongada e ap6s uma unica dose exibe todas as acdes do GLP-1
(BAGGIO; DRUCKER, 2007).

Considerando a preocupacao mundial com a obesidade, o aumento do peso
e 0 aumento no consumo de alimentos altamente cal6ricos, € importante desenvolver
formas de reduzir essa incidéncia, o uso de analogos do GLP-1 parece demonstrar
resultados na reducdo do peso, se faz necessario a compreensdo da sua agcao na
patologia da obesidade e como sua associacédo com o exercicio fisico, pode influenciar

no controle da obesidade, ou na reducao de fatores associados a essa patologia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OBESIDADE

Ha tempos que a obesidade é considerada uma epidemia, impulsionada
principalmente pelo aumento do consumo de alimentos de alto valor cal6rico e a
reducdo do exercicio fisico. O tecido adiposo é uma mistura de adipécitos, pré-
adipdcitos, células imunes e endotélio, que responde de forma rapida e dindmica as
alteracdes no excesso de nutrientes através da hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos
(KAUR, 2014).

A obesidade é a causa de muitas doencas e esta associada a soma de varias
anormalidades metabdlicas como a resisténcia a insulina, faléncia das células beta
pancreaticas, dislipidemia aterogénica e doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(NAFLD) (CEFALU et al., 2015; KAMALAKKANNAN et al., 2016). Sendo multifatorial
e apresentando riscos a saude, como o desenvolvimento de DCV, hipertensao,
diabetes, depressédo e até levar a morte antecipada (CONTE; CAMPQOS, 2015).

A obesidade esta relacionada com os padrdes atuais de alimentacgéo feitos
por dietas com alto teor de gordura e carboidrato, que mobilizam e decompde gordura
de forma mais lenta que dietas com alto teor de proteina, por exemplo, resultando em
aumento do peso e obesidade visceral, que é fortemente correlacionado com a
resisténcia a insulina (CHEN et al., 2012).

2.2 OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

Uma dieta rica em gordura além de induzir a obesidade, altera os niveis da
proteina-tirosina fosfatase 1B (PTP1B), regulador negativo da via de sinalizacdo da
insulina e altera a fosforilagdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) (SILVA
et al., 2010). Camundongos que ndo expressam o IRS-1 ou tem alta expresséo de
PTP1B apresentam resisténcia a insulina (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002;
SUN et al., 2016).

A resisténcia a insulina, presente também na DM2, envolve ainda o
comprometimento do transportador de glicose 4 (GLUT-4) presente no musculo
esquelético e no tecido adiposo (PINTO JUNIOR; SERAPHIM, 2012). O organismo
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obeso apresenta &cidos graxos circulantes em grandes quantidades, provenientes do
tecido adiposo ou de lipoproteinas, estes também contribuem para a resisténcia a
insulina, pois ao alcancar tecidos sensiveis a insulina, alteram a disponibilidade de
substratos a sinalizacdo (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005), dentro das células beta
pancreéticas eles inibem a atividade do transportador de glicose, reduzindo a
captacao e a fosforilagcdo da glicose (HABER et al., 2001). Tudo isso resulta em um
quadro de resisténcia a insulina, também encontrado em modelos animais de
resisténcia a insulina, que demonstraram reducdo na atividade da proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), podendo desencadear o desenvolvimento da resisténcia a
insulina e de anormalidades metabdlicas (FUJII et al., 2008; RICHTER; RUDERMAN,
2009; YU et al., 2004). A sinalizacao de insulina tem papel importante no controle da
ingestdo de alimentos, ratos obesos que apresentam resisténcia a insulina na

amigdala, também mostram inflamacao e estresse oxidativo (CASTRO et al., 2013).
2.3 DIETA DE CAFETERIA

Para melhor compreender a obesidade, o modelo de dietas hipercaloricas
vem sendo muito utilizado como forma de induc&o ao excesso de peso em animais, a
dieta de cafeteria ja é utilizada desde 1980, considerada como um padrao para analise
do peso corporal de animais (ALMEIDA; SANTOS, 2015). A razdo da utilizacado da
dieta de cafeteria em varios estudos para inducéo da obesidade, deve-se ao fato do
cardapio ser composto por alimentos consumidos em nosso dia a dia (salgadinho,
chocolate, refrigerante de cola, bolachas) os quais possuem um alto teor de gordura
e um alto indice glicémico (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

Estudos sobre obesidade demostram que a utilizacdo da dieta de cafeteria em
animais, pode induzir consumo excessivo de alimentos (hiperfagia), compulsividade,
alterando o padréo alimentar, onde o animal prefere os alimentos mais palataveis do
que a dieta padréo, desencadeando respostas neuroadaptativas como recompensas
cerebrais que se sobrepdem ao sistema homeostatico relacionado ao consumo e
demanda de energia, resultando em ganho de peso corporal (CIGARROA et al.,
2016). Estudos que utilizam modelos de inducdo a obesidade mostram aumentar a
adiposidade, gordura mesentérica, subcutdnea e visceral, os niveis séricos de
triglicerideos e colesterol total (MACEDO et al., 2012). Aléem de maior acumulo de

gordura abdominal e aumento do peso do figado (CAMERON et al., 2012).
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Quando a oferta da dieta de cafeteria é precoce, pode interferir nos sinais de
saciedade e promover um excessivo consumo ao longo da vida desse animal
(MARTIRE et al.,, 2013). Induzindo obesidade e distirbios metabdlicos como a
dislipidemia e estresse oxidativo nos animais, a inflamacéo parece estar associadas
a obesidade e combinada com a resisténcia a insulina leva a um estado irreversivel
de anormalidade metabdlica (CARILLON et al., 2013).

Estudos comparativos entre dietas de alto teor de gordura e a dieta de
cafeteria, evidenciaram que a dieta de cafeteria € o melhor modelo para simular as
tendéncias modernas da obesidade humana, pois fornece um modelo altamente
relevante em termos de comparacdo com a dieta humana (SAMPEY et al., 2011).
Shafat; Murray e Rumsey (2009), afirmam que a dieta de cafeteria € o melhor método
para estudo da obesidade em animais, pois a partir do primeiro dia de apresentagao
ela estimula a hiperfagia e o ganho de peso é observado a partir do terceiro dia de
dieta. Animais induzidos a dieta de cafeteria apresentam perfil metabdlico da
obesidade, demonstram ineficiéncia na beta oxidacéo, possivel disfuncao mitocondrial
e niveis elevados de acidos graxos saturados pré inflamatérios que causam
deficiéncia funcionais nas células beta, hepatécitos e adipocitos (SAMPEY et al.,
2012).

2.4 EXERCICO FisICO

Organismos vivos alteram suas propriedades estruturais e funcionais de
sistemas e 6rgdos de acordo com as condicdes ambientais impostas (BALDWIN,
2002). Portanto quando é imposto ao animal ou ser humano sessdes de exercicio
fisico, o organismo ir4 responder com a melhora e normalidade de fatores que muitas
vezes foram desencadeados pela obesidade. O exercicio fisico tem grande relac&o
com o controle de diabetes e obesidade, uma sessédo de exercicio fisico agudo simples
pode aumentar a sensibilidade a insulina em até 16 horas apds o exercicio, pois este
modifica o conteido do GLUT4 nos tecidos dependentes de insulina como o tecido
adiposo, e musculo em seres humanos (FARIAS, 2014). O aumento da tolerancia a
glicose e a melhora na sensibilidade a insulina estdo relacionados com a maior
transdugcdo de sinal de insulina principalmente no muasculo esquelético e figado
induzido pelo exercicio fisico (CALEGARI et al., 2011).
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Em modelos animais verificou-se que diferentes intensidades de esforgo
podem desempenhar um papel importante no controle e alteracdo do metabolismo
lipidico e ocasionalmente no tratamento de alteracdes metabdlicas e resisténcia a
insulina (RIBEIRO et al., 2012). Um dos mecanismo envolvidos na sinalizacao de
insulina é a proteina serina/treonina quinase B/Akt, proteina distal da via molecular da
insulina, que esta envolvida na captacdo de glicose e na sintese de glicogénio
muscular, em camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica, a menor
fosforilacdo dessa proteina levou a resisténcia a insulina, porém quando os animais
foram submetidos ao exercicio fisico a fosforilagdo do Akt aumentou, comparado aos
animais obesos que permaneceram sedentarios (MARINHO et al., 2014).

