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RESUMO

A epidemia global de obesidade traz consigo a aumento dos niveis de inflamagao
subclinica e cronica, além do aumento da resisténcia a insulina (RI) no tecido adiposo,
musculo-esquelético e figado, e que certamente contribui com o desenvolvimento de
doengas cronicas. Recentemente, foi descoberto o papel do leucotrieno B4 (LTB4),
molécula lipidica compativel a polarizagao de macréfagos em sentido M1 e quimiotaxia
de células da imunidade adaptativa quando acoplada ao seu receptor (LTB4R1). O
aumento da expressdo de LTB4 ocorre na presenca da RI instaurada pela dieta
hiperlipidica (DH). Dessa forma, objetivamos atenuar o estado inflamatorio de
camundongos swiss obesos tratados com DH por meio da pratica do exercicio fisico,
considerado ferramenta ndo-farmacologica para regular o metabolismo glicémico e a
inflamacdo. Os animais foram divididos em grupos: animais controle (CTL), animais
obesos alimentados com dieta hiperlipidica (DH), animais exercitados cronicamente (4
semanas, 5 vezes na semana) e alimentados com dieta hiperlipidica (DH+EC), e animais
exercitados agudamente e alimentados com dieta hiperlipidica (DH+EA). Apos 12
semanas, foram realizados testes de tolerancia intraperitoneal a glicose (GTT) e a insulina
(ITT), que indicou aumento da glicemia de jejum, intolerancia a glicose e redugao da via
de sinalizacdo a insulina em conjunto com o ganho de peso significativo dos grupos
alimentados em DH. Quatro semanas de exercicio fisico aerobio de moderada intensidade
ndo foram suficientes reduzir significativamente o peso corporal dos animais, mas houve
reducdo significativa da intolerancia a glicose e melhora da sensibilidade a insulina nos
grupos DH+EA e DH+EC diante das analises de imunoblotting, assim como melhora da
fosforilagao em serina de IR e AKT. Houve aumento do RNAm de LTB4R1 no musculo-
esquelético, verificado por meio da RT-PCR Real Time. O exercicio cronico reduziu
parcialmente os niveis de LTB4R1 e TNF-a no musculo-esquelético e tecido adiposo,
seguido de aumento ndo significativo da expressao de IL-4 no musculo-esquelético,
figado e tecido adiposo. O exercicio fisico mostrou uma tendéncia de melhora na
expressio do LTB4 no musculo-esquelético, porém foi considerado insuficiente
para reverter os niveis de inflamac¢ao alcancados pela dieta rica em gordura.
Palavras-chave: obesidade, inflamacio, resisténcia a insulina, atividade fisica,

sistema imune, saude.



ABSTRACT

The global obesity epidemic brings with it increased levels of subclinical and
chronic inflammation, in addition to increased insulin resistance (IR) in adipose tissue,
skeletal muscle and liver, which certainly contributes to the development of chronic
diseases. Recently, the role of leukotriene B4 (LTB4) was discovered, a lipid molecule
compatible with the polarization of macrophages in the M1 sense and chemotaxis of
adaptive immune cells when coupled to its receptor (LTB4R1). The increase in the
expression of LTB4 occurs in the presence of the IR established by the high fat diet (DH).
Thus, we aimed to attenuate the inflammatory state of obese Swiss mice treated with HD
through physical exercise, considered a non-pharmacological tool to regulate glycemic
metabolism and inflammation. The animals were divided into groups: control animals
(CTL), obese animals fed a high fat diet (HD), chronically exercised animals (4 weeks, 5
times a week) and fed a high fat diet (DH+EC), and acutely exercised animals and fed a
high fat diet (DH+EA). After 12 weeks, intraperitoneal glucose (GTT) and insulin (ITT)
tolerance tests were performed, which indicated increased fasting glucose, glucose
intolerance, and reduced insulin signaling together with significant weight gain in the fed
groups. in DH. Four weeks of moderate-intensity aerobic physical exercise was not
enough to significantly reduce the animals' body weight, but there was a significant
reduction in glucose intolerance and an improvement in insulin sensitivity in the DH+EA
and DH+EC groups in the face of immunoblotting analyses, as well as an improvement
in serine phosphorylation of IR and AKT. There was an increase in LTB4R1 mRNA in
skeletal muscle, verified by Real Time RT-PCR. Chronic exercise partially reduced
LTB4R1 and TNF-a levels in skeletal muscle and adipose tissue, followed by a non-
significant increase in IL-4 expression in skeletal muscle, liver and adipose tissue.
Physical exercise showed a tendency to improve LTB4 expression in skeletal muscle, but
it was considered insufficient to reverse the levels of inflammation achieved by a high-
fat diet.
Keywords: obesity, inflammation, insulin resistance, physical activity, immune

system, health.
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1. INTRODUCAO

Diante da epidemia global de obesidade desenvolvida ao longo dos ultimos anos,
tornou-se muito bem estabelecida sua relagdo com prejuizos a satide e o desenvolvimento
de doencas cronicas !. Portanto, o ganho de peso corporal tem sido apontado como um
importante fator de risco, associado, inclusive, ao indice de mortalidade mundial 2. No
Brasil, dados mostraram que nos ultimos 10 anos, o excesso de peso e obesidade tém
crescido a ponto de j& atingir mais da metade da populacdo, dada complexidade
multifatorial deste disturbio metabdlico * . Segundo a organiza¢do mundial de satide
(OMS), o estilo de vida sedentario, aliado aos processos de urbanizagao e globalizagao,
facilitaram o acumulo de comorbidades ao longo dos anos. Significa dizer que o
diagnostico para excesso de peso tem aumentado nas pessoas a uma taxa alarmante, e
pior: estimativas indicam o crescimento deste quadro para os proximos anos 2.

Além disso, a alta taxa de adiposidade central, tido como importante fator de risco
para o desenvolvimento de doenga cardiovascular, também modifica o metabolismo da
glicose ¢ a sensibilidade a insulina °. Assim, o desenvolvimento da resisténcia a insulina
(RI) tende a avangar até o diagnodstico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 6. Como é
consolidado que a DM2 ¢ uma condicao cronica desenvolvida ao longo dos anos, parece
l6gico concluir que a epidemia de obesidade seja seu motor principal ’. Evans et al.
constataram que em 2016 havia 415 milhdes de pessoas com DM2 no mundo. Entretanto,
em 2040 estima-se que havera mais de 640 milhdes de pessoas com DM2.

Além disso, as ultimas décadas revelaram que o principal elo entre a obesidade e
a RI parece ser um processo inflamatorio subclinico e cronico que ocorre tanto em
humanos quanto em modelo animal % '°. Tal processo é tido como uma das principais
causas da diminuicdo da sensibilidade a insulina e desenvolvimento de DM2 em
individuos obesos !!, uma vez que a liberacido de citocinas pro-inflamatorias evolui para
um estado denominado de meta-inflamacgao, conhecida também como inflamagao cronica
de baixo grau. Dessa forma, a busca por estratégias para conter o ganho de peso, Rl e as
complicagdes inerentes ao processo inflamatorio cronico tem sido amplamente
investigadas, com intuito de compreender parte desses mecanismos, além propor as
formas de tratamento adequadas. Nesse sentido, o exercicio fisico tem se mostrado como
ferramenta nao-farmacoldgica para o reduzir a adiposidade corporal, melhorar os
indicadores da inflamacao e restaurar a sensibilidade a insulina. Portanto, ¢ reconhecido
o papel do exercicio, tanto na prevengao e tratamento da RI ligada a obesidade, como na

melhora da saude da populagio'?.
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Figura 1. Estimativa mundial de adultos com diabetes (20-79 anos de idade) de 2015 a 2040
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Fonte: Federacio Internacional de Diabetes. Atlas de Diabetes da IDF, 7% edi¢do. Disponivel em:

http://www.diabetesatlas.org(1).

1.1  Como pode a dieta hiperlipidica induzir a resisténcia a insulina?

Para fins de entendimento sobre como funciona o mecanismo de entrada de
glicose na célula, partimos do pressuposto de que individuos magros possuem a
sinalizagdo intracelular da insulina em condi¢des normais. Por sua vez, para que ocorra a
entrada de glicose e outros nutrientes na célula, ¢ necessario que ocorra a interagdo da
insulina ao seu receptor especifico, que gera uma cascata de sinalizacdo e a
autofosforilagdo do receptor de insulina em residuos de tirosina no interior de suas
células-alvo 3. As mudancas conformacionais das subunidades o/B, e o recebimento de
grupamentos fosfato em sua estrutura sdo reconhecidos pelo substrato do receptor de
insulina 1 (IRS-1), que ativa a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). A PI3k entdo age sobre
os fosfolipidios de membrana, estimulando PDK-1, que se torna uma quinase e passa a
agir sobre a proteina serina/treonina quinase B (AKT), uma proteina integradora de sinais
dentro da célula. Quando ativa, a AKT estimula a translocagdo de transportador de

glicose-4 (GLUT-4) para a membrana das células musculares e adiposas, o que permite a
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entrada de glicose para o interior do citoplasma, para assim exercer sua fungdo

imunometabolica '* (figura 2A).

Figura 2. (A) Via de sinalizacio da insulina e translocacdo de GLUT-4 em consicées

normais. (B) Mecanismos de reducio na via de sinalizacio insulinica.
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Fonte: adaptado de Lehninger, “Principles of Biochemistry”, 6th edition (2014)

Entretanto, a partir do momento em que o excesso de peso passa a contribuir com

o desenvolvimento de RI, disfun¢des dos tecidos sensiveis a insulina tornam-se
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evidenciadas e associadas a ingestdo de alimentos com alto conteudo lipidico e de
carboidratos !° (figura 2B). Dessa forma, excessivos picos de insulina na circulagdo estdo
relacionados a dificuldade que que este hormonio encontra em cumprir seu papel primario
de transportar a glicose sanguinea para o interior das células '*. Sua consequéncia a longo
prazo, somada a elevagao da taxa da lipdlise a fim de regular o metabolismo e 0 aumento
dos niveis de acidos graxos livres (AGL), ¢ a falha da propria via de sinalizag¢do insulinica,
prejudicando a captacdo de glicose principalmente no tecido adiposo (TA) e no
musculoesquelético (ME)'S,

No figado, apesar da captacao de glicose ser independente da acdo da insulina,
tanto a glicogénese como a lipogénese sdo dependentes deste hormdnio, além propria
inibicdo da producio hepatica de glicose (PHG)!”. Nesse sentido, a intolerancia a glicose
somada aos prejuizos na sensibilidade a insulina pelos tecidos-alvo acarreta uma
disfungao celular e sist€émica, que traz consigo a consequente exaustao das células-p das
ilhotas pancreaticas a continuarem liberando altas doses de insulina'®. Sustentado tal
quadro por um determinado intervalo de tempo, verificam-se prejuizos da normoglicemia,
fazendo com que os niveis de glicose plasmatica passem a permanecer também elevados,
apesar de reversiveis através do tratamento farmacologico'® e/ou mudanga do estilo de
vida?®. Quando configurada a hiperglicemia de jejum, de forma cronica o individuo tende

a desenvolver DM22!,

1.2 Inflamacio nos tecidos sensiveis a insulina: o papel da imunidade

Complicagdes relacionadas a obesidade induzida pela ingestdo predominante de
dietas hiperlipidicas (DH) levam ao aumento do aciimulo de gordura total e peso corporal,
além da reducdo da sensibilidade a insulina conforme j4 explicado acima®?. O excesso de
glicose ¢ entdo armazenado no tecido adiposo branco (TAB) em forma de lipidios e no
figado como glicogénio, junto da possibilidade de reconversdo novamente em glicose
durante periodos de aumento da demanda energética (por exemplo, em fun¢do do
aumento do nivel de atividade fisica)®’. Entretanto, a hipertrofia do TA gera uma
disfungao do metabolismo da glicose e dos AGL, ¢ uma das primeiras respostas do
sistema imune nesse contexto condiz com a mobilizagdo de células de origem mieloide
como, por exemplo, por meio do aumento da infiltracdo e polarizagdo macréfagos no

TAB*.
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Macrotfagos adaptam-se em seu tecido residente as circunstancias locais e exercem
inimeras fungdes efetoras, como fagocitose e produgdo de citocinas. No estado obeso,
ocorre a ativagdo dos macrofagos residentes no TAB (MTAB) e no figado (células de
Kupffer), compreendidas como os principais mecanismos da regulacdo da meta-
inflamacdo a nivel tecidual a fim de manter a homeostase 2°. Com isso, a medida que
ocorre a exacerbacdo da inflamagdo no TAB, o grau de apoptose celular aumenta neste
tecido, formando estruturas parecidas com coroas (crown-like) nos adipdcitos
inflamados, no intuito de realizar o tamponamento lipidico °.