O exercicio fisico também apresenta efeitos positivos sobre o estresse
oxidativo, o treinamento de natagcdo especificamente leva a perda de adiposidade e
melhora no colesterol sérico em animais com alimentacdo de alto teor de gordura
(VECHETTI-JUNIOR et al., 2012). Foi observado aumento dos niveis de AMPK em
modelos animais obesos obtidos por dieta de cafeteria, submetidos a natacédo, com
aumento de 43% ap0Os quatro semanas de intervencdo (BRANDT et al., 2010). O
exercicio fisico também reduz os niveis de PTP1B e de IRS-1 apds uma Unica sessao,
melhorando a sensibilidade a insulina em tecidos insulinosensiveis como 0 musculo e
o figado (SILVA et al., 2010).

Foi observado respostas ao exercicio fisico mesmo em animais submetidos a
uma dieta rica em gordura, resultando na reducao do peso corporal e do percentual
de gordura, reducéo dos niveis de colesterol e triglicerideos, além de alteracbes no
padrdo de consumo alimentar. Os animais com alimentacdo padrdo tem menor
consumo alimentar do que animais com dietas de alto teor de gordura, porém animais
obesos submetidos ao treinamento fisico pelo menos duas vezes por semana
apresentam reducao do peso corporal (CHEIK et al., 2006).

Em camundongos obesos induzidos por dieta rica em gordura, o treinamento
fisico mostrou reverter o perfil lipidico sanguineo, combater a inflamacdo e a
resisténcia a insulina (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). Na literatura o
treinamento de natac&o tém sido amplamente explorado pois possuem maior controle
de variaveis e sdo de facil aplicacdo (CASTOLDI et al., 2015). Além de explorar as
propriedades de flutuagédo do animal, e o fato da viscosidade do meio liquido aumentar

a resisténcia, atribuindo maior carga durante o exercicio, sendo um exercicio de
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endurance, que mobiliza grande parte das articulagbes do corpo do animal,
promovendo a utilizacdo principalmente dos musculos da perna em particular o
musculo so6leo (OLIVEIRA et al., 2014).

O protocolo de treinamento de natagdo com sobrecarga de 5% do peso
corporal do animal, demonstra eficicia na reducédo do ganho de peso corporal e no
teor de gordura em animais obesos (BRAGA et al., 2006). Quanto a intensidade do
exercicio fisico, a intensidade moderada, demonstra ser um meio de tratamento e
prevengao da obesidade, sendo capaz de impedir o desenvolvimento da obesidade
mesmo em ratos programados para a obesidade (GOMES et al., 2012).

2.5 PEPTIDEO SEMELHANTE AO GLUCAGON -1 (GLP-1)

A modificagdo na dieta e estilo de vida é o tratamento de primeira linha para
a obesidade, mas por vezes, estes nao proporcionam perda de peso sustentavel. Para
a reducdo do peso a longo prazo se faz necessario a introducdo da intervencéo
farmacéutica (VAN CAN et al., 2014).

O peptideo GLP-1 é formado por 31 aminoacidos, derivado das células L
intestinais, liberado pelo sistema gastrointestinal, € responsavel por quase metade da
secrecao total de insulina apés a refeicdo. Ele inibe a apoptose de células beta, inibe
a producdo hepética de glicose e estimula a captacdo de glicose no tecido adiposo e
muscular (MANSOUR et al., 2013). Foi encontrado nos granulos citoplasmaticos de
células pancreaticas beta e alfa de ratos normais e diabéticos, localizado junto com a
insulina e o glucagon, essa co-localizacdo de GLP-1 com insulina mostra uma relacao
morfologica intima ao nivel ultraestrutural entre os dois peptideos, sugerindo que o
GLP-1 tem papel de regulacéo do metabolismo da insulina (LOTFY et al., 2014).

O GLP-1 aumenta a secrecédo de insulina, suprime a secrecéo de glucagon,
atrasa o esvaziamento gastrico e reduz a ingesta alimentar (PRATLEY et al., 2010).
A disfungdo no GLP-1 mostra ter implicagdo na obesidade, hipoglicemia reativa pos-
prandial e DM2, além disso o comprometimento do GLP-1 pode ser o vinculo
fisiopatoldgico entre DM2 e obesidade, uma vez que os niveis baixos de GLP-1 foram
considerados um importante fator de risco para o DM2 (AHMED et al., 2017).

O GLP-1 é uma das mais potentes substancias conhecidas por estimular a

secrecdo de insulina induzida pela glicose, sua atividade de estimulagcao é exercida
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através da ligacdo ao seu receptor em células beta. Esta ligagcéo resulta na ativagédo
da enzima Adenil ciclase (AC) com consequente producdo de Monofosfato ciclico de
Adenosia (CAMP) (PERUZZO, 2010) e ativacao da proteina quinase dependente de
cAMP (PKA) (SILVA et al.,, 2009). A ativacdo da PKA resulta na fosforilagcdo da
subunidade do canal receptor de sulfunilureia (SUR1) e canal de potassio sensivel a
ATP (KATP) através de um mecanismo dependente de ADP (REIS; VELHO, 2000),
promovendo o fechamento, seguido da despolarizacdo da membrana estimulando a
via secretora de insulina (PORTHA; TOURREL-CUZIN; MOVASSAT, 2011). O GLP-
1 também controla a sintese de glicogénio nas células musculares e promove
saciedade, por isso € tdo atraente como agente terapéutico (CANI et al., 2007).

Porém o GLP-1 é rapidamente degradado pela enzima dipeptidil peptidase-I1V
(DPPIV), com isso uma das estratégias farmacoldgicas € o uso de inibidores dessa
enzima, que aumentam os niveis endégenos de GLP-1 e podem ser um poderoso
agente anti-obesidade (CANI et al., 2007), no entanto a inibicdo do DPPIV parece ter
efeito limitado, enquanto que os analogos do GLP-1 mostram melhores resultados na
reducdo do peso corporal em animais (RAUN et al.,, 2007). O primeiro anélogo
conhecido é a Exenatide, que se origina na saliva do lagarto Heloderma suspectum
(Monstro-de-Gila) e mostrou ser potente e de longa acédo inibindo o esvaziamento
gastrico e aumentando a sinalizac&o central da saciedade, além de apresentar bons
resultados no tratamento da DM2 (BAYS, 2004). Outro agonista do GLP-1 é a
liraglutida (PRATLEY et al., 2010).

2.6 LIRAGLUTIDA

Os agonista do GLP-1 estédo cada vez mais disponiveis e sdo muito utilizados
na redugdo do peso corporal, um dos agonistas mais conhecido e muito utilizado é a
liraglutida (VICTOZA®) (BUYSSCHAERT; D’HOOGE; PREUMONT, 2015), analogo
do GLP-1 que tem afinidade com a albumina, a qual protege a liraglutida da rapida
degradacdo enzimatica, aumentando a sua meia-vida biolégica, cerca de 13h,
prometendo eficacia na promocéo da perda peso (HYDE et al., 2017). A liraglutida foi
desenvolvida para o controle da DM2, é sintetizada de leveduras Saccharimyces
cerevisiae, por um processo de fermentacéo, recuperacao e purificacdo da levedura

com interacdo ao DNA recombinante. Atualmente o farmaco VICTOZA® n&o possui


https://pt.wikipedia.org/wiki/Monstro-de-Gila
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nenhuma indicacdo para o uso na reducéo do peso em pacientes obesos, mas ela
demostra apresentar alguns resultados positivos na reducdo do peso de pacientes
diabéticos, esta acdo ainda estd sendo discutidos pela comunidade cientifica
(CONTE; CAMPQOS, 2015).