Em paralelo, ocorre aumento da liberacao de polipeptidios, denominados de
citocinas, e que exercem agdo pro-inflamatoria pelos MTAB (também chamadas de
adipocinas quando liberadas por neste tecido), como por exemplo: fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina (IL)-6, IL-1a, IL-1p e IL-12 e a proteina quimioatraente
de mondcitos-1 (MCP-1), que acabam por atrair ainda mais células imunes.
Funcionalmente, esses macrofagos infiltrados sdo polarizados com o fenétipo M1 (genes
Cdllct+ e F4/80), e estdo presentes na maioria das doencas e condi¢des de cunho
inflamatorio, como aterosclerose, esteatose hepatica, e artrite reumatoide, por exemplo 26,
No TA, o aumento da produgdo de TNF-a e IL-6 ¢ capaz de prejudicar a sensibilidade a
insulina deste 6rgdo. Ambas sdo secretadas basicamente por macrofagos e células T, e
estimulam a fosforilagdo de IRS-1 em seus residuos de serina (ser307), em vez da
fosforilagdo em tirosina, refletindo a tolerancia a glicose ’.

Por outro lado, existem mecanismos reguladores impulsionados também por
macrofagos, mas desta vez com a finalidade protetora contra o dano tecidual. Essa via é
denominada de polarizagdo em sentido M2, ou via alternativa, que possui propriedade
anti-inflamatdria (em geral, vista por meio dos genes Cd11c- e Mgll+). Com isso, emerge
sua potente competéncia fagocitica, removendo células apoptodticas e promovendo
reparacdo tecidual *. Desta forma, propriedades pré-angiogénicas e imunoregulatorias
do fendtipo M2 sdo geralmente descritas em experimentos que se propdem a testar
intervencdes com o intuito de amenizar a inflamacgdo associada a obesidade ¢ demais
doengas cronicas, como no caso do exercicio fisico, por exemplo 2®. Em geral, as células
M2 participam das respostas de Th2, atenuam a meta-inflamacdo e orquestram a
promogao do remodelamento tecidual. O aumento da agdo anti-inflamatoria pode ser visto
pelo aumento da liberacdo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-1ra e IL-13, por exemplo?* %,
Contextualizando, quando a obesidade induzida por DH promove o aumento do

fendtipo M1, isso acaba desregulando o equilibrio entre a raziio M1:M2 °. Nesse sentido,
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existe a necessidade da implementacdo de ferramentas farmacolégicas e/ou nao-
farmacoldgicas no intuito de reverter o estado inflamatério subclinico?®:3!. Pesquisas tém
buscado entender como a supressao da meta-inflamagao possa ser administrada, seja por
meio da biotecnologia para modificacao da expressao génica em modelos de intervengao
pré-clinicos, ou por meio da mudanca do estilo de vida, que primariamente envolve
estratégias de cunho nutricional e aumento do nivel de atividade fisica, que modulam o
sistema imune objetivando atenuar a inflamacdo tecidual mediada pelo TA e figado,
restabelecendo o equilibrio M1:M2, assim como a reducao da hipertrofia dos adipdcitos
e atenuacdo da RI de individuos obesos 2% 2.

O recrutamento de macrofagos exposto até aqui compde a linha de defesa inerente
ao sistema imune inato, eficaz na sinaliza¢io de patdgenos e na resposta inflamatoria®
34 Num segundo momento, entra em agiio o sistema imune adaptativo, que age sobretudo
através das células T, competentes para reconhecer, sinalizar e destruir os agentes
considerados nocivos ao nosso organismo*, e que muitas vezes atua conjuntamente a
polarizagdo e infiltragdo de macréfagos, fundamental para a apresentagdo de antigenos
celulares, propriedade que ambas as células possuem para sinalizar a necessidade de uma
resposta imune especifica’® 3’. Além disso, o sistema imune adaptativo possui uma
resposta celular mediada, ao qual estd muito bem descrito o papel das células B,
responsaveis por aumentar a producdo e liberagdo de anticorpos a partir de patdgenos
estranhos que ativam vias sinalizagdo inflamatoria no nosso corpo. Quando ativadas,
células B iniciam seu processo de prolifera¢do e diferenciagdo, que culmina na geragao
de plasmocitos com producdo de imunoglobulinas com alta afinidade para o epitopo
antigénico que originou a resposta *.

Estas células possuem potente propriedade quimiotactica voltada para a migragao
de células efetoras do sistema imune, e sdo recentes as evidéncias sobre seu papel na
modulagio da RI 3% 3% 40 Além disso, nio encontramos até o presente momento
evidéncias sobre o comportamento das células B diante do exercicio fisico. No cenario

da meta-inflamacdo, Jason DeFuria et al.*!

verificaram que uma composi¢cao aumentada
destas células também ¢ uma caracteristica do TAB na obesidade. Esse fato, quando
verificado em camundongos obesos alimentados com DH, mostrou que o recrutamento
de células B pode promover a ativagdo de células T CD4+ que, por sua vez, potencializam
a polarizacdo de macrofagos tipo M1, resultando no agravamento da RI. Por outro lado,

foi visto que a deplegao genética das células B evita os efeitos da inflamagdo do TAB
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causado pela DH, promove melhora da sensibilidade a insulina e induz a quimiotaxia de

macréfagos 4.

1.3 Efeitos do exercicio fisico na resisténcia a insulina e inflamacao

E bem documentado que o exercicio fisico regular é considerado como ferramenta
ndo-farmacologica para a prevengao e tratamento da obesidade, DM2 e demais distarbios
cardiometabdlicos, principalmente por ndo estar associada aos importantes efeitos
colaterais que podem ocorrer com tratamentos exclusivamente farmacologicos **. Nesse
sentido, Ropelle e colaboradores ** demonstraram que mesmo uma sessido aerdbica
isolada de exercicio de natagdo de baixa intensidade e longa duragdo ja seria capaz de
reverter a cascata de sinaliza¢do inflamatéria e a ativagdo de JNK em animais com
obesidade induzida por DH. Em outro estudo, foi observado que exercicio fisico foi capaz
de reduzir a inflama¢ao no ME, TAB e no figado, mediado pela via de receptores do tipo
toll-4 (TLR-4), o que culminou na melhora da sensibilidade a insulina em ratos com
obesidade induzida por DH. Essa diminui¢do da ativagdo do TLR-4 induzida pelo
exercicio em ratos alimentados com dieta rica em gordura foi intimamente associada a
ativacdo reduzida da da c-Jun N-terminal kinases (JNK) *.

De fato, o exercicio fisico ¢ amplamente utilizado para fins de reducdo do peso
corporal e do nivel de adiposidade *°. Entretanto, ndo estd bem descrito na literatura que
tais adaptacdes estejam presentes em curto prazo *°. Ainda assim, amplos beneficios do
exercicio desde uma Unica sessdo se mostram presentes, como por exemplo: na redugao
dos marcadores inflamatorios liberados pelos tecidos-alvo da insulina, e aumento da
captacdo de glicose estimulada pela contragdo muscular, mesmo da presenca de
intolerancia a glicose ou DM2 avancada *’. A contragio muscular também proporciona a
translocacdo de GLUT-4 no TA e no ME, independemente da a¢do da insulina *®. Tal
aumento da expressdo génica de GLUT-4 estd diretamente relacionado com maior
captacdo de glicose e maior sensibilidade do receptor de insulina, inclusive nos
adipocitos®.

O mecanismo acima descrito pode ser explicado através da sinalizacao da proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) que, quando mediada pelo exercicio
fisico, pode otimizar a captacdo de glicose no ME e TA independente de insulina *°.
Conforme ja4 mencionado, a translocagdo de GLUT-4 por meio da via da insulina ocorre

através da acdo de PI3K-AKT °!. Entretanto, nos casos em que a obesidade prejudica a
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via da sinaliza¢do regular da insulina, o exercicio se mostra eficaz por restaurar os
mecanismos de tolerdncia a glicose °. Isso ocorre porque a AMPK ¢ uma molécula
reguladora da homeostasia metabdlica intracelular, ou seja, a contragdo muscular e o
estado de hipoxia durante o exercicio consomem boa parte da energia disponivel em
adenosina trifosfato (ATP). Durante o esforco fisico isso ocorre de maneira cumulativa
ao aumento da disponibilidade de adenosina difosfato (ADP), que ¢ transformado em
adenosina monofosfato (AMP) por agdo da enzima adenilato ciclase, mecanismo
suficiente para ativar a AMPK, a fim de controlar o metabolismo celular. Além disso, a
ativagdo da AMPK por meio do exercicio inibe a formacdo de ATP advinda do
metabolismo dos lipideos, considerado mecanismo regulatorio de prote¢do do organismo
contra deplecdo energética severa, o que culmina na regulacdo do metabolismo da glicose
através da glicolise, oxidagio de AGL e biogénese mitocondrial **. Por fim, a AMPK
exerce efeitos no TA, inibindo a sintese de acidos graxos e a lipolise, e no figado, que

inibe a producio de acidos graxos e colesterol >2

. Tomados em conjunto, tais mecanismos
contribuem para que a 0 ME seja o principal regulador do metabolismo da glicose e AGL,
o que faz do exercicio uma terapia ndo-farmacologica para controle da RI/DM2 #’.
Bradley e colaboradores 2® j4 haviam relatado que o exercicio voluntario em roda,
por sua vez melhora a sensibilidade a insulina e a inflamag¢do do TA em camundongos
obesos, pois mitiga os efeitos prejudiciais da DH, como por exemplo prevenindo ganhos
adicionais de peso, reducdo da inflamagao e a possibilidade de reverter a RI. Depois, foi
verificado que o aumento da liberacao de IL-10 durante a pratica de exercicios de nata¢ao
com intensidade moderada em camundongos reduz o fenétipo M1 e aumenta o fendtipo
M2, uma vez que houve diminuicao da expressao dos genes de TNF-a e IL-2 e da via de
sinalizacdo inflamatéria de IKK-B/NF-xB 3% 3354 A literatura oferece evidéncias de que
a reversao dos efeitos inflamatorios seja decorrentes da ativacdo de receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma (PPAR)-a/y, que parecem ter correlacdo indireta com
as vias de sinalizagdo pro-inflamatodrias e do dano tecidual, dada sua agdo que resulta na
redugdo de proteinas quinases ligadas ao mecanismo préo-inflamatério, assim como ocorre

na atenuacio da sinaliza¢do de JNK, por exemplo 2% 33,

1.4  Leucotrieno B4 como marcador inflamatorio da resisténcia a insulina
induzida pela obesidade

Diante das descobertas que mostraram o desenvolvimento da RI induzida pela
obesidade e sua relacdo com a inflamagao subclinica, pesquisadores atentaram-se para os
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possiveis mecanismos moleculares em comum envolvidos nessa questao. Desde entdo,
evidéncias apontaram moléculas provenientes da sintese dos eicosanoides uma clara
relacdo entre disfungdes do metabolismo da glicose e dos acidos graxos e a resposta
inflamatoria *¢. Nesse sentido, um mediador lipidico denominado leucotrieno B4 (LTB4)
se mostrou eficiente para assinalar a presenca de citocinas pré-inflamatérias e a perda da
sensibilidade a insulina ligada a obesidade °’.

Apesar de originalmente o LTB4 estar relacionada a inflamagdo presente no
contexto da asma bronquica %, sua utilizagdo como mediador da RI se deve ao fato do
LTB4 possuir receptores de alta afinidade acoplados a proteina G também nos tecidos-
alvo da insulina, estes denominados de LTB4R1 e LTB4R2, passando a exercer efeitos
robustos que levam a infiltracdo de células imunes e regula a produgdo de citocinas no
figado, TA e ME °7:°. Outrossim, o aumento do recrutamento e ativacdo de macréfagos
M1 acompanha os niveis aumentados de LTB4, em decorréncia da alimentagdo rica em
gordura. Consequentemente, ocorre aumento da translocacdo da proteina NF-kB em
macrofagos, diminui¢do da fosforilagdo da via PI3K-AKT em resposta a insulina, e
redugdo da translocagao do GLUT-4. Desta forma, o surgimento da RI mostrou associado
relacdo direta com o aumento da expressdo de LTB4 e LTB4R1 .

A familia dos leucotrienos caracteriza espécies de mediadores lipidicos endogenos
que servem como indicadores pro-inflamatdrios. Sdo gerados a partir da liberacdo do
acido araquiddnico por meio da agdo da fosfolipase A2 citosdlica (cPLA2) associado ao
aumento de calcio intracelular. Isso leva a expressao da 5-lipoxigenase (5-LO) em todas
as células de origem mieloide, que se translocam para a membrana nuclear, e passam a
exercer efeitos junto da acdo da proteina ativadora do 5-LO ancora de membrana (FLAP)
31 Ambas 5-LO e FLAP levam a formagio do 4cido 5-hidroperoxyeicosatetraenoico (5-
HETE), que por sua vez, dao origem a formagao do leucotrieno A4 (LTA4), rapidamente
convertido em LTB4 pela acdo da enzima LTA4 hidrolase (LTA4-H), conforme
detalhado na figura 3A ¢!. Em roedores magros, o LTA4 pode originar o aumento da
expressao de LXA4, uma lipoxina que deriva de LTA4 quando esta pretere a produgao
de LTB4 em adipocitos e sua fragao vascular estromal (SVF). O tratamento com lipoxinas
em animais transgénicos demonstrou aumentar a producao de LXA4 ao invés do aumento
da expressdo de LTB4, sem alterar os niveis séricos de colesterol LDL e AGL. Em suma,
o bloqueio de LTA4-hidrolase, enzima que transforma LTA4 em LTB4, medeia efeitos

anti-inflamatorios causados pelo aumento da expressio de LXA4 2,
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Contudo, a ligagao entre LTB4 e o receptor LTB4R1 nos tecidos-alvo a acao da
insulina tem sido amplamente pesquisada no ambito da inflamacao associada a RI nos
tecidos sensiveis a acdo da insulina (figura 3B). Mudangas conformacionais nas
subunidades da proteina G sdo as principais responsaveis pelos efeitos inflamatorios
derivados do eixo LTB4-LTB4R1 38, Li et al. (2015), deixaram claro que este eixo possui
relagio direta com a promoc¢do da RI em camundongos obesos ®. Sua ativagio ¢é
responsavel pelo acumulo de inflamagdo tecidual relacionada a hipertrofia do TAB
causada pelo desenvolvimento de sobrepeso em decorréncia da DH ®*, e mais importante:
inicialmente, ele foi reconhecido pela capacidade de recrutar células efetoras de origem
mieloide, servindo como fator quimiotdctico indutor de infiltracdo de mondcitos,
neutrofilos, e macréfagos residentes polarizados em sentido M1, isto ¢é, sua ativacao
promove o deslocamento e migracao de células que aumentam e favorecem o dano celular
e a inflamacdo sistémica ®.

Figura 3. (A) sintese de LTB4 em animais magros e com obesidade induzida pela DH. (B) A¢do do
LTB4 junto ao seu receptor de alta afinidade (LTB4R1) acoplado a proteina G, localizado no

figado, tecido adiposo e musculo em func¢io da obesidade. (C) Efeitos da inibicio farmacologica e
deplecio génica do eixo LTB4-LTB4R1.
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Fonte: traduzido e adaptado de “The Role of LTB4 in Obesity-Induced Insulin Resistance

Development: An Overview”
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Entretanto, o LTB4 também exerce efeitos além daqueles verificados no TAB. O
tratamento com LTB4 em midcitos L6 prejudicou o transporte de glicose e a fosforilagao
de AKT estimulados pela insulina, e diminuiu a translocagdo de GLUT-4 também nessas
células. Em hepatocitos, o LTB4 promove diretamente a PHG e pode atenuar a
capacidade a fungdo fisiologica da insulina em inibir esse aspecto do metabolismo
hepatico. Isso levou a andlise dos efeitos da deplecdo génica alcancada em animais
knockout (KO) para LTB4R1 (LTB4R1KO) e as altera¢des na sensibilidade a insulina
apods o tratamento com o proprio LTB4, que ainda assim induziram a RI in vivo, mesmo
em animais LTB4R1KO. Num segundo momento, esses resultados foram comparados a
utilizagdo de um farmaco inibidor de LTB4R1 (CP105696) que, ap6s 14 semanas de DH
de camundongos C57BL, indicou restauracdo da sensibilidade a insulina durante analises
de clamp-hiperinsulinémico-euglicémico. Os mesmos autores ainda assinalaram que a
modulagdo da resposta inflamatoria induzida pelo eixo LTB4-LTB4R1 foi mediada pelo
complexo formado pelo receptor ligado a proteina G (Gai) e INK (Gai-JNK), uma vez
que tanto o inibidor farmacolégico de JNK quanto o de Gai resultaram no mesmo efeito
verificado em LTB4R1KO, ou seja, em inibir o efeito do LTB4 em ambos os tecidos .
Adicionalmente, o inibidor de LTB4R1 bloqueou a ativagdo de JNK inclusive quando
induzida por lipopolissacarideo (LPS), reduzindo a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, particularmente interferons-gamma (IFN-y) e IL-6, assim como a redugao
de MCP-1; IL-6, IL-1B, IL-8 ¢ TNF-a pelo tecido adiposo epididimal (epi-TAB) !!,
conforme verificado na figura 3C.

Wei Ying et al.,*?

num estudo conduzido com diversas linhagens de camundongos,
isolaram células B de animais wide-type (WT) em cultura de células marcadas com
corante fluorescente, e entdo transplantaram essas células tanto em camundongos magros
quanto obesos WT tratados com DH. A anélise via citometria de fluxo revelou aumento
significativo do recrutamento de células B marcadas para o TAB no grupo obeso em
comparacdo aos roedores magros, consistente com aumento dos niveis de LTB4.
Entretanto, os mesmos autores ainda analisaram o recrutamento de células B em
camundongos LTB4R1KO e, como esperado, ndo houve quimiotaxia. O aumento dos
niveis de LTB4 foi acompanhado pelos outros marcadores inflamatorios (IL-6, TNF-a e
IL-1B) o que leva a crer que a ligacao entre o LTB4-LTB4R1 esteja diretamente ligada

com a inflamag¢ao no TAB e posterior RI neste tecido. Neste sentido, posterior analise do

TAB de animais tratados com DH que possuem mutacdo que anula o desenvolvimento de
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células B, revelou que o LTB4R1 ativo ¢ quem regula o recrutamento de células B
transplantadas in vivo, inclusive o aumento da resposta Th1 (através do aumento de IFN-
v) e do fenotipo M1 de macrofagos. Por conseguinte, foi verificada a agdo de anticorpos-
T, que melhorou a sensibilidade a insulina; porém, a deple¢ao de células T ndo anulou
completamente a resposta de LTB4 no mesmo grau em que o tratamento com clodronato,
farmaco utilizado como inibidor da infiltragdo de células da imunidade inata.
Curiosamente, o tratamento combinado entre LTB4 ¢ clodronato nido revelou uma
resposta inflamatéria superior aquela verificada somente por meio do clodronato.
Portanto, os autores concluiram que os efeitos adversos das células B no metabolismo da
glicose sdo parcialmente dependentes dos macréfagos, por meio de mecanismos
adicionais que sdo independentes das células B e T. Por fim, foi verificado que agdo
voluntaria dos macrdofagos junto ao recrutamento de células B se deve ao aumento da
producao de LTB4 pelos proprios adipdcitos.

Entretanto, cabe ressaltar que até o0 momento ndo ha evidéncias sobre o aumento
do fendtipo M2 nesse contexto®’. Esse fato aproxima a ideia de que o exercicio fisico
possa ser usado como estratégia para bloquear a inflamagao causada pelo eixo LTB4-
LTB4R1, através de seus efeitos anti-inflamatorios. Desta forma, entendemos que a
inibi¢do do LTB4R1, por atuar nesses mesmos tecidos em que o exercicio se mostra eficaz
no tratamento da meta-inflamagao, poderia também sofrer alguma influéncia do exercicio
fisico. Além disso, como ja discutido até aqui, ja € bem estabelecido o papel do exercicio
em reduzir a infiltragdo de mondcitos e macrofagos polarizados em sentido M1, além de

reduzir a propria resposta inflamatéria Th14

. Por fim, o treinamento fisico ¢ capaz de
aumentar a polarizacdo de macrofagos M2, restaurando o equilibrio da razao M1/M2, e

melhorando a satde metabolica®®.
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2. JUSTIFICATIVA

A realizagdo deste trabalho estd baseada em achados que corroboram ao
entendimento de que o exercicio aerobio pode diminuir os niveis de inflamacdo e RI no
contexto da obesidade induzida por DH em meio experimental, contextualizando o
aumento dos niveis de atividade fisica como fator para promocao da saude e tratamento
das doengas cronicas, sobretudo a obesidade. Esta bem estabelecida na literatura a relagao
direta entre o efeito do exercicio fisico e o controle da inflamacao associada a melhora da
sensibilidade a insulina e tolerdncia a glicose em animais obesos. Nesse sentido,
postulamos compreender sobre mecanismos inflamatdrios ainda ndo explorados, através
da influéncia que o exercicio pode exercer no eixo LTB4-LTB4R1, nunca antes explorado
para tal fim.

Apesar das evidéncias sobre seu papel do LTB4 como marcador da inflamacao na
presenca da obesidade e RI induzida pela DH, até a realizagdo do presente projeto ainda
nao haviam relatos sobre a possivel influéncia do exercicio fisico na expressao génica ou
via de sinaliza¢do dos receptores de LTB4 (LTB4R1). Complementarmente, ainda nao
existem evidéncias sobre como o exercicio modula o recrutamento de células B e
antigenos especificos no contexto do tratamento da obesidade e da RI. Como a fun¢do do
LTB4 tem sido destacadamente relacionada a modulacao das células B, postulamos que
este trabalho possa facilitar a realizacdo de novos estudos em que o exercicio poderia
funcionar como um marcador da imunidade mediada (celular).

A utilizacao do exercicio agudo em nosso trabalho se mostra fundamental para o
entendimento isolado da influéncia exercicio fisico, afastando outras adaptagdes que o
treinamento pode resultar no tratamento da obesidade como, por exemplo, melhorando a
composicao corporal e reduzindo o percentual de gordura. O aumento da massa magra e
redu¢do da massa adiposa certamente seriam efeitos indiretos do exercicio sobre o
metabolismo de glicose e também sobre a inflamagdo, ou seja, ambos serdo efeitos

esperados e relacionados ao treinamento cronico, também incluido no presente projeto.
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3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do exercicio fisico agudo e do exercicio cronico na expressao
do receptor-1 do leucotrieno B4 (LTB4R1) em camundongos Swiss com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o efeito do exercicio fisico na expressao génica de LTB4R1 em figado,
musculo e tecido adiposo.

- Investigar o efeito do exercicio fisico nas respostas inflamatdrias envolvidas com
avia LTB4/LTB4R1 (TNF-a, MCP-1, IL-1B, IL-4) em figado, musculo e tecido adiposo.

- Investigar a repercussdo do exercicio fisico na via de sinalizagdo e homeostase
da insulina no tecido adiposo, figado e musculo esquelético.

- Investigar o efeito do exercicio fisico na intolerancia a glicose e insulina
sistémicas.

- Investigar a repercussdo do exercicio fisico no peso corporal dos animais.
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4. MATERIAS E METODOS

Animais e dieta. Para os experimentos do presente trabalho foram utilizados
camundongos machos da linhagem Swiss provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Ao atingirem 6 semanas de
idade os animais foram inicialmente divididos em 2 grupos: animais controle (CTL)
alimentados com racdo padrdo para roedores, e animais alimentados com dieta
hiperlipidica. Apdés 12 semanas de dieta hiperlipidica os animais do grupo dieta
hiperlipidica foram subdivididos em 3 novos grupos: animais obesos sedentarios (DH),
animais exercitados cronicamente (4 semanas) (DH+EC) e animais exercitados
agudamente (DH+EA). A dieta hiperlipidica consistiu na seguinte distribui¢ao entre os
macronutrientes: 55% das calorias provenientes de gordura, 29% de carboidrato e 16%
de proteina (Tabelas 1, 2 e 3). Entre a décima e a décima segunda semana de
administracdo de DH, foram realizados os testes de glicemia em jejum, seguido dos testes
de intolerancia intraperitoneal a insulina (ITT) e a glicose (GTT) para determinar se houve
a instalagao da RI. Durante todo o processo experimental os animais foram mantidos em
no maximo 5 animais por gaiola, numa sala do laboratorio de biodinamica com cerca de
no maximo 60 animais e com exaustdo do ar permanente. Além disso, a temperatura se
manteve constante, € o ciclo de claro e escuro foi de 12 em 12 horas. Todos os animais

tinham alimentagao e agua (bebedouro) ad libitum.