A administracdo da liraglutida em pacientes obesos ou com sobrepeso, a uma
dose diaria de 3,0 mg utilizada como adjuvante de uma dieta com poucas calorias e
aumento da atividade fisica mostrou reducéo do peso e reducdo nos fatores de risco
cardiometabdlicos (PI-SUNYER et al., 2015). Similarmente, em animais que recebem
uma dieta rica em gorduras e carboidratos, a liraglutida demostrou normalizar o peso
corporal dentro de uma semana de tratamento e manteve o0 peso estavel, além de
reduzir a massa gorda, a ingestao caldrica e normalizar a composi¢cao corporal dos
animais dieta, ressaltando assim que o efeito da dieta foi revertido pela liraglutida
(RAUN et al., 2007).

Atualmente o tratamento da obesidade é feito com a alteracdo no padrdo
alimentar e introducdo da pratica de exercicio fisico, ja € de longa data que a
comunidade cientifica estuda a reducdo da obesidade com o exercicio fisico, porém
parece ndo ser o suficiente para reducdo dos casos de obesidade. Recentes
investigacdes sugerem a insercdo de analogos do GLP-1, no tratamento da
obesidade. Todavia, a associacao da liraglutida, analogo do GLP-1 com o exercicio
fisico ainda ndo foi estudada, este pode ser um meio de alcancar melhores resultados
na reducdo da obesidade e de fatores associados, de grande interesse para a

populacado obesa.
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3 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com a liraglutida, analogo
do GLP-1, associado ao exercicio fisico induzido precocemente na modulacao da

obesidade em ratos obesos obtidos por dieta de cafeteria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar alteracdes nas analises bioquimicas e antropométricas dos animais dos
grupos obeso e controle;

Quantificar e analisar o consumo alimentar e o ganho de peso de cada grupo
durante todo o experimento;

Verificar o peso de tecidos e o6rgdos dos animais para identificar possiveis
alteracbes entre 0s grupos;

Analisar as respostas inflamatérias desencadeadas pela dieta de cafeteria por
meio da andlise do TNF-a dos animais;

Avaliar o efeito da administracéo da liraglutida por 10 dias associada ou nédo ao

exercicio fisico sobre a obesidade induzida por dieta de cafeteria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados no presente trabalho ratos machos da linhagem Wistar
(rattus norvegicus, variabilidade albina), obtidos com 21 dias de vida do Nucleo
Avancado de Estudos da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), onde permaneceram durante todo o experimento, mantidos em gaiolas
plasticas coletivas (3 animais por gaiola) feitas de polipropileno com dimensdées de 40
x 34 x 17 cm em cama de cepilho, controle de luminosidade de ciclo claro-escuro (12h
claro: 12h escuro), ciclo escuro comecando as 19:00h e término as 7:00h, temperatura
controlada em 21 + 3 °C. Durante todo o experimento 0s animais receberam racéo
comercial padrdo Nuvilab (CR-1, NUVITAL®, Curitiba, PR, Brasil) e agua ad libitum.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética em Pesquisas utilizando animais, da
UEPG, protocolo CEUA namero 027/2014.

Os animais foram randomicamente distribuidos em oito grupos n=10-12
animais (Figura 1): Quatro controles (CON) recebendo racéo padrao e agua ad libitum;
quatro obesos (OBESO) recebendo a dieta de cafeteria ad libitum, adicionada a dieta
padrao; subdivididos em (CON LIRA e OBESO LIRA) recebendo injecdes
subcutaneas de liraglutida dos 80 aos 90 dias de vida, dose de 0,0077mg/dia/animal,
baseada na dose para humanos de 1,8mg; (CON EXE LIRA e OBESO EXE LIRA)
com intervencédo da liraglutida e submetidos a natacéo por 15 minutos, trés dias por
semana e (CON EXE e OBESO EXE) somente com intervencao do exercicio fisico.

Os animais foram submetidos a eutanasia, apos serem pesados e mantidos
em jejum por 12h, o procedimento utilizada para a eutanasia foi a decapitagdo por
guilhotina, utilizado para facilitar a coleta de grandes volumes sanguineos e para que
nao ocorresse nenhuma alteracdo nos resultados das analises bioquimicas dos
animais. O sangue do tronco foi coletado e centrifugado em poténcia de 3000 rpm por
10 min, & temperatura ambiente. O soro obtido por centrifugacdo foi armazenado a -
20 °C para a utilizacéo posterior. Foi tomado o comprimento nasoanal para posterior

célculo do Indice de Lee, os animais foram abertos para a disseca¢cdo manual dos
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orgdos, musculo séleo, glandula adrenal e tecidos adiposos especificos (mesentérico,
retroperitoneal, epididimal e interescapular) e pesados em balanca analitica (Mod Q-
500L210C, QUIMIS®) para posterior analise dos dados.

Figura 1: Divisdo dos grupos Controle e Dieta de Cafeteria.

Intervencgdo o Intervencgdo =
o Intervengao S Intervencdo
Exercicio A - Exercicio ‘ ‘
i Liraglutida o Liraglutida
Fisico Fisico
! W - 1 L
CON | CON EXE CON OBESO OBESO EXE | OBESO
EXE ‘ ‘ con ‘ ‘ EXE ‘ ‘ LIRA ‘ LIRA ‘ ‘ 0BE20 ‘

LIRA LIRA

Figura 2: Linha do tempo com as etapas do experimento dos 21 aos 91 dias de vida dos animais.

Exercicio Dieta de GLP-1 Eutanasia

) . Experiment
FI'S'ICO Cafelterla perimento I |
|

I I I
21 30 80 91

4.2 PROTOCOLO DE EXERCICIO

O protocolo de treinamento fisico utilizado foi a natacdo com sobrecarga,
durante 9 semanas, 3 dias por semana, 15 minutos por dia em um tanque de concreto
(69 cm x 69 cm x 73 cm altura) com agua aquecida em 32 + 2°C segundo o protocolo
de Scomparin et al.,, (2006), com quantidade suficiente para que os animais nao
apoiassem a extremidade distal da cauda no fundo do tanque. Para garantir que 0s
animais estivessem em constante atividade de natacéo foi utilizado a sobrecarga de
5% do peso corporal de cada animal, feito com pesos de chumbo que eram presos na
regido abdominal do animal, com um fio de nylon e permaneciam durante todo
experimento, os animais foram pesados antes da natacdo onde foi feito o célculo do
peso adicional de cada animal, apds o procedimento os animais foram secos com

panos e colocados de volta em suas respectivas caixas.
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4.3 DIETA

A dieta de cafeteria foi ofertada a partir dos 30 dias de vida do animal dos
grupos CAF, ad libitum diariamente e foi agrupada em trés combinacdes distintas que
foram oferecidas alternadamente (QUADRO 1): Segunda (Dieta A) salgadinho sabor
queijo, bolacha wafer sabor chocolate e refrigerante cola; Quarta (Dieta B)
marshmallow, apresuntado e refrigerante cola; Sexta (Dieta C) salgadinho sabor
bacon, bolacha maizena e refrigerante cola. Os animais do grupo controle recebiam
somente a dieta padrdo para roedores composta por pellets de racdo e agua ad
libitum. Para calcular a ingestdo alimentar, a quantidade de alimento ofertada e a
guantidade de alimento ndo consumido pelos animais foram pesadas, trés vezes por
semana, em todos os grupos. A massa corporal dos animais também era registrada
trés vezes por semana em balanca de precisdo (Modelo BEL - engineering, BEL

equipamentos Analiticos Ltda).

TABELA 1 — Cardéapio oferecido aos animais (CAF) durante o experimento e seus respectivos valores
nutricionais.

CARDAPIO A
ALIMENTOS Qtd Kcal/lg Carboidrato Proteina Lipidios
(9) (9) (9) (9)
RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04
SALGADINHO SABOR 1 3,92 0,72 0,08 0,09
QUEIJO
BOLACHA WAFER DE 1 5,56 0,63 0,03 0,51
CHOCOLATE
REFRIGERANTE DE COLA 1 0,42 0,11 0,00 0,00
CARDAPIO B
RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04
MARSHMALLOW 1 3,35 0,82 0,04 0,00
APRESUNTADO 1 1,85 0,07 0,13 0,16
REFRIGERANTE DE COLA 1 0,42 0,11 0,00 0,00

CARDAPIO C
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Qtd Kcal/lg Carboidrato Proteina Lipidios

(9) (9) (9) (9)
SALGADINHO SABOR 1 5,08 0,521 0,08 0,29
BACON
BOLACHA MAIZENA 1 4,30 0,73 0,07 0,12
REFRIGERANTE DE COLA 1 0,42 0,11 0,00 0,00

4.4 CONSUMO ALIMENTAR E CRESCIMENTO ANIMAL

Os animais de todos os grupos experimentais foram acompanhados 3 vezes
por semana para avaliagdo do peso corporal e consumo alimentar, este ultimo foi
calculado através da subtracédo do alimento ofertado pela sobra, dividido pelo nimero
de dias e pela quantidade de animais por caixa. Os dados de massa corporal foram
expressos por gramas (g), ja o consumo no caso do refrigerante cola, foi expresso em
mililitros (ml) e os alimentos em (g) ou também em quilocalorias (KCAL), através da
multiplicagéo da KCAL de cada alimento pela g/dia/animal ingerida.

4.5 DADOS BIOQUIMICOS

O sangue coletado apdés a eutanasia foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10
minutos, o soro foi separado e armazenado a -20 °C até a posterior dosagem
bioquimica. A dosagem de colesterol total, triglicerideos e glicose, foram realizadas
por espectrofotometria em analisador automatizado da marca Mindray® modelo BS-
120. Foram utilizados reagentes para determinacdo quantitativa da marca Analisa ®
(Gold Analisa Diagnostica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as instrugcdes
do fabricante. A insulina plasméatica foi dosada na Universidade Estadual de
Campinas, por radioimunoensaio (RIA), em gama coumera (Wizard2 Automatic
Gamma Counter, TM-2470, PerkinElmer®, Shelton, CT, EUA), utilizado como padrao
a insulina humana e o anticorpo utilizado foi o0 anticorpo anti insulina (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, EUA). O limite de deteccao é de 0,006 ng/ml. Os valores de glicose,

colesterol e triglicerideos séo expressos em mg/dl e insulina em ng/ml.
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5.5.1 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

O plasma sanguineo foi utilizado para a mensuracéo quantitativa de citocinas
pro-inflamatorias, pelo fator de necrose tumoral a (TNF-a) nos animais, utilizamos o
protocolo ELISA em formato ELISA sanduiche (nimero de catdlogo 900-k73,
PeproTech, Inc.) O procedimento seguiu as instru¢des do fabricante. Valores foram

expressos em pg/ml.
4.6 INDICE DE LEE

O indice de Lee foi calculado a partir da divisdo da raiz cubica do peso do
animal em gramas pelo comprimento nasoanal (CNA) em centimetros e multiplicado
por 1000.

VYPESO(g)

CNA Cemy X 1000

4.7 INDIDE DE HOMA (HOMA - IR)

Como indicador de sensibilidade a insulina, utilizamos o indice de avaliag&o
do modelo de homeostase de resisténcia a insulina (HOMA-IR) (WANG et al., 2013),

calculado pelo seguinte formula:

GLICOSE (%) x INSULINA (%)

405

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
versao 7.00 para Windows (Software Graph Pad, San Diego, CA, EUA). Os resultados
foram apresentados como média +.E.P.M com significancia estatistica de p<0,05.
Para determinar as diferencas entre os grupos utilizamos a analise de variancia (Two-
Way ANOVA) com pos teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

Pode-se observar na Tabela 2 que a dieta CAF levou ao aumento no peso
corporal dos animais do grupo OBESO (15%), em relacdo ao grupo CON, o grupo
OBESO LIRA similarmente aumentou o peso corporal (12%) comparado ao OBESO
e 20% em relacdo ao seu grupo controle (CON LIRA), o grupo OBESO EXE também
apresentou aumento em seu peso corporal, aproximadamente 10% comparado ao
grupo CON EXE, j& o grupo OBESO EXE LIRA apresentou aumento do peso de 13%
comparado ao CON EXE LIRA, porém demostrou que a associacdo dos dois
tratamento levou a reducédo de 19% em comparacdo a acao da liraglutida sozinha
(OBESO LIRA).

Os dados de peso dos estoques de gordura também estdo representados na
Tabela 2, onde pode-se observar que a gordura mesentérica do grupo OBESO foi
58% superior ao CON, o grupo OBESO LIRA aumentou em 64% comparado ao CON
LIRA, o OBESO EXE teve aumento de 60% em relacdo ao CON EXE, entretanto
mostrou reducédo de 25% comparado ao OBESO LIRA, jAo CON EXE LIRA demostrou
reducdo de 21% comparado ao CON e o0 OBESO EXE LIRA apresentou resultado
57% superior ao seu controle (CON EXE LIRA).

A gordura epididimal e retroperitoneal dos animais do grupo OBESO
apresentaram aumento de 60% e 47% respectivamente, comparado ao grupo CON,
também houve aumento de 70% na mesentérica e 27% na retroperitoneal no grupo
OBESO LIRA em relacdo ao grupo CON LIRA, ja o grupo OBESO EXE demostrou
reduzir a epididimal em 26% em relacdo ao OBESO e 32% em relacdo ao OBESO
LIRA e aumentou 49% comparado ao CON EXE, na retroperitoneal o grupo OBESO
EXE apresentou aumentou de 52% em relacdo ao CON EXE, porem se comparado
ao OBESO LIRA demostrou reducdo de 34%. O grupo OBESO EXE LIRA mostrou
aumento de 52% no peso de gordura epidimal e 60% na retroperitoneal, comparado
ao CON EXE LIRA

O peso de gordura interescapular dos animais do grupo OBESO similarmente,
demostrou aumentou de 38% comparado ao CON e o grupo OBESO EXE apresentou
aumento de 40% comparado ao CON EXE.

Ainda podemos observar na Tabela 2 os resultados de peso de érgdos, onde

0 peso de figado dos animais do grupo OBESO apresentou média 27% superior
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comparado ao CON, o grupo que recebeu a intervencédo do exercicio fisico (OBESO
EXE), reduziu 16% comparado ao OBESO, também pode-se observar que o grupo
que recebeu a intervencdo dos dois tratamentos em conjunto (OBESO EXE LIRA)
reduziu 18% comparado também ao grupo OBESO, o qual ndo recebeu nenhuma
intervencao.

O peso do pancreas dos animais, diferiu significativamente somente entre 0s
grupos CON EXE LIRA e CON EXE, onde este ultimo demostrou reducéo de 29% em
relacdo ao primeiro. Os resultados do peso de musculo ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa. Para os resultados do peso da glandula adrenal, o grupo
OBESO EXE mostrou diferenca de 78% superior ao grupo OBESO e o grupo OBESO
EXE LIRA mostrou aumento de 16% comparado ao CON EXE LIRA.

Tabela 2 — Peso dos 6rgédos, gorduras e peso corporal final dos animais.