Tabela 1: Composicao da dieta hiperlipidica

DIETA HIPERLIPIDICA

Ingredientes Quantidade
Banha de porco 312¢g
Caseina 200g
Amido Dextrinado 132¢g
Amido de Milho 115,5¢g
Sacarose 100g
Celulose Microcristalina 50g
Oleo de Soja 40ml
Mix de Minerais (Mistura) 35g
Mix de Vitaminas 10g
L-Cistina 3g
Bitartarato de Colina 2,5¢
TOTAL 1Kg

Tabela 2: Mistura de sais minerais da dieta
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MIX DE MINERAIS

Ingredientes Quantidade
Carbonato de Calcio Anidro 357
Fosfato de Potassio Monobasico 196
Citrato de Potassio Tribasico Monohidratado 70,78
Cloreto de Soédio 74
Sulfato de Potassio 46,6
Oxido de Magnésio 24
Citrato Férrico 6,06
Carbonato de Zinco 1,65
Carbonato Manganoso 0,63
Carbonato Cuprico 0,3
Iodato de Potassio 0,01
Selenato de S6dio Anidro 0,01025
Paramobilidato de Amonio 4H20 0,00795
Meta-Silicato de Soédio 12H20 1,45
Sulfato de Cromio e Potassio 12H20 0,275
Cloreto de Litio 0,0174
Acido Bérico 0,0815
Fluoreto de Soédio 0,0635
Carbonato de Niquel 0,0318
Vanato de Amonio 0,0066
Sacarose 221,026
TOTAL 1Kg
Tabela 3: Descri¢ao das vitaminas contidas na dieta
MIX DE VITAMINAS
Ingredientes Quantidade
Ac Nicotinico 12¢
Piridoxina 2,6g
Riboflavina 24¢g
Biotina 0,06g
Manitol 9,99¢g
Vit A 1,6g
Vit K 0,3g
Pantotenato Calcio 6,4g
Tiamina 2,4¢
Ac Folico 0,6g
Vit B12 0,01g
Vit E 500UI/g 60g
Vit D3 0,01g
Lactose gsp 110g
TOTAL 110g

Protocolo de exercicio fisico agudo: Conforme descrito anteriormente °, camundongos

obesos adultos foram aclimatados a nadar por 10 min em dois dias consecutivos,
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colocados no tanque de natagdo com agua até o nivel do peito. Até oito animais nadaram
juntos em recipientes plasticos com 35 cm de largura, 51 cm de comprimento, 32 cm de
profundidade com agua a 25 cm da capacidade total, com temperatura da d4gua mantida
em aproximadamente 34°C. Os animais nadaram durante quatro periodos de 30 min, com
periodos de descanso de 5 min, para um tempo total de natacdo de 2 horas. Apods o
protocolo de exercicio agudo realizado pelos animais DH+EA, foi oferecida alimentacao
ad libitum por 2 horas, sendo que os alimentos foram retirados para jejum de 6 horas antes
da andlise, totalizando oito horas apo6s o protocolo de exercicio.

0. para

Protocolo de exercicio fisico cronico. Conforme descrito anteriormente
adaptacdo ao exercicio de natacdo, os animais foram inseridos ao meio liquido durante
10 minutos por 2 dias consecutivos. Os animais obesos (DH+EC), em grupo de no
maximo cinco animais, assim nadaram em recipientes plasticos de 35 cm de largura, 51
cm de comprimento, 32 cm de profundidade com dgua a 25 cm da capacidade total, com
temperatura da 4gua mantida em aproximadamente 34°C, durante 1 hora, 5 dias por
semana, durante 4 semanas, suportando uma carga progressivamente aumentada de 1% a

4% do peso corporal, que foi ajustada semanalmente, de acordo com o peso do animal na

s€émana.

Testes de tolerancia intraperitoneal a insulina (ITT) e a glicose (GTT). Os testes
foram realizados apds a execucdo dos respectivos protocolos de exercicios fisicos. O
periodo de jejum foi de seis horas antes dos testes e a primeira coleta de sangue serd
registrada como tempo 0 do teste. ApOs isso, para o teste de tolerancia intraperitoneal a
insulina (ITT), a insulina (1,5U/Kg de peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e
amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos
para a determinagdo da glicose sérica. A velocidade constante do decaimento da glicose
(KITT) foi calculada usando da formula 0,693/t1/2. Calculou-se o t1/2 da glicose a partir
da curva da analise dos minimos quadrados da concentracao da glicose sérica durante a
fase de decaimento linear. O teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (GTT) foi
realizado em jejum. Apds coleta sangue de uma amostra nao desafiada (tempo 0), uma
solugdo de 20% de glicose (2.0g/kg peso corporal) foi administrada dentro da cavidade
peritoneal. Para determinar a concentragdo da glicose do soro, amostras de sangue foram
coletadas da cauda em 30, 60, 90 e 120 minutos, medida por um método colorimétrico

utilizando-se um monitor de glicose (Glucometer; Bayer).
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Extracio de Tecidos. Os animais permaneceram em jejum por 6 horas antes da extragdo

de tecidos. Sob efeito anestésico previamente descrito !

, os camundongos foram
anestesiados com injecao de 350ul cetamina 10% (100 mg / ml; Medistar, Ascheberg,
Alemanha), 300ul xilazina 2% (20 mg / ml; Riemser, Greifswald, Alemanha) e 300ul de
solugdo salina 0,09%, combinados em uma Unica seringa de insulina. Os camundongos
foram contidos manualmente e 300ul da mistura anestésica foram injetados
intraperitonealmente no quadrante inferior direito do abdémen, usando uma agulha de
calibre 25, independentemente do peso corporal de cada camundongo. Apds aboli¢dao do
reflexo corneano e a retirada da pata a dor, a cavidade abdominal de cada animal foi aberta
para a exposic¢ao da veia porta, pela qual foi injetado 0,2ml de solucao salina, com ou sem
a presenca de insulina (10" ™) Apés 30 segundos da injegdo de insulina, uma sec¢io
do figado foi entdo retirada. Ap6s mais 60 segundos (total de 90 segundos), fragmentos
de tecido adiposo epididimal, figado e do musculo gastrocnémio foram entdo coletados.

Todas as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e guardadas

em biofreezer (-80°C) para analises posteriores.

Extracdo de RNA e Proteinas. Os tecidos foram picados grosseiramente e
homogeneizados imediatamente em TRIZOL (Invitrogen), para obtengdo de RNA; ou em
um tampao de extragdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM pirofosfato
de sodio, 100 mM fluoreto de sodio, 10 mM EDTA, 10 mM vanadato de sédio, 2 mM
PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. A homogeneizagdo dos TAB e figado ocorreu
através de um Tissue-Lyser (QIAGEN) ajustado na frequéncia de 30/s por 3 minutos. O
ME foi homozeneizado por meio do uso de um Polytron (modelo PT 10/35; Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, USA), operado em méxima velocidade por 30 segundos. Em
todas as amostras com tampao de extragdo de proteinas foi adicionado Triton X-100 1%
e as mesmas permaneceram no gelo por 40 minutos. O material extraido foi entdo
centrifugado na velocidade de 11000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remover o material
insoluvel, utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte foi utilizada
para determinar a concentracdo proteica de cada amostra pelo método colorimétrico de
biureto e outra parte utilizada para avaliacdo do extrato total, ou seja, separagdo das
proteinas em SDS-PAGE, com tampao de Laemmli, acrescido de DTT 200 mM, em
propor¢ao de 5:1, mantido sempre a 4°C até o momento de submeter a fervura a 100°C

durante 5 minutos. As técnicas de imunoprecipitacdo e imunoblot serdo descritas a seguir.
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Anticorpos e Reagentes de rotina. Todos os anticorpos foram provenientes das marcas:
Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA), Cell Signaling Technology (Beverly, MA) ou
ABCAM (Cambridge, MA). A tabela 1 descreve a lista de anticorpos utilizados. Os

reagentes de rotina do laboratorio foram comprados da Sigma Chemical (St. Louis, MO).

Tabela 4: Descri¢ao dos anticorpos.

Anticorpo Marca Codigo Peso Anticorpo
molecular secundario
AKT Cell Signaling 8685 60kDa Rabbit
Beta-Actina | Cell Signaling 4967 45kDa Rabbit
F4/80 Santa Cruz sc-26642 160kDA Goat
IKK Santa Cruz sc-34673 75kDa Goat
IL-10 Abcam ab9969 17kDa Rabbit
IL-1beta Cell Signaling 8689 17kDa Rabbit
IR-beta Santa Cruz sc-711 86kDa Rabbit
JNK Santa Cruz sc-1648 43kDa Mouse
MCP-1 Santa Cruz sc-28879 17kDa Rabbit
p-AKT Santa Cruz sc-7985R 55kDa Rabbit
p-IKK Santa Cruz sc-23470 87kDa Rabbit
p-IR-beta Santa Cruz sc-25103R 95kDa Rabbit
p-JNK Santa Cruz sc-6254 48kDa Mouse
TNF-alpha Cell Signaling 1347 19kDa Goat

Analise Proteica por Immunoblotting. Os precipitados obtidos, apds serem
ressuspendidos em tampao de Laemmli 107 contendo DTT 100mM e aquecidos em agua
fervente por 5 minutos, foram submetidos a eletroforese com gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), o gel serd balizado por marcador de alto peso molecular da BioRad. A
eletroforese serd realizada em cuba de minigel da BioRad, com solucao tampao para
eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE sempre submetido a 40 volts
inicialmente até a passagem pela fase de empilhamento (stacking) e 120 volts até o final
do gel de resolucdo (resolving). A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita
eletricamente para uma membrana de nitrocelulose, através de um aparelho também da

BioRad por 90 minutos a 120 volts. As membranas com as proteinas transferidas foram
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entdo incubadas em solu¢do bloqueadora (BSA 5%, Tris 10mM, NaCl 150mM e Tween-
20 0,02%) por duas horas a temperatura ambiente a fim de diminuir a ligacao inespecifica
dos anticorpos & membrana de nitrocelulose. Apds lavadas em solugdo basal, estas
membranas foram incubadas com anticorpos especificos de interesse do projeto, e
mantidas a 4°C, overnight, sob agitagdo continua. Em seguida as membranas foram
novamente lavadas com solucdo basal e as proteinas especificas de interesse foram
identificadas através de anticorpos secunddrios especificos e quimiluminescéncia em
membranas de nitrocelulose. As imagens das bandas foram obtidas através de foto
documentadora (BioRad) e analisadas através de densitometria Optica. A partir de entdao
foi realizada a analise dos dados, comparando-se o tecido do animal controle com o
animal em dieta, e posteriormente ao animal exercitado, de forma que sempre havera

controle intra-experimento.