OBESO CONEXE _ OBESO
CON OBESO  CONLIRA (B CONEXE OBESO EXE i St

Pesocorporal (g)  337+10,2 399:11,32  363:6,79 455:16,6%c 341:7,69  383:9,000  326:6,3264  378:9,51ad
e 3,28:0,31 7,82+0,50% 2,87+0,28" 8,090,782 2,38+0,17> 6,02+ 0,372 2,561 0,143 5 990,620
Mesentérica (g)
Garyrd 4,76:0,32 12,060,822 3,84:0,32° 13,040,697 4,45:0,42°¢ 8 80:0,6230d 54740495 11 6+1,09ac0
Epididimal (g)
Gormara 5,80£0,84 10,3:0,772 5,77+0,450 14,2+0,80%c 4,420,200 9 3+0,74%de 4 §4+0,560d 11,7+0,805ces
Retroperitoneal (g)
GOl 0,34:0,04 0,58:0,042 0,27+0.06° 0,49:006 0,37:0,03® 0,62¢0,05 0,35:0,03"  0,51+0,02°
Interescapular (g)
Figado (g) 11,3:0,21 15,540,622 12,4:0,17b 14,080,562 11,6:0,26b¢  13,0:0,460 12,240,216  12,6+0,66b
Pancreas (g) 0,940,04 0,72+0,07 0,80£0.04 0,75:0,03 1,080,126  097+012  0,76:0,08° 0,69+0,04¢
'\S"g‘lse‘;”('g) 0,500,05 0,58:0,06 0,47+0,08 0,52:t0,02  0,64:0,07  0,680,04  0,55:0,03  0,63:0,05
Blsviula 0,03:0,00 0,03:0,00 0,02¢0,00 0,02:0,00  0,06+0,01  0,14:0,04®  0,0620,02  0,05£0,01f
Adrenal (g)

Dados expressos como médiatEPM, n=10-12 animais. As letras sobre os ndmeros representam
diferencas estatisticas de p<0,05. (3 diferenca estatistica em relacdo ao grupo CON; (°) OBESO; (°)
CON LIRA; (9 em relagdo ao OBESO LIRA; (¢) CON EXE; () OBEO EXE LIRA e (%) CON EXE LIRA.

Conforme demostram os dados da Figura 3, o grupo OBESO EXE reduziu
4% o indice de Lee comparado ao grupo OBESO e ainda houve reducéo de 4% do
grupo OBESO EXE em relagdo ao OBESO EXE LIRA. Quanto aos grupos controle,
0 grupo CON EXE e CON EXE LIRA reduziram em 8% e 6% respectivamente, em

comparacao com o grupo CON.
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Figura 3 - Efeito do tratamento com liraglutida por
10 dias, no indice de Lee dos animais normais e
obesos, obtidos por dieta de cafeteria, submetidos
ou nao ao exercicio fisico. Dados apresentados
como médiaxtEPM, n = 10-12. Os simbolos sobre
as barras representam diferenca estatitica de
p<0,001 (***) e p<0,0001 (****), pela analise de
variancia (Two-way ANOVA) com poés-teste de
Tukey.

Os dados de colesterol total encontrados no grupo CON LIRA foram
significativamente maiores que os grupos CON EXE (31%) e CON EXE LIRA (27%),
dados representados na Figura 4. Na Figura 5, pode-se observar os resultados de
triglicerideos onde os animais do grupo OBESO, apresentaram valor superior (46%)
comparado ao CON, porém os grupos OBESO LIRA, OBESO EXE e OBESO EXE

LIRA reduziram em 37%, 45% e 97% respectivamente comparado ao grupo OBESO.
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< Figura 5 - Efeito do tratamento com liraglutida por

Figura 4 - Efeito do tratamento com liraglutida por
10 dias, nas concentracdes séricas de colesterol
total dos animais normais e obesos, obtidos por
dieta de cafeteria, submetidos ou n&o ao
exercicio fisico. Dados apresentados como
médiatEPM, n = 10-12. Os simbolos (*) sobre as
barras representam diferenca estatitica de
p<0,05, pela analise de variancia (Two-way
ANOVA) com pds-teste de Tukey.

10 dias, nas concentragdes séricas de
Triglicerideos dos animais normais e obesos,
obtidos por dieta de cafeteria, submetidos ou nédo
ao exercicio fisico. Dados apresentados como
médiatEPM, n = 10-12. Os simbolos sobre as
barras representam diferenca estatitica de p<0,01
(**); p<0,001 (***) e p<0,0001 (****), pela analise
de variancia (Two-way ANOVA) com pés-teste de
Tukey.
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Para os dados de glicose (Figura 6) observa-se aumento no grupo OBESO
de 19%, comparado ao CON, similarmente aos dados de triglicerideos, a glicose
também reduziu nos grupos OBESO LIRA (20%), OBESO EXE (36%) e OBESO EXE
LIRA (21%) em comparacédo ao grupo OBESO.

Para o parametro insulina representado na Figura 7, observa-se que os
animais do grupo OBESO aumentaram expressivamente (73%) em relacdo ao grupo
CON, podemos observar também que oS grupos obesos que receberam as
intervencdes reduziram os niveis séricos de insulina, quando comparado ao grupo
sem nenhuma intervenc¢ao, o grupo OBESO LIRA reduziu 77%, OBESO EXE 93% e
0 OBESO EXE LIRA reduziu 96% comparados ao grupo OBESO.
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Figura 6 - Efeito do tratamento com liraglutida por Figura 7 - Efeito do tratamento com liraglutida por
10 dias, nas concentragdes séricas de Glicose dos 10 dias, nas concentragdes séricas de Insulina dos
animais normais e obesos, obtidos por dieta de animais normais e obesos, obtidos por dieta de
cafeteria, submetidos ou ndo ao exercicio fisico. cafeteria, submetidos ou ndo ao exercicio fisico.
Dados apresentados como médiatEPM, n = 10-12. Dados apresentados como médiatEPM, n = 10-12.
Os simbolos sobre as barras representam diferenca Os simbolos sobre as barras representam diferenga
estatitica de p<0,05 (*); p<0,01 (**); e p<0,001 estatitica de p<0,05 (*); e p<0,001 (***), pela
(***), pela anéalise de variancia (Two-way ANOVA) analise de variancia (Two-way ANOVA) com
com pés-teste de Tukey. pés-teste de Tukey.

Na Figura 8 esta representado os resultados de HOMA-IR, pode-se observar
gue os animais do grupo OBESO mostraram aumento de 71% no indice HOMA-IR
gue o seu grupo controle (CON), os grupos obesos que receberam as intervencdes
diferiram do grupo sem nenhuma intervencéo, onde os animais do grupo OBESO
LIRA reduziram 78% comparado ao OBESO, a intervencdo do exercicio fisico
(OBESO EXE), demostrou reducao de 90% e a intervencao do exercicio fisico em
associacdo com a liraglutida (OBESO EXE LIRA) mostrou reducdo de 96%,
comparado ao OBESO.
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Figura 8 - Efeito do tratamento com liraglutida por 10
dias no HOMA-IR (Homeostasis model assessment),
dos animais normais e obesos, obtidos por dieta de
cafeteria, submetidos ou ndo ao exercicio fisico.
Dados apresentados como médiaztEPM, n = 10-12.
Os simbolos sobre as barras representam diferenca
estatitica de p<0,01 (**); p<0,001 (***) e p<0,0001
(****), pela anélise de variancia (Two-way ANOVA)
com po6s-teste de Tukey.

Conforme os dados da Figura 9 o grupo CON EXE LIRA demostrou reducéo
no TNF-a 57% comparado ao OBESO EXE LIRA, este ultimo ainda demonstrou
resultado 88% superior ao grupo OBESO, o grupo CON EXE também apresentou
valores menores (76%) comparado ao grupo OBESO EXE, quanto a este ultimo ainda
pode-se observar aumento de 89% comparado ao OBESO. O grupo CON LIRA
aumentou 77% o TNF-a em relacdo ao CON, enquanto o CON EXE LIRA aumentou

em 92% também comparado ao CON.



30

. [ con
Il oBEsO

* kK K

TNF-@ (ng/mL)
N w
L L

[
1

!
ok
ol [m |l| Ill

N \s <« s
6Q/ \,\QL Q;\" Q/\/\Q‘

<"

Figura 9 - Efeito do tratamento com liraglutida por
10 dias, nas concentracbes séricas de TNF-a dos
animais normais e obesos, obtidos por dieta de
cafeteria, submetidos ou ndo ao exercicio fisico.
Dados apresentados como médiaztEPM, n = 10 -12.
Os simbolos sobre as barras representam diferenga
estatitica de p<0,001 (***) e p<0,0001 (****), pela
analise de variancia (Two-way ANOVA) com
p6s-teste de Tukey.

Em relacdo ao consumo alimentar dos animais durante o experimento,
podemos observar na Figura 10, o grafico de linhas que para melhor visualizacao foi
dividido em grupos: sem intervencao (10A); com intervencdo da liraglutida (10B);
intervencao do exercicio fisico (10C) e por ultimo a associacao das duas intervencdes
(10D). Observa-se que a partir da 3 semana 0s grupos que receberam a dieta CAF
demonstraram aumento no consumo alimentar comparado ao grupo controle, o grupo
OBESO aumentou 45% e o OBESO LIRA 58%.

Na quarta semana o grupo OBESO apresentou diferenca de 66 % superior
ao CON, e o grupo CON EXE aumentou o consumo 29% comparado ao CON, ainda
0 grupo OBESO EXE aumentou 29% seu consumo alimentar, comparado ao CON
EXE. Na quinta semana pode-se observar que o grupo OBESO EXE aumentou 22%
0 consumo comparado ao grupo OBESO. Na semana nove, Ultima semana de
experimento, onde os grupos LIRA receberam a intervengcdo com a Liraglutida, o
grupo OBESO aumentou o consumo e mostrou diferir 25% ao CON, a intervencao da
liraglutida demostrou reducdo do consumo em 22% no grupo OBESO LIRA em

comparacdo com o grupo OBESO EXE LIRA.
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Figura 10 - Consumo alimentar durante todo o experimento, dos animais controle (CON);
Obesos, obtidos por dieta de cafeteria (OBESO); Com intervencdo do exercicio fisico (CON
EXE e OBESO EXE); Com intervencdo da liraglutida (CON LIRA e OBESO LIRA) e com
intervencdo do exercicio fisico em associacdo com a liraglutida (CON EXE LIRA e OBESO
EXE LIRA). Dados apresentados como meédiatEPM, n = 10 -12.

O total de consumo alimentar dos animais dos 80 aos 90 dias de vida, periodo
onde foi administrado a intervencdo com a liraglutida, est4 expresso em grafico de
barras (Figura 11). Os grupos obesos aumentaram o consumo alimentar: OBESO
(57%); OBESO LIRA (74%) e OBESO EXE (61%) em relagdo ao CON, CON LIRA e
CON EXE, respectivamente. O grupo OBESO EXE LIRA teve menor consumo
alimentar que os outros grupos obesos, com reducédo de 51% em relacdo ao OBESO;
60% comparado ao OBESO LIRA e 58% comparado ao OBESO EXE.
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Figura 11 - Consumo alimentar dos 80-90 dias de
vida dos animais normais e obesos, obtidos por
dieta de cafeteria, submetidos ou ndo ao exercicio
fisico e a interven¢do com liraglutida. Dados
apresentados como médiatEPM, n = 10-12. Os
simbolos sobre as barras representam diferenca
estatitica de p<0,001 (***) e p<0,0001 (****), pela
analise de variancia (Two-way ANOVA) com
p6s-teste de Tukey.

O ganho de peso dos animais durante o decorrer do experimento, esta
representado na Tabela 3, evidencia-se que a partir dos 61 dias de vida, os animais
do grupo OBESO aumentaram o peso 39% e o grupo OBESO EXE aumentou 43%
comparado ao CON. Na ultima coluna pode-se observar a intervencdo com a
liraglutida onde os animais OBESO mantiveram com o ganho de peso superior,
aproximadamente 37% comparado ao CON, o grupo OBESO EXE reduziu seu peso
40% e o OBESO EXE LIRA 31%, comparado ao grupo OBESO.

Tabela 3 — Ganho de peso em gramas (g) dos 21 aos 90 dias de vida dos animais

DIAS
CON OBESO OBESO CONEXE OBESO
Vlljg/_\ e DEE=0 LIRA LIRA CCINEAE EXE LIRA EXE LIRA

21-40 106,7+4,8 98,9+4,5 117,3+4,8 120,4+7,2 98,6+¢6,8 102,5¢5,0 110,350 95,1464

41-60 115,8+4,2 1246464 105,6+t4,5 134,7+6,2° 105,1x4,2¢ 115,1+3,8 110,7£6,2¢ 128,9+3,0°
61-80 43,8+4,0 72,3+2,5° 63,8+2,92 93,0+4,5% 67,6552 77,6+¢4,7%2 61,7£52%d 721134

80-90 22,2426 354+3,62 18,8+2,3> 31,6+2,1 17,3+1,98d  21,1+2,06 17,941,994 24,3+1,7b

Dados expressos como médiatEPM, n=10-12 animais. As letras sobre os numeros representam
diferencas estatisticas de p<0,05. (9 diferenca estatistica em relagdo ao grupo CON; (b) OBESO; (°)
CON LIRA; (%) em relagdo ao OBESO LIRA; (¢) CON EXE; () OBESO EXE LIRA e (9 CON EXE LIRA.
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6 DISCUSSAO

Para a inducdo da obesidade em animais, a utilizacdo da dieta CAF é de
grande valia por levar o animal ao mais proximo da obesidade humana, sendo uma
dieta altamente palatavel e que utiliza alimentos com alto teor de gordura e
carboidratos, semelhante a condi¢cdo da dieta humana, encontrada em varias partes
do mundo. A dieta de cafeteria induz a patologias irreversiveis que nao sao
evidenciados em outros meios de inducéo a obesidade animal (ROTHWELL; STOCK,
1997).

Adicionalmente animais que recebem dieta com alto teor de gordura tem
demonstrado aumento do peso corporal e maior adiposidade, principalmente aumento
no peso da gordura mesentérica em relagcdo ao seu controle, que recebeu a dieta
padrao (GIL-CARDOSO et al., 2017). Podemos observar em nossos resultados que
0s animais que receberam a dieta CAF apresentaram aumento do peso corporal final
e dos estoques de tecido adiposo mesentérico, epididimal, retroperitoneal. Similar aos
nossos resultados, um estudo desenvolvido em fémeas alimentadas pela dieta CAF,
mostrou aumentar o peso corporal e os depdsitos de gordura epididimal e
retroperitoneal, comparado aos animais controles (SAGAE et al., 2013).

Doze semanas de alimentacdo com dieta de cafeteria tem demonstrado levar
ao maior desenvolvimento de peso corporal e dos estoques de tecido adiposo, nos
animais exercitado e sedentario em comparacdo ao controle, embora 0 grupo
sedentario apresente valores maiores que o grupo CAF exercitado (BRANDT et al.,
2010). Observamos em nosso estudo, que a intervencéo da liraglutida em associacao
ao exercicio fisico demostrou melhores resultados na redu¢édo do peso corporal dos
animais obesos, comparada a intervencdo do exercicio fisico ou da liraglutida
separados.

A intervencédo do exercicio fisico demostrou melhores resultados na reducao
da gordura epidimal e retroperitoneal comparada ao grupo que recebeu a intervencéo
da liraglutida. Quanto a gordura mesentérica a liraglutida demostrou reduzir o peso de
da gordura somente nos animais controles, ja o exercicio fisico demostrou melhores
resultados para os animais obesos, comparado a intervengcdo da liraglutida.

Contrariamente aos nossos resultados, analogos ndo peptidicos do GLP-1 mostraram
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reduzir o peso da gordura mesentérica em animais obesos que receberam dieta com
alto teor de gordura (HE et al., 2010).