RT-PCR em Tempo Real para avaliacio de LTB4R1, TNF-a, IL-1p, CCL-2 e IL-4.
O kit de transcrig@o reversa de cDNA de alta capacidade com inibidor de RNase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) foi usado para sintetizar cDNA de fita simples (2ul de
10x RT Buffer, 0,8ul de DNTP Mix, 2ul de 10x RT Random Prime, 1pul Multiscript, 1ul
RNAse Inhibitor, e 3,2ul de agua desionizada), por meio de TagMan® Gene Expression
MasterMix. Todos os instrumentos e reagentes foram adquiridos da Life Technologies.
Apos diluigdo desejada, utilizou-se o kit gPCRBIO Probe Mix (0,033uL de Rox para cada
1 uL de gPCRBIO Probe Mix No-Rox), somado a quantidade total de MasterMix usando
sondas de primers TagMan® especificos de genes da Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA). Na placa de 96 pogos, a cada 2,25 pl da amostra diluida, acrescenta-se 2,75 pL da
mistura MasterMix/ TagMan®, resultando um volume total de 5 ul. A RT-PCR em

Tempo Real foi realizada em duplicatas no termociclador QuantStudio6 (Thermo Fisher

Scientific), e os valores de expressio génica relativa foram avaliados com o método 22T

usando snRNA U6 como de referéncia ’>. As condi¢des qRT-PCR foram definidas de
acordo com as recomendac¢des do fabricante: 10min, 95°C, 40 ciclos (15seg 95°C, Imin
60°C) com leitura de fluorescéncia durante a etapa de anelamento °. Foi selecionado

como marcador endogeno de estabilizagdo o gene GAPDH.
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Tabela 5: descri¢ao dos primers utilizados:

Gene Codigo Fluoroforo
GAPDH | MouseGAPDH4352339E-1009033 | VIC
LTB4R1 | Mm00521839 M1 FAM
TNF-a | Mm00443258 M1 FAM

IL-1B MmO00434228 M1 FAM
CCL-2 | Mm00441242 M1 FAM

IL-4 Mm00445259 M1 FAM

Analises Estatisticas. Os dados foram expressos como médias + desvio-padrao da média,

sendo indicado o numero de experimentos independentes. Para analise estatistica, os

grupos serdo comparados utilizando analise de varidncia de um fator ou dois (ANOVA),

de acordo com a necessidade. Uma vez encontrado diferencas estatisticas significantes,

sera aplicado o pos-teste de Bonferroni. O nivel de significincia adotado sera de 5%

(p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1 RESPOSTAS DO PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO AGUDO

5.1.1 Caracterizacio da obesidade e resisténcia a insulina induzida pela dieta
hiperlipidica

A Figura 4 mostra a evolugdo do peso corporal do grupo controle (CTL), assim
como dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica durante doze semanas (DH e
DH+EA). Na décima quinta semana de intervengao, foi aplicado tinica sessdo de exercicio
agudo de natacdo no grupo DH+EA. Todos os demais grupos permaneceram em
comportamento sedentario durante todo o experimento. Conforme demonstrado, o grupo
DH obteve ganho significativo de peso corporal ao final da interven¢ao quando
comparado ao grupo CTL, alimentado com dieta padrdo para roedores. Houve reducgao
dos valores de média de peso corporal do grupo de animais uma unica sessdo de natagdo
(DH+EA). Entretanto, ndo houve reducao significativa do peso corporal nos animais

agudamente exercitados.

Figura 4. Evolucio do peso corporal e peso final dos animais diante do protocolo de exercicio agudo
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Evolucao temporal do peso corporal em gramas (g) ao longo de 12 semanas de dieta hiperlipidica,
seguida do protocolo de exercicio agudo pelo grupo DH+EA (esquerda). Quantificacido do peso final
dos animais (direita). Os dados estdo apresentados em + média e desvio padrdo. O n experimental é

de 8 animais por grupo. *p< 0,05 vs Controle.

Diante da expectativa de que uma tUnica sessao de exercicio pudesse levar a
atenuagdo dos efeitos da resisténcia sistémica a insulina, foram realizados os seguintes
testes a fim de constatar a medida indireta da tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina: glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose (GTT) e teste de tolerancia a
insulina (ITT). Conforme demonstrado na Figura 5, a glicemia de jejum dos animais
obesos pertencentes aos grupos DH e DH+EA foi significativamente maior em

comparagao ao grupo controle.
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Figura 5. Resultados da medicio de glicose sérica em relacio ao protocolo de exercicio agudo
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Glicemia de jejum (8 horas) dos animais apds 5 horas da sessdo de exercicio fisico agudo em
animais DH+EA. Os dados estiao apresentados em + média e desvio padrao. O n experimental é
de 7 a 8 animais por grupo. * P< 0,05 vs controle e # P< 0,05 DH.

Conforme mostrado na Figura 6, doze semanas de dieta hiperlipidica foram
capazes de promover intolerancia a glicose nos grupos DH e DH+EA em comparagdo ao
grupo alimentado com dieta padrio (CTL). E possivel verificar diferengas qualitativas
entre os tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos que compoem o GTT, que revela substanciais
aumentos dos valores de glicemia do grupo DH em relagdao ao grupo CTL, assim como

atenuagdo da intolerancia a glicose por meio de uma unica sessao de exercicio. A analise

Figura 6. Teste de tolerincia a glicose (GTT) diante do protocolo de exercicio agudo
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Valores de média da glicemia do G'I'T ao final da 16" semana apoés sessiio de exercicio fisico
agudo, em animais dos grupos CTL, DH e DH+EA (esquerda). Valores de média em relagdo a area
sob a curva (AUC) apos GTT (direita). Os dados estdo apresentados em + média e desvio padriao. O

n experimental é de 7 a 8 animais por grupo. * P< 0,05 vs controle e # P< 0,05 DH.

da area sob a curva (AUC), confirmou-se a eficacia da DH em induzir a intolerancia a
glicose de forma significativa. Por sua vez, o exercicio conferiu melhora significativa da

AUC em uma unica sessao de exercicio de nata¢ao (grupo DH+EA). Diante do exposto,
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esses dados indicam que o exercicio fisico agudo foi capaz de reverter a intolerancia a
glicose provocada pela alimentagdo rica em gordura.

Ainda, foi possivel calcular a constante de decaimento da glicose (kITT) através
dos valores de glicemia obtidos durante o ITT. Os resultados mostram que a dieta rica em
gordura foi capaz de reduzir significativamente o KITT quando comparado aos resultados
obtidos nos animais alimentados com dieta padrdo para roedores, traduzindo potente
perda da sensibilidade a insulina no grupo DH. Mais uma vez, uma Unica sessdo de
exercicio fisico de natagao de intensidade moderada e prolongada duragao foi suficiente
para promover incremento robusto do kKITT em animais alimentados com a dieta rica em
gordura (Figura 7). Os valores de média obtida nos animais exercitados foram
semelhantes aqueles verificados pelo grupo CTL, ndo havendo diferenca estatistica entre
eles. Tal resultado indica normalizagao da tolerancia a insulina nos animais tratados com

DH ap6s o exercicio.

Figura 7. Caracterizacio da sensibilidade a insulina (KITT) diante do protocolo de
exercicio agudo
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Constante de decaimento da glicose durante o ITT em animais, CTL, DH e DH+EA.
Os dados estiao apresentados em + média e desvio padrao. O n experimental é de 7 a 8 por grupo.
* P< 0,05 vs CTL # P < 0,05 vs DH

5.1.2 Respostas do exercicio fisico na via de sinaliza¢ao da insulina e homeostase
da glicose

Na etapa subsequente do presente trabalho, realizamos a andlise a nivel tecidual
da sinalizacdo da insulina e da homeostase da glicose. No TAB, em relag¢do a subunidade
B do receptor de insulina (IR-B), ndo conseguimos observar diferenca importante na
fosforilagdo do animal DH em relacdo ao CTL (Figura 8, esquerda). Contudo, ao
desafiarmos os animais exercitados (DH+EA), verificamos aumento acentuado da
fosforilagdao do IR-f em relagdo ao grupo sedentario sob o mesmo regime alimentar. Por

outro lado, quando avaliamos a AKT, observamos o mesmo comportamento nos grupos
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(CTL, DH e DH+EA). No figado, ndo foram observadas diferencas importantes na
ativacdo das proteinas entre os grupos DH e CTL, assim como em relagdo ao protocolo

de exercicio agudo (Figura 8, centro).

Figura 8. Efeito da dieta rica em gordura e do exercicio fisico sobre a sinalizacio de insulina apo6s

protocolo de exercicio agudo
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Analise qualitativa do imunoblotting relacionando a ativacio da proteina de interesse aos
respetivos grupos CTL, DH e DH+EA, com n experimental de 1 animal por grupo. Os blots
representativos mostram a relacdo da proteina de interesse apés estimulo com insulina (+) ou sem a

presenca de insulina (-).

Por fim, investigamos a sinalizagdo de insulina no tecido muscular esquelético.
Quando estimulados com insulina, os animais do grupo DH apresentaram redu¢do na
fosforilagao de IR-B e AKT, quando comparados aos animais CTL (Figura 8, direita).
Entretanto, o grupo DH+EA foi capaz de melhorar a fosforilagdo das duas proteinas de
interesse quando comparados com o grupo DH (Figura 8), e apresentar maior grau de

ativacdo tanto na fosforilacao de IR-f3 como na fosforilacdo de AKT.

5.1.3 Efeitos do exercicio fisico agudo na expressao génica do LTB4R1

No presente trabalho, a expressio do RNAm, obtida através da técnica
quantitativa de RT-PCR em tempo real, foi demonstrada através dos valores de 2x o valor
elevado da diferenca entre o limiar de ciclos (CT) necessarios para quantificar o aumento
da expressdo do gene de interesse (mostrado através de 2°CT). Apesar da hipdtese de que
doze semanas de DH fossem suficientes para aumentar o RNAm de LTB4R1 no TAB,
ME e figado de animais obesos, ndo verificamos aumentos significativos da expressdo de
LTB4R1 do grupo DH no TAB e figado em relagdo ao grupo CTL (Figura 9, centro e

esquerda). Da mesma forma, ndo houve diferenca estatistica relevante em relacdo ao
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exercicio fisico (DH+EA), que nao alcangou diferengas importantes na expressao de

LTB4R1 em relagdo ao grupo DH no TAB e figado.

Figura 9. Niveis de RNAm relativo para LTB4R1 diante do protocolo de exercicio agudo
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Determinaciio da expressio relativa de LTB4R1 por PCR em tempo real dos grupos CTL, DH e
DH+EC. Os dados sdo apresentados + média e desvio padriao. O n experimental é de 4 a 6 por
grupo. ¥ P< 0,05 vs CTL, # P < 0,05 vs DH. Fonte: elaborac¢io propria

Contudo, somente no ME, a expressdo de LTB4R1 foi significativamente maior
no grupo DH em comparacdo aos animais magros alimentados com dieta padrao,
conforme esperado. Curiosamente, o exercicio agudo levou ao aumento significativo dos
niveis de RNAm de LTB4R1 no ME em relagdo aos grupos CTL e DH (Figura 9, direita).
Apesar do aumento da expressao de LTB4R1, diferente da hipdtese inicial apresentada,
percebemos que o exercicio agudo levou a uma resposta inflamatoria imediata no ME

exercitado uma unica vez.

5.1.4 Expressao de citocinas pro- e anti-inflamatorias no tecido adiposo branco,
figado e musculo-esquelético

De maneira semelhante a forma como foi analisada a expressdo génica de
LTB4R1, analisamos o RNAm das principais citocinas relacionadas com a expressao de
LTB4 no TAB, figado ¢ ME. No TAB, conforme esperado e ilustrado na Figura 10, os
niveis de RNAm de TNF-a foram significativamente maiores no grupo obeso sedentario
e alimentado com DH em comparagao ao grupo controle. Além disso, houve redugao nao
significativa dos niveis de TNF-a por meio do protocolo agudo de exercicio fisico aerobio
(DH+EA). Em relacdo a expressdo de IL-1f e do ligante de quimiocina-2 (CCL-2), gene
que codifica a expressdo de MCP-1, ndo houve diferencga estatistica dos niveis de RNAm

entre 0s grupos.
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Figura 10. Niveis de RNAm relativo das citocinas no TAB de camundongos obesos diante do

protocolo de exercicio agudo
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Expressio relativa de TNF-a, IL-p, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no TAB dos grupos CTL,
DH e DH+EA. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboracio Propria

Diante da expressao génica de IL-4, marcador anti-inflamatdrio que, em resposta
ao exercicio fisico, poderia ser um indicador de melhora da inflamagdo tecidual.
Conforme esperado, o grupo DH anotou niveis significativamente menores de RNAm
quando em comparagdao ao grupo CTL. Além disso, uma Unica sessdo de exercicio
aproximou os valores da expressdao de IL-4 aos valores de normalizagdo do grupo CTL,
ou seja, houve aumento significativo da expressdo de IL-4 no TAB dos animais
exercitados uma unica vez (DH+EA) em relacao ao grupo obeso sedentario (DH) (Figura

10).

Figura 11. Niveis de RNAm relativo das citocinas no figado de camundongos obesos diante do

protocolo de exercicio agudo
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Expressao relativa de TNF-a, IL-p, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no Figado dos grupos
CTL, DH e DH+EA. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboracio Propria
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Em relagdo a expressdo génica de citocinas no figado (Figura 11), de maneira
intrigante, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de RNAm de TNF-a entre
todos os grupos. Também nao foram identificadas diferengas relevantes entre a expressao
de IL-1B e CCL-2, ambas pré-inflamatdrias, mesmo nos grupos tratados com dieta rica
em gordura. No caso dos niveis anti-inflamatérios de IL-4, também nao houve diferenca
significativa dos niveis de RNAm dentre os grupos.

No ME, conforme mostrado na Figura 12, os niveis de RNAm de TNF-a foram
significativamente maiores no grupo obeso sedentario e alimentado com DH em
comparagao ao grupo controle. Ja em comparagdo aos grupos DH, ndo houve redugao dos
niveis de TNF-a ap6s unica sessdo de exercicio fisico aerobio. No caso de IL-1p, ndo
houve diferenca estatistica entre os niveis de RNAm dos grupos analisados. No caso de
CCL-2, nao houve diferenga estatistica dos niveis de RNAm entre os grupos. De maneira
inesperada, os niveis de RNAm do grupo controle, alimentado com dieta padrao para
roedores, obteve valores de média superiores aos demais grupos alimentados com DH.
Por fim, houve comportamento esperado da expressdo génica de IL-4, marcador anti-
inflamatério que, em resposta ao exercicio fisico agudo (DH+EA), se mostrou como um
indicador de melhora da inflamagdo tecidual, uma vez que seus niveis foram

significativamente maiores em compara¢do ao grupo DH.

Figura 12. Niveis de RNAm relativo das citocinas no ME de camundongos obesos diante do
protocolo de exercicio agudo
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Expressio relativa de TNF-o, IL-, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no ME dos grupos CTL,
DH e DH+EA. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboracio Prépria
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5.2  RESPOSTAS DO PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO CRONICO
5.2.1 Caracterizacio da obesidade e resisténcia a insulina induzida pela dieta
hiperlipidica diante do exercicio cronico

Apds doze semanas de dieta rica em gordura, animais do grupo DH+EC
realizaram 4 semanas de treinamento fisico de natagao de moderada intensidade (entre a
décima segunda semana e décima sexta semana de intervencao). Os animais do grupo
CTL e DH permaneceram em comportamento sedentario durante todo experimento.
Conforme demonstrado na Figura 13, o grupo alimentado com DH obteve ganho
significativo de peso corporal ao final da intervengdo quando comparado ao grupo CTL,
alimentado com dieta padrao para roedores. Além disso, houve redugdo da média de peso
corporal do grupo exercitado de forma cronica (DH+EC). Entretanto, essa redugdo
significativa o peso corporal nos animais exercitados cronicamente. Contudo, quatro
semanas de treinamento aerdbio de moderada intensidade ndo foi o suficiente para

promover a reducdo significativa do peso corporal.

Figura 13. Evolucio do peso corporal e peso final dos animais diante do protocolo de exercicio

cronico
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Evolugao temporal do peso corporal em gramas (g) ao longo de 12 semanas de dieta hiperlipidica,
seguida de quatro semanas de treinamento fisico de moderada intensidade pelo grupo DH+EC
(esquerda). Quantificacio do peso final dos animais (direita). Os dados estio apresentados em +
média e desvio padriao. O n experimental é de 8 animais por grupo. *p< 0,05 vs Controle.

Assim como foi realizado no set experimental de exercicio agudo, foram
realizados os seguintes testes de glicemia de jejum, ITT e GTT a fim de constatar a
medida indireta da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina. De acordo com o
esperado, o exercicio fisico cronico foi capaz de reduzir a glicemia de jejum dos animais
pertencentes ao grupo DH+EC, porém essa reducdo ndo foi significativa ao final do

periodo total de intervenc¢do (Figura 14).
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Figura 14. Resultados da medicao de glicose sérica em relacio ao protocolo de exercicio cronico
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Glicemia de jejum (8 horas) dos animais pertencentes aos grupos CTL, DH e DH+EC.
Os dados estiao apresentados em + média e desvio padrao. O n experimental é de 7 a 8 animais por
grupo. * P< 0,05 vs controle e # P< 0,05 DH.

Conforme ja descrito no item 5.1.1, a obesidade induzida por doze semanas de
DH foi capaz de promover intolerancia a glicose em ambos todos grupos alimentados
com dieta rica em gordura em comparagdo ao grupo alimentado com dieta padrao.
Entretanto, ¢ possivel verificar na figura 15 (lado esquerdo), que o grupo exercitado de
forma cronica (DH+EC) apresentou uma redugdo dos valores de glicemia nos tempos de
30, 60, 90 e 120 minutos que compdem o GTT. A analise de AUC (figura 15, lado direito)

confirmou a intolerancia a glicose pelo grupo DH, assim como melhora significativa da

Figura 15. Teste de toleriancia a glicose (GTT) diante do protocolo de exercicio cronico
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Valores de média da glicemia do GTT ao final da 16" semana, apés quatro semanas de
exercicio fisico de natacido, em animais dos grupos CTL, DH e DH+EC (esquerda). Valores de média
em relaciio a area sob a curva (AUC) ap6s GTT (direita). Os dados estdo apresentados em = média e

desvio padrao. O n experimental é de 7 a 8 animais por grupo. * P< 0,05 vs controle e # P< 0,05 DH.
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taxa de depuragao da glicose apds quatro semanas de treinamento aerobio (grupo
DH+EC). Como esperado, esses dados indicam que o exercicio fisico cronico foi capaz
de atenuar a intolerancia a glicose provocada pela alimentagao rica em gordura.

Por fim, diante dos valores de glicemia obtidos durante o ITT, foi verificado que
a dieta rica em gordura foi capaz de reduzir significativamente o kITT quando comparado
ao grupo CTL, o que reflete reducdo da sensibilidade a insulina pelos animais obesos
(Figura 16). Em contraste, o treinamento aerébio de quatro semanas foi eficaz em
promover incremento robusto do kITT em animais alimentados com a dieta rica em
gordura (Figura 16). Os valores de média obtida nos animais exercitados foram
semelhantes aqueles verificados pelo grupo CTL, o que remete ao entendimento de que
0 exercicio cronico restaurou a sensibilidade a insulina, mesmo na presenga da dieta rica
em gordura. Esses resultados indicam que os protocolos de exercicio agudo e cronico

promoveram importante melhora na tolerancia a insulina nos animais tratados com DH.

Figura 16. Caracterizacio da sensibilidade a insulina (KITT) diante do protocolo de exercicio
cronico
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Constante de decaimento da glicose durante o ITT em animais, CTL, DH e DH+EC.
Os dados estiao apresentados em + média e desvio padrao. O n experimental é de 7 a 8 por grupo.
* P< 0,05 vs CTL # P < 0,05 vs DH.

5.2.2 Respostas do exercicio fisico na via de sinaliza¢ao da insulina e homeostase
da glicose

Assim como realizado no delineamento baseado nas respostas agudas do exercicio
fisico, realizamos analises a nivel tecidual da sinalizagdo da insulina e da homeostase da
glicose. Em rela¢dao a subunidade B do receptor de insulina (IR-B), ndo conseguimos
observar diferenga importante na fosforilagdo do animal DH em relagao ao CTL no TAB,

assim como em relagdo a fosforilagdo de AKT no mesmo tecido (Figura 17, esquerda).
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Da mesma forma, ap6s quatro semanas de exercicio fisico cronico (grupo DH+EC), nao
verificamos alteragdes contundentes na fosforilagdo IR-B. Uma ligeira reducdo da
fosforilagdo de AKT no grupo DH+EC leva a crer que o exercicio fisico cronico nao
exerceu efeitos locais sobre a sinalizacao da insulina no TAB (Figura 17, esquerda). Em
seguida avaliamos a via de insulina no tecido hepatico e nao verificamos qualquer
alteracdo contundente na fosforilagdo de IR-f e de AKT entre todos os grupos analisados

(Figura 17, centro).

Figura 17. Efeito da dieta rica em gordura e do exercicio fisico sobre a sinalizacio de insulina apés

protocolo de exercicio crénico
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Anaélise qualitativa do imunoblotting relacionando a ativacio da proteina de interesse aos
respetivos grupos CTL, DH e DH+EC, com n experimental de 1 animal por grupo. Os blots
representativos mostram a relacio da proteina de interesse apés estimulo com insulina (+) ou sem a

presenca de insulina (-).

Por fim, investigamos a sinalizacao de insulina no tecido muscular esquelético.
Quando estimulados com insulina, os animais do grupo DH apresentaram redu¢do na
fosforilacdo de IR-f e AKT, quando comparados aos animais CTL. De forma intrigante,
nao verificamos diferencas no grau de ativagao do IR-p3 no grupo DH+EC. Por fim, houve
efeito positivo para a fosforilagdo de AKT, que aumentou seu grau de ativacao no grupo

exercitado (Figura 17, direita) em comparagao ao grupo obeso sedentario.

5.2.3 Efeitos do exercicio fisico cronico na expressao génica do LTB4R1

De maneira semelhante ao que foi demonstrado anteriormente no item 5.1.3, ndo
houve efeito da DH na expressao génica de LTB4R1 no TAB e no figado entre os grupos
analisados. Foi verificado aumento significativo do RNAm de LTB4R1 no ME de

animais submetidos a alimentagdo rica em gordura em comparacdo ao grupo alimentado
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com dieta padrao para roedores (Figura 18, esquerda e centro). No que diz respeito aos
efeitos do exercicio cronico na expressao do receptor de LTB4, o grupo DH+EC obteve

reducio dos valores de média de 24¢T

, que indica atenuagdo da expressdo de LTB4R1 em
comparacao ao grupo DH. Contudo, tais alteracdes nao alcancaram relevancia estatistica

em comparacao ao grupo DH (Figura 18, direita).

Figura 18. Niveis de RNAm relativo para LTB4R1 diante do protocolo de exercicio cronico
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Determinacio da expressio relativa de LTB4R1 por PCR em tempo real dos grupos CTL, DH e
DH+EC. Os dados sdo apresentados + média e desvio padriao. O n experimental é de 4 a 6 por
grupo. ¥ P< 0,05 vs CTL, # P < 0,05 vs DH. Fonte: elaborac¢io propria

5.2.4 Expressao de citocinas pro- e anti-inflamatorias no tecido adiposo, figado e
musculo-esquelético

Diante dos efeitos de quarto semanas de exercicio de intensidade moderada,
ilustrado na Figura 19, os niveis de RNAm de TNF-a no TAB foram significativamente
maiores no grupo obeso sedentario e alimentado com DH em comparacdo ao grupo
controle. Além disso, houve reducdo ndo significativa dos niveis de TNF-a apos o periodo
de treinamento (DH+EC). Nao houveram diferencas significativas nos niveis de RNAm
de IL-1B e CCL-2 entre os grupos. Contudo, os grupos alimentados com dieta rica em
gordura (DH e DH+EC) apresentaram maiores niveis de RNAm quando em comparagao
ao grupo controle.

Por fim, foi verificada a expressao génica de IL-4, marcador anti-inflamatorio que,
em resposta ao exercicio fisico, poderia ser um indicador de melhora da inflamagao
tecidual. Conforme esperado, o grupo DH anotou niveis significativamente menores de
RNAm quando em comparagdo ao grupo CTL. O grupo exercitado cronicamente
(DH+EC), embora tenha apresentado valores de média amostral maiores do que o grupo

DH, nao conseguiu aumentar significativamente os niveis de RNAm de IL-4 (Figura 19).
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Figura 19. Niveis de RNAm relativo das citocinas no TAB de camundongos obesos diante do

protocolo de exercicio crénico
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Expressio relativa de TNF-a, IL-, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no TAB dos grupos CTL,
DH e DH+EC. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboracio Prépria

Em relacdo a expressdo génica de citocinas no figado (Figura 20), de maneira
intrigante, ndo houveram diferengas contundentes entre os niveis de RNAm entre todos
os grupos de todas as citocinas analisadas (TNF-a, IL-1B, CCL-2 e IL-4). E possivel
verificar que os niveis de IL-4 apresentam aumento ndo significativo da expressao nos
grupos exercitados (DH+EC) em comparacdo com o grupo alimentado com dieta rica em

gordura e controle alimentado com dieta padrao.