A gordura interescapular é conhecida como gordura marrom e esta envolvida
com o0 gasto de energia para a termogénese e desempenha papel de regulacéo
energeética, conhecida também como tecido produtor de calor (YOSHIOKA; YOSHIDA,
KONDO, 1991) Encontramos aumento nos estoques de gordura interescapular em
nossos animais OBESO e OBESO EXE, o que também ja foi descrito na literatura,
onde evidenciou que a gordura interescapular do grupo CAF chegou a pesar 3 vezes
mais que a do grupo controle, porém quando submetidos a uma dose de liraglutida
(30nmol kg/dia) os animais tiveram perdas significativas de peso corporal e peso de
tecido adiposo interescapular, todavia o teor de goticulas lipidicas no tecido ainda
estava elevado, pois a gordura se apresenta menos metabolicamente ativa do que o
grupo controle (BIDAR et al., 2012). Deste modo a termogénese da gordura marrom
€ diminuida em animais alimentados por dieta rica em gordura (HEPPNER et al.,
2015).

Em nossos resultados ndo houve redugéo no peso da gordura interescapular
dos animais que receberam as intervengdes comparado aos grupos OBESO ou CON,
todavia os grupos que receberam a intervencdo da liraglutida n&o diferiram
estatisticamente dos seus controles.

O peso de figado do grupo OBESO foi significativamente maior que dos
animais controle, o aumento no peso do figado pela dieta de cafeteria, sugere a
hepatomegalia que pode ser confirmada com o peso corporal elevado dos animais, a
hepatomegalia ocorre por meio da desregulacédo de lipidios hepaticos, citocinas pro
inflamatorias e estresse oxidativo que interagem entre si e promovem o acumulo de
gordura hepatica (BHARATHA et al., 2017). Podemos sugerir também que o exercicio
fisico reduz a hepatomegalia, pois em nossos resultados demostrou reduzir o peso do
figado dos animais obesos e quando associado a intervengdo com a liraglutida
demonstra ainda melhores resultados.

A utilizacdo de agonistas do GLP-1 tem demostrado relatos clinicos de
pancreatites, levando ao aumento do peso do pancreas e algumas alteracbes
histologicas (KOEHLER et al., 2009). A Unica alteracdo observada em nosso estudo
foi menor peso de pancreas nos animais controle exercitados, comparado aos CON

EXE LIRA, ndo observamos quaisquer outras alteracdo no peso de pancreas em nos
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grupos tratados com liraglutida. Similarmente aos nossos resultados, um estudo com
ratos machos zucker diabéticos tratados com liraglutida, relataram que o tratamento
com analogo do GLP-1 nédo afetou o peso do pancreas dos animais (VRANG et al.,
2012).

Assim como o0 pancreas, 0 musculo s6leo ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em nenhum dos grupos, achados na literatura apontam que o
exercicio fisico precoce em animais expostos a dieta padrdo aumenta a massa
muscular, porém a exposicdo a dieta rica em gordura reduz a massa muscular
aumentada pelo exercicio (TOFOLO et al., 2015). Resultados que n&o foram
observados atraves da pesagem do musculo séleo nos animais do nosso estudo.

A glandula adrenal esta relacionado com o desenvolvimento da obesidade e
diabetes em ratos, o0 aumento do seu peso foi verificado em animais submetidos a
dietas hipercaldricas, anormalidades na glandula adrenal foram precedidas pelo
desenvolvimento da obesidade, hiperglicemia e hiperinsulinemia (APPEL et al., 1979).
Porém, s6 observamos aumento no peso da glandula adrenal nos animais do grupo
OBESO EXE LIRA em relagdo ao seu controle. Adicionalmente, alteragbes no
microambiente da glandula adrenal sédo conhecidas por influenciar a progresséao de
condicBes patoldgicas como obesidade, ocorrendo alteracdo na funcéo e estrutura da
glandula (KANCZKOWSKI; SUE; BORNSTEIN, 2017; SWIERCZYNSKA et al., 2015).
Observamos ainda, aumento no peso da glandula adrenal do grupo OBESO EXE
comparado ao grupo OBESO, fato que também ja foi relatado na literatura pois o
exercicio fisico leva a hipertrofia da glandula adrenal e ativacao do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal gerando adaptacBes metabdlicas ao exercicio fisico (LANA,;
PAULINO; GONCALVES,2006).

O indice de Lee foi relatado por varios autores como um marcador de
obesidade e grau de obesidade (BERNARDIS E PATTERSON, 1968; SOUZA, 1999).
Os nossos dados de indice de Lee dos animais obesos com intervencéo do exercicio
fisico, reduziu em relacdo ao OBESO e ao OBESO EXE LIRA, assim com os controles
exercitados reduziram em relacao aos que receberam a intervencao do exercicio fisico
em associacdo da liraglutida, sugerindo assim que o exercicio fisico apresenta
melhores resultados na reducdo deste parametro, que a sua associacdo com a
liraglutida. O indice de Lee pode ser utilizado como um método de mensuragédo da

obesidade em animais pois apresenta correlagdo com a massa gorda (MALAFAIA et
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al., 2013). Nao encontramos dados semelhantes na literatura, com a intervencéo do
exercicio fisico como redutor do indice de Lee.

Nosso estudo também acompanhou os dados bioquimicos desses animais,
onde verificamos alteragfes interessantes, o colesterol total do grupo obeso nao
diferiu do grupo controle, porem o grupo CON LIRA demostrou menor valor que 0s
grupos CON EXE e CON EXE LIRA. Os animais obesos aumentaram os triglicerideos,
glicose e insulina. Semelhante aos nossos resultados um estudo com fémeas
observou que a dieta da cafeteria promoveu aumento no triglicerideos, porém néao
houve efeito sobre o colesterol total em comparagdo com o0s animais alimentados com
dieta padrdo (SAGAE et al., 2013). Também observado em filhotes de maes obesas
submetidos a dieta de cafeteria, relatado o aumentando dos triglicerideos, sem
alteracao significativas nas concentracdes plasméticas de colesterol total (JACOBS et
al., 2014).

Nossos resultados de insulina corroboram com estudos em camundongos,
onde a ingestao de dieta hipercalorica levou a inducao da hiperinsulinemia grave, com
aumento da insulina mais de 7 vezes em relagéo ao controle (HE et al., 2010).

A intervengdo com a liraglutida ou com o exercicio fisico e a associacao dos
dois tratamentos demostrou reduzir os parametros bioguimicos, sendo que a glicose
mostrou melhor reducédo com a intervencao do exercicio fisico. Em modelos de dietas
com alto teor gordura a liraglutida j& mostrou reduzir a glicose (LI et al., 2011). A
administracdo de liraglutida em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 reduziu
significativamente o triglicerideos e glicose, sendo que o triglicerideos reduziram em
50% comparado ao grupo que recebeu placebo (HERMANSEN et al., 2013).

Na literatura ha registros que animais expostos a dieta de cafeteria
apresentam maiores quantidades de triglicerideos séricos do que animais alimentados
com dieta padrdo e estes niveis caem com 0 exercicio fisico até que voltem a sua
normalidade (SUAREZ-GARCIA et al., 2017). Nos resultados de triglicerideos e
insulina observamos melhores resultados com a associacdo do exercicio fisico e a
liraglutida, porém em segundo lugar para reducao de triglicerideos e insulina mostra-
se a intervencdo com o exercicio fisico.

A sensibilidade a insulina pode-se ainda ser estimada utilizando o indice
HOMA-IR (RONG et al., 2010). O indice HOMA-IR enquanto instrumento de

diagnaostico de resisténcia a insulina é utilizado por muitos autores, principalmente na
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epidemiologia e tem sido validado diante do padréo ouro (OLIVEIRA; SOUZA; LIMA,
2005). Nossos animais do grupo OBESO apresentaram indice HOMA-IR elevado em
comparacao aos animais CON, sugerindo assim a resisténcia a insulina nos animais
obesos. Similarmente, animais que foram alimentos por dieta com alto teor de gordura
apresenteram valores superiores no indice HOMA-IR (NEUSCHWANDER-TETRI,
2010). Todas as intervencdes demonstraram reducdo no indice HOMA, todavia a
associacdo do exercicio fisico e da liraglutida mostrou melhores resultados, seguida
da intervencédo do exercicio fisico.