Figura 20. Niveis de RNAm relativo das citocinas no figado de camundongos obesos diante do

protocolo de exercicio crénico

0.0054

0.004+

0.003+

ZAGT

0.002+

0.001+

TNF-a

0.000-

- 0.001
0.000-

CTL DH

T

DH+EC

0.005

0.004+

0.0034

0.002+

TL-1p

CTL

DH

0.005

0.004+

0.003+

0.002

0.001+

0.000-
DH+EC

CCL-2

CTL DH

0.012

0.009-

0.006
0.005 T

0.004+
0.003
0.002

0.001+
0.000-
DH+EC

IL-4

1

CTL DH DH+EC

Expressio relativa de TNF-a, IL-p, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no figado dos grupos
CTL, DH e DH+EC. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboracio Prépria

No ME, conforme mostrado na figura 21, os niveis de RNAm de TNF-a foram
significativamente maiores no grupo obeso sedentario e alimentado com DH em

comparag¢do ao grupo controle (CTL). J4 em comparagdo aos grupos DH, houve redugdo
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nao significativa dos niveis de TNF-a diante do protocolo de exercicio fisico cronico

(DH+EC).

Figura 21. Niveis de RNAm relativo das citocinas no ME de camundongos obesos diante do

protocolo de exercicio crénico
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Expressio relativa de TNF-o, IL-, CCL-2 e IL-4 por PCR em tempo real no ME dos grupos CTL,
DH e DH+EC. O n experimental é de 4 a 6 por grupo.
* p<0,05% vs CTL e # p< 0,05% vs DH. Fonte: Elaboraciao Prépria

No caso de IL-1B, ndo houve diferenga estatistica entre os niveis de RNAm dos
grupos analisados. E curioso analisar que a expressdo de IL-1B no grupo exercitado de
forma cronica (DH+EC) foi menor at¢é mesmo do que os valores do nivel d¢ RNAm
observados no grupo controle. No caso de CCL-2 e IL-4, ndao houve diferenga estatistica

dos niveis de RNAm entre os grupos (Figura 21).
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6.  DISCUSSAO

De acordo com o exposto pelo presente trabalho, verificamos a expressdao génica
do LTB4R1 diante da obesidade e RI induzidas pela DH, bem como os efeitos que o
exercicio fisico foi capaz de promover nesse contexto. Até onde vai nosso conhecimento,
esse foi o primeiro estudo a abordar os efeitos do exercicio fisico na reposta do LTB4,
com o intuito de verificar a existéncia ou ndo da associagdo indireta entre o treinamento
fisico e a resposta imune adaptativa mediada por células no contexto da obesidade e RI.
Recentemente, o LTB4 tem sido considerado como marcador inflamatorio da obesidade,
relacionado a quimiotaxia de células imunes nos tecidos em que ha redugdo da
sensibilidade a insulina’®. Dado que houve atenuacdo da inflamacio ligada a quimiotaxia
de células imunes e melhora da RI presente na obesidade por meio de tratamento
farmacologico e genético, postulamos que o exercicio fisico exercesse efeitos
terapéuticos sobre a expressdo do receptor primario do LTB4, LTB4R1. No ME, foi
verificado, apds aumento dos niveis de RNAm de LTB4R1 no grupo obeso alimentado
com dieta rica em gordura (DH), reducdo ndo-significativa da expressao de LTB4R1 no
grupo que treinou durante quatro semanas (DH+EC). Em suma, esse resultado foi o que
mais se aproximou do esperado em relacao ao efeito do exercicio diante do eixo LTB4-
LTB4RI1.

Inicialmente, verificamos que doze semanas de dieta hiperlipidica levou ao
aumento do peso corporal no grupo obeso sedentario (DH), que foi significativamente
maior em relagio ao grupo alimentado com dieta padrio para roedores (CTL). E
importante frisar que apesar do impacto sobre o ganho de peso ser relativamente menor
em comparagao a outros tipos de dieta, ha eficcia ligada a dieta hiperlipidica relacionada
ao ganho de peso corporal de roedores "> 7®. Além disso, ja havia sido relatado que doze
semanas de dieta hiperlipidica em camundongos Swiss promove ganho significativo de
peso corporal associado a presenga de RI, aumento da expressdo de marcadores
inflamatorios ligados ao fendtipo M1, assim como redugdo da resposta anti-inflamatdria
de genes ligados ao fenotipo M2 7778,

Por outro lado, ¢ comumente esperado que o exercicio fisico contribua com a
redugdo do peso corporal, atenuacao da inflamacgao e da RI, contribuindo também com a
promoc¢io de mecanismos anti-inflamatérios 7. De fato, verificamos que o exercicio
fisico resultou valores de média amostral relativamente menores em relagdo ao peso
corporal. Entretanto, tal redu¢do do peso corporal ndo ocorreu de forma significativa

quando em comparacao ao grupo DH, seja no grupo exercitado de forma aguda (DH+EA)
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como naqueles exercitados cronicamente, apos quatro semanas de exercicio de natagao
(DH+EC). Apesar disso, nossos resultados estdo de acordo com evidéncias sobre o efeito
parcial do exercicio fisico frente a alimentacdo rica em gordura durante a fase de
intervencdo . E bem estabelecido que redugdes expressivas de peso corporal ocorrem da
combinacdo entre exercicio e alimentacdo com restricdo caldrica de nutrientes 8" 8% 83,

Por outro lado, a redug¢do do peso corporal pode ocorrer em estudos que utilizam
o exercicio fisico cronico, uma vez que as adaptagdes a médio e longo prazo envolvem
aumento de massa magra, aumento da taxa metabodlica basal e diminuigdo expressiva do
TAB, o que certamente caracteriza importante alteracio de composigdo corporal 3% 8% 86,
Nesse sentido, apesar de nao termos observado reducdo significativa do peso corporal do
grupo DH+EC, ndo podemos descartar a possibilidade de que tenha ocorrido alteragdo na
composi¢ao corporal desses animais, uma vez que nao avaliamos tais pardmetros no
presente estudo. Além disso, quatro semanas de treinamento aerébio de intensidade
moderada pode ter sido insuficiente para reduzir significativamente o peso corporal frente
ao tempo total que os animais permaneceram inativos e em tratamento para ganho de
peso. Corroborando com esse achado, Li e colegas®’, demonstraram que mesmo oito
semanas de treinamento fisico podem nao impactar significativamente o peso corporal de
roedores obesos apos obesidade instaurada pela DH.

Faz-se necessario ressaltar que era prevista a ndo redu¢do do peso corporal dos
animais exercitados uma unica vez em comparagdo ao grupo DH sedentario. Estudos
mostram que mesmo quando o exercicio agudo esta combinado a dietas com restri¢ao
calorica, uma Unica sessdo de exercicio aerdbio ndo leva a reducdo do peso corporal em
funcio da diminuigdo dos niveis de gordura corporal *% 38, A obesidade, entendida como
condicao desenvolvida de forma cronica e multifatorial, definitivamente nao ¢ modulada
por uma unica sessao de exercicio aeroébio de natacdo, mesmo de duragao prolongada
como o modelo aqui empregado. Um interessante trabalho ja havia mostrado que mesmo
comparando o efeito de diferentes intensidades, uma Unica sessdo de exercicio aerdbio
ndo acarreta alteragdes significativas na composi¢ao corporal de camundongos obesos
alimentados com DH %, descartando hipotese de que a auséncia de sobrecarga ou a
intensidade do protocolo agudo de esforgo fosse insuficiente.

Apesar disso, mesmo quando o exercicio ndo leva a perda consideravel de peso
corporal, espera-se a reducio da meta-inflamacao e melhora do quadro de RI #% %, Diniz
e colegas’ mostraram que oito semanas de exercicio aerébio de moderada intensidade

em esteira ndo afetou o grau de obesidade alcangado em oito semanas de DH. Contudo,
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houve reducao dos marcadores inflamatérios TNF-a, MCP-1 e IL-6 no figado, mediados
pela ativagdo de PPAR-y. O exercicio fisico se mostra eficaz para controlar a inflamacao
por até doze semanas de DH, suprimindo a ativacdo da via NF-kB no ME de roedores
exercitados em esteira rolante durante oito semanas, demonstrando sua eficacia em ser
considerado como parte do tratamento da obesidade/RI induzida pela DH, mesmo sem
afetar de maneira significativa o peso e a composigdo corporal dos animais *7.

De fato, no presente estudo verificamos que doze semanas de DH foi eficaz para
instalar o quadro sist€émico de intolerancia a glicose e RI. Primeiramente, verifica-se que
a glicemia de jejum de animais obesos foi significativamente superior aos animais do
grupo controle. Corroborando, o GTT confirmou a intolerancia a glicose, uma vez que os
valores de area sob a curva (AUC) do grupo obeso foram significativamente maiores nos
grupos alimentados com dieta rica em gordura (DH, DH+EA e DH+EC), assim como a
velocidade de decaimento da glicose durante o teste de tolerancia a insulina (KITT) no
grupo DH foi significativamente menor. Segundo White & Brito’!, o ganho de massa
corpdrea somado ao nivel de resisténcia a agdo da insulina alcancado, hiperglicemia de
jejum e intolerancia a glicose, leva a um modelo viavel e reprodutivel de obesidade
induzida por dieta rica em gordura em camundongos Swiss, ndo somente atrelado ao
efeito inflamatorio provocado por esse tipo de dieta.

Diferentemente do que ocorre com a composi¢ao corporal, uma unica sessao de
exercicio aerobio pode melhorar a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose em
roedores obesos °% *3. Assim, nossos resultados estdo em acordo com a literatura, pois
observamos que tanto o exercicio agudo como quatro semanas de exercicio aerobio, cada
um analisado isoladamente dentro de seu proprio set experimental, melhoraram a RI
sistémica de forma significativa em comparagdo ao grupo obeso sedentario. Em ambos
os protocolos, houve melhora da tolerancia a glicose, verificada pelo GTT. Em paralelo,
o aumento do kITT dos grupos exercitados, revela melhora da tolerancia a insulina em
funcdo da maior velocidade com que este hormonio passou a responder aos impactos da
alimentacao rica em gordura. Esses dados estdo de acordo com o efeito do exercicio agudo
alcancado em pesquisas que utilizaram o clamp euglicémico-hiperinsulinémico,
considerado como método padrao-ouro para identificar a resisténcia a acao da insulina e
intolerancia a glicose, pois identifica o aumento instantdneo da captacio de glicose ¥.
Este fendmeno pode ser explicado porque o exercicio fisico consegue estimular vias
independentes da insulina para o aumento da captacao de glicose, como a via da AMPK,

o que explica a maior captagdo de glicose nos grupos exercitados. A AMPK ¢ ativada em
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situagoes de déficit energético e aumenta a translocacao do GLUT-4 para a membrana da
célula muscular a fim de manter a homeostase. Somado a isso, o exercicio fisico aumenta
~ . . , . . . 89;
a captagdo de glicose em outros tecidos sensiveis a insulina, como o TA por exemplo
94
Ressalta-se que a glicemia de jejum foi o unico indicador sistémico da RI que o
exercicio ndo foi capaz de reduzir de forma significativa em comparacio ao grupo obeso
sedentario no presente trabalho. Apesar do exercicio fisico reduzir os valores de glicemia

%, tal fato ndo pode ser

imediatamente apos o término da sessdo de treinamento
evidenciado pelo grupo DH+EA no presente trabalho, que pode ser explicado pelo
momento em que a coleta de glicemia foi realizada, entre 8 a 9 horas ap6s o término da
sessdo de treinamento. De acordo, encontramos estudos que mostram que doze semanas
de treinamento aerdbio em roedores com mutacao no gene que induz a obesidade maciga,
nao levam a melhora dos niveis de glicemia de jejum, apesar da melhora dos demais

I % semelhante aos resultados apresentados pelo presente

parametros relacionados a R
trabalho.