O TNF-a é considerado um mediador importante da inflamagdo (NAVARRO
et al., 2016). Em Modelos animais de inducdo a obesidade o aumento da expressao
de TNF-a é uma caracteristica comum, e sua superexpressao também esta presente
na obesidade humana, a neutralizagao do TNF-a interfere na agédo da insulina
sugerindo ainda a reducao na resisténcia a insulina (JUNG; CHOI, 2014).

Nossos resultados de TNF-a mostram que a intervencdo com liraglutida,
exercicio fisico ou sua associa¢do em animais obesos ou normais, aumentou os niveis
de TNF- a, Contrariamente aos achados da literatura onde relatou-se que a utilizacao
da liraglutida em animais obesos reduziu a inflamag¢do no cérebro, por meio da
diminuicdo da transcricdo do TNF-a, sugerindo a ligacdo do desempenho periférico
da liraglutida com sua acao direta no sistema nervoso central. (BARRETO-VIANNA,;
AGUILA; MANDARIM-DE-LACERDA, 2017).

Alguns estudos mostram ainda que a infusdo do TNF-a pode causar redug¢ao
nas concentracdes de GLP-1 e os autores sugerem que o efeito benéfico do GLP-1 e
seus analogos pode ser reduzido em condi¢cdes pré inflamatérias (LEHRSKOV-
SCHMIDT et al., 2015). Podemos sugerir ainda que um efeito atenuador ou mesmo
diminuidor do processo inflamatério pela intervencéo da liraglutida seria verificado em
um periodo maior de tempo.

A dieta de cafeteria promoveu aumento no consumo alimentar dos nossos
animais dos grupos obesos durante todo o experimento, mesmo NOS grupos
exercitados. Similar aos nossos achados, ha relatos na literatura de que animais
alimentados com dieta de cafeteria mostram aumentam na ingesta de alimentos a
partir dos 56 dias de ingestdo da dieta, em comparagdo aos animais que recebem
dieta padrao, persistindo até o final do experimento. A ingestdo calérica dos animais

dieta de cafeteria resulta no acumulo de gordura desses animais (SAGAE et al., 2013).
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O uso da liraglutida demonstra reduzir o peso corporal e a ingestao alimentar
tanto em animais normais quanto em animais obesos, através da sua ac¢ao no trato
gastrointestinal e no cérebro, inibindo o apetite e alterando o aporte energético, além
de promover retardo no esvaziamento gastrico (FARIA et al., 2010). Quando
observamos a intervencéo da liraglutida que ocorreu dos 80 aos 90 dias de vida dos
animais, ndo houve alteracdo no consumo alimentar, porém o grupo OBESO LIRA
reduziu o consumo alimentar em relacdo ao OBESO EXE LIRA.

Ha relatos que a ativagdo do sistema receptor do GLP-1 pela administracao
de liraglutida, induz a reducdo da ingestédo calérica e do peso corporal durante o
tratamento, porém o0s autores apontam que a liraglutida no contexto da obesidade
seria mais efetiva quando usada junto com uma dieta de reducédo caldrica diaria
(HYDE et al., 2017). Similarmente, pacientes obesos que utilizaram o tratamento com
liraglutida relataram reducé&o do apetite e subsequente reducao na ingesta de calorias
levando a perda de peso (VAN CAN et al., 2014). Pode-se sugerir a necessidade de
uma intervencdo em um periodo mais longo para que haja efeito notério no consumo
alimentar dos animais obesos. Adicionalmente foi observado que a associacdo do
exercicio fisico diferiu dos outros tratamentos, mostrando ter maior eficacia na
reducdo do consumo alimentar que as intervencfes usadas separadamente.

Animais alimentados por dieta de cafeteria apresentam um padrdo de
aumento do peso drastico ocasionado pela hiperfagia voluntaria observada neste
animais, além da triplicacdo dos valores de massa adiposa branca (SAMPEY et al.,
2011). Nota-se que 0s animais obesos apresentaram maior aumento do peso a partir
do 61° dia de vida, mesmo nos animais que foram exercitados durante todo o
experimento.

Animais que receberam uma dieta com alto teor de gorduras e carboidratos,
alteram o consumo alimentar apés a intervencao do exercicio, reduzindo o ganho de
peso corporal e revertendo o aumento de gordura abdominal nos grupos exercitados
(CAMERON et al., 2012). Também ha relatos que a intervencédo com a liraglutida em
animais mostra reduzir do ganho de peso (ZHENG et al., 2015). Pode-se observar em
nossos dados que o exercicio fisico demostrou alteracao no peso corporal dos animais
durante o periodo de intervencdo com a liraglutida e em seguida esta o grupo OBESO

EXE LIRA, ambos reduziram o peso comparados ao grupo OBESO.
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Em humanos a administracdo da liraglutida levou a reducéo no ganho de peso
corporal de pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 (WIT et al., 2014). O tempo de
administracdo da liraglutida em outros estudos foi maior que do nosso trabalho, o que
pode explicar o fato da liraglutida ndo reduzir o ganho de peso de nossos animais.
Todavia 0 uso da liraglutida por um longo periodo de tempo pode causar efeitos
colaterais como nausea e vomitos, relatados em pacientes obesos nédo diabéticos,
sugerindo que pelo menos parte do mecanismo de acédo da perda de peso induzida

pela liraglutida esta associada a estes eventos colaterais (LEAN et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Os animais que receberam a dieta de cafeteria chegaram ao perfil metabdlico
da obesidade, a administracdo da liraglutida por 10 dias apresentou redugcéo do
consumo alimentar dos animais obesos no final do experimento. A intervencédo do
exercicio fisico foi eficaz na reducéo dos estoques de gordura mesentérica, epididimal
e retroperitoneal, também reduziu parametros bioquimicos como glicose, o indice de
Lee, ganho de peso e aumentou o0 peso da glandula adrenal em animais obesos. Nos
animais do grupo controle reduziu o peso do pancreas, indice de Lee e colesterol total.
A associacdo do exercicio fisico com a liraglutida apresentou melhores resultados na
reducdo do peso corporal no final do experimento, reducdo do consumo dos 80-90
dias de vida, peso do figado, niveis circulantes de triglicerideos e insulina, indice
HOMA-IR, nos animais obesos, porém aumentou o TNF-a em ambos 0s grupos,
obeso e controle. A intervencdo do exercicio fisico € eficaz na reducdo de alguns
parametros relacionados ao desenvolvimento da obesidade, porém a sua associacao
com a liraglutida por 10 dias apresentou melhores resultados na reducéo do peso
corporal, consumo alimentar e parametros bioquimicos, de animais obesos obtidos

por dieta de cafeteria.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO CEUA

UEPG

&

Giossa  PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 027/2014
Protocolo UEPG - 5330/2014

Titulo — Projeto de Pesquisa: "Avalia¢do do Efeito Protetor do GLP1 Associado ao
Exercicio Fisico no Pancreas de Ratos Obesos Submetidos a Dieta de Cafeteria".
Interessada: Dionisia Xavier Scomparin. Decisdo: aprovada a utilizacdo de 80 (oitenta)
ratos.

Data de Entrada — 03/04/2014

Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 23/03/2014 a 23/03/2016

Consideracgoes

Prezado Professor,

Em relacéo a utilizagdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovagao, por dois anos, do uso de 80 (oitenta) ratos.

- APROVADO.
Atenciosamente,

DE PONTA GROSSA
Eﬂ%mgﬁ?[ 'Asgeﬁﬁi no Eknimais

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264