Na etapa seguinte, avaliamos a repercussao na sinalizagdo a insulina em todos os
tecidos avaliados, a fim de verificar agdo local do exercicio fisico em relacdo a
sensibilidade a insulina. Conforme mencionado anteriormente, prejuizos nas etapas que
constituem a via de sinalizagdo da insulina impedem a devida transloca¢do de GLUT-4
até a membrana celular, e a consequente entrada da glicose no interior das células *’.
Sendo assim, avaliamos a fosforilagao de IR-f e da AKT que, respectivamente, compdem
a primeira a tltima etapa da via de sinaliza¢do da insulina antes da transloca¢do do GLUT-
4 no TAB e ME, e da inibi¢cdo da neoglicogénese no figado'3. Cada grupo contou com
uma amostra em que os tecidos foram estimulados pela insulina no momento da coleta e
outra somente com salina, para fins controle e comparagdo experimental, o que permitiu
somente analisar qualitativamente o grau de fosforilagdo IR- e da AKT. A marcagdo
com [-actina foi utilizada como controle relativo entre as referidas etapas.

Na presenca da RI, ¢ esperada reducao da fosforilagao de IR-p no grupo DH, que
traduz a dificuldade que a insulina encontra em exercer sua fungdo primaria em seus
tecidos-alvo diante da obesidade*’, principalmente em relacdo as amostras nio
estimuladas com insulina. Porém, ndo encontramos diferen¢a importante na fosforilagcdo
de IR-B do animal DH em relagdo ao CTL no TAB e no figado. Isso pode estar associado
a despadronizacao da banda de controle (B-actina), que por sua vez impede uma analise

assertiva sobre o grau de fosforilagao entre os grupos do IR no TAB. No ME, percebe-se
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esperada redugao da fosforilagcao de IR-B no grupo DH, indicativo de que existe prejuizo
da via de sinalizagdo de insulina no tecido muscular. Resultados semelhantes ocorreram
diante da analise sobre o efeito da dieta ocidental em ratos diabéticos, que levou a reducgdo
da atividade do IR-p no ME, mas n3o no TAB dos roedores *®. Diversos autores entendem
que tal fato se relaciona com a redugdo do transporte de glicose no ME, em consequéncia
da DH '*%7. Por sua vez, ndio ¢ possivel afirmar que houve alteragdo da fosforilagdo da
AKT nos tecidos avaliados, mesmo diante do exercicio fisico. Apesar da reducdo da
fosforilagdo de AKT em serina nem sempre estar presente diante da obesidade induzida

%, ndo descartamos problemas com a correta técnica

pela dieta rica em gordura
experimental. No figado, uma sensivel reducdao de p-AKT do grupo DH nao estimulado
com insulina em comparag¢do ao grupo CTL indica menor eficacia da insulina em suprimir
a PHG no figado ', Apesar de ndo ser robusto, o exercicio exerceu melhora na
sinalizagdo de insulina, com destaque para o aumentou a fosforilagao do IR-3 no ME no
grupo DH+EC em comparagdo ao grupo DH, e para o aumento da fosforilagdo em serina
da AKT no figado e ME do grupo DH+EA.

Os resultados acima estdo de acordo com Zhang e colegas'®!, que mostraram
efeito semelhante do exercicio fisico no figado de camundongos apds dezesseis semanas
de DH. Além disso, a fosforilagdo da AKT em serina no ME se mostrou superior apos o
treinamento de quatro semanas em comparagdo ao grau de fosforilacdo alcangado apos
uma Unica sessao de exercicio aerdbio. Tal fato torna-se sugestivo que o ME pode
desenvolver melhor tolerancia a glicose a medida em que o exercicio fisico cronico
permite melhor utilizagio e metabolizacdo da glicose*’. Novamente, isso pode ser
explicado, pelo menos em parte, por meio da ativagdo de outras proteinas-quinase que
regulam a disponibilidade de energia intracelular, pois a ativagdo da AMPK tem sido
associada a um aumento da captagio de glicose no tecido muscular *°. Contudo, ressalta-
se que boa parte dos resultados ndo estdo de acordo com o esperado, o que pode estar
relacionado a ineficécia do procedimento de infusdo da insulina na etapa prévia a coleta
dos tecidos.

Em meio a dificuldade encontrada para analisar de forma qualitativa as diferengas
entre grupos alimentados com dieta rica em gordura na via de sinalizagdo de insulina,
futuras andlises complementares podem ajudar a verificar se a translocagdo de GLUT-4
intracelular. E o que se pode esperar por meio da atividade da enzima citrato-sintase,
marcador da atividade oxidativa muscular'®?, que poderia servir para atestar o efeito do

exercicio fisico em comparagdo aos grupos nao treinados. Apesar de ndo ter sido
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analisada no presente projeto, evidéncias apontam que a citrato-sintase de ratos induzidos
a obesidade por meio de DH possui relagdo indireta com o aumento da capacidade
mitocondrial que o exercicio aerobio promove no ME!®. O fato de o presente projeto ter
utilizado o musculo gastrocnémio para as referidas analises, ainda reflete um maior efeito
em potencial desta enzima, em funcao da composicao das fibras musculares existentes
neste musculo. Por fim, o aumento da citrato-sintase esta relacionado com a melhora da
sensibilidade a insulina ligada a mecanismos em comum aqueles discutidos no presente
trabalho, como maior ativagio da AMPK e PPAR-y !4,

Na principal metodologia descrita no presente trabalho, foi realizada avaliagao
quantitativa da expressdo génica de LTB4R1. Conforme descrito anteriormente®®, ocorre
aumento da expressao de LTB4R1 apos pelo menos oito semanas de DH, suficientes para
que a RI e o aumento da inflamagdo seguissem o ganho de peso corporal de roedores
C57BL/6. Entretanto, a analise de RT-PCR em tempo real nao apontou diferengas do
nivel de RNAm de LTB4R1 presente no TAB e no figado apos doze semanas de DH.
Entre outros aspectos, essa discrepancia com a literatura pode estar relacionada ao fato
da andlise de RNA muitas vezes nao refletir o comportamento da quantidade de proteina
traduzida em dado momento. Isto ¢, podemos nao encontrar niveis aumentados de RNAm
quando a expressdo da proteina j& atingiu os parametros suficientes para regular a
necessidade fisioldgica pretendida. Essa situacdo funciona para o devido controle da
homeostase, pois sabe-se que existem processos de regulacao interna do ntcleo celular,
que aumenta ou diminui constantemente a expressio de um gene. Conforme
demonstrado, o ME foi o unico tecido dentre os analisados em que foi possivel analisar o
padrdo de expressdao de LTB4R1 em acordo com o que foi previamente hipotetizado. Os
niveis de RNAm foram significativamente maiores nos grupos DH e DH+EA em funcao
da alimentacdo rica em gordura, assim como tais alteragdes sofreram influéncia do
exercicio fisico, que modulou parcialmente a expressao de LTB4R1 no tecido muscular.

Inicialmente, considera-se que os grupos DH e DH+EA sofreram maior impacto
de doze semanas de alimentacdo rica em gordura, uma vez que mantiveram
comportamento sedentario durante todo experimento, potencializando o efeito da dieta
rica em gordura . Por sua vez, a reducdo significativa do RNAm de LTB4R1 no ME
apoOs quatro semanas de exercicio aerobio de moderada intensidade leva a crer que o
exercicio fisico, pelo menos em parte, pode modular a expressdo de LTB4, semelhante

ao que ja havia sido verificado através de inibi¢ao farmacolédgica do eixo LTB4-LTB4R1,
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o que reduz a resposta do receptor acoplado a proteina G neste tecido, assim como ocorreu
ap6s a deplegdo génica em modelo animal (LTB4R1KO) .

Ressalta-se que a técnica de RT-PCR em tempo real no presente trabalho utilizou
de baixo numero de amostras analisadas por grupo, o que pode ter influenciado no fato
da expressao de LTB4R1 no TAB e no figado dos animais obesos nao terem ocorrido
conforme esperado, dado que o aumento da expressdo de LTB4RI1 nestes tecidos ¢
amplamente reconhecida #% 6% % 66 Al¢m disso, ha de ser considerado que parte da
literatura aponta que, mesmo diante do tratamento farmacoldgico voltado para reduzir a
expressao de LTB4, o grau de obesidade e meta-inflamagao alcangado em estudos com
mais do oito semanas de dieta rica em gordura impede a reducdo significativa da
expressio de LTB4R 15774, fato que deve ter contribuido com o efeito parcial do exercicio
fisico no ME apds somente quatro semanas de treinamento.

Na ultima etapa do presente trabalho, comparamos a expressdo dos demais
marcadores inflamatorios com a resposta obtida de LTB4R1. Primeiro, procuramos
examinar a expressao de RNAm das citocinas TNF-a, IL-18, CCL-2 e IL-4 no TAB, ME
e figado, a fim de associar a resposta destes marcadores pro- e anti-inflamatérios a
expressao de RNAm de LTB4R1. Diante dos valores de RNAm obtidos de TNF-a,
considerado pela literatura como principal marcador inflamatdrio local e sistémico, houve
aumento significativo da sua expressao no ME e TAB do grupo DH, seguido de reduc¢do
nao-significativa nos grupos exercitados. Tais resultados eram esperados em relagao ao
efeito em potencial de doze semanas de DH, conforme descrito anteriormente'%®, uma vez
que a expressao de TNF-a, sobretudo no TAB, estd associado a agdo pré-inflamatoria de
MTAB, fendmeno demasiadamente associado a obesidade '°°. No ME, o aumento de
RNAm de TNF-a estd ligado a redugdo da sensibilidade a insulina e reducdo da
fosforilagdo de AKT '%. Dado que macrofagos possuem alta relagio a obesidade induzida
pela DH, comprovadamente associada a expressao de TNF-q, especula-se que o acimulo
destas células nos tecidos em que houve aumento de TNF-a esteja relacionado com a
apresentacao de antigenos relacionados ao recrutamento de células B no TAB, fato que
deveria ter sido ligado ao aumento do RNAm de LTB4RI1.

Por sua vez, para verificar se o exercicio fisico resultou em efeito anti-inflamatoério
tecidual, analisamos o gene de IL-4, mediante a possibilidade de sua expressdo ser
modulada positivamente por meio do exercicio '*’. No TAB, o fato da expressdo de IL-4
ser significativamente menor em comparagao ao grupo CTL esta de acordo com Monteiro

10

e colaboradores %, que verificaram que a reducfo dos niveis de IL-4 no TAB esti
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associada ao desenvolvimento da obesidade, hiperglicemia, RI, dislipidemias, lesdao
hepatica e inflamagdo dos adipocitos. Sendo que esta ultima ainda se relaciona com a
diminui¢do da fosforilagdo de AKT no TAB e no figado, ambas também analisadas no
presente trabalho. Contudo, ndo houve reducao significativa do RNAm de IL-4 no figado.

No proprio ME, contudo, apesar dos valores de média para expressao génica do
grupo controle serem inferiores ao grupo DH, o exercicio fisico agudo mostrou aumento
significativo dos valores de RNAm de IL-4, superior ao verificado no grupo exercitado
cronicamente, explicado pelo imediato efeito anti-inflamatorio promovido pela contragao
muscular, relacionado a melhora da RI e restauragdo do equilibrio entre a razao M1/M2.
No figado, a expressdo de IL-4 nos grupos exercitados foi maior do que o grupo CTL,
indicativo de que tal marcador anti-inflamatorio seja responsivo ao exercicio, pois apesar
das alteragdes ndo serem estatisticamente relevantes, percebe-se uma tendéncia de
melhora dos valores de média de RNAm. A IL-4 j4 havia sido relatada como um marcador
do exercicio fisico que contribui para a sensibilidade a insulina, fornecendo um potencial
alvo terapéutico de RI e doengas metabdlicas relacionadas '%°.

Tomados em conjunto os resultados discutidos até aqui indicam a necessidade de
mais estudos para melhor delinear o efeito do exercicio fisico sobre o LTB4R1. Mais
especificamente, futuros estudos devem manipular diferentes intensidades e volumes de
treinamento. Pode-se considerar ainda a alteracao do tipo de exercicio proposto, uma vez
que o exercicio em esteira pode modular a resposta inflamatoria de maneira diferente do
ocorrido por meio do exercicio de natagdo. Dada caracteristica qualitativa do exercicio de
natacdo, pode-se ainda estipular que seus efeitos sejam diferentes da proposta que o
treinamento de for¢a possa promover, pautado pelo maior impacto sobre a estrutura
musculoesquelética, somado ao seu alto grau de eficacia em modelos que preconizam o
emagrecimento e o tratamento da RI '1°.

Por fim, ha de se ressaltar que os estudos prévios que analisaram a expressao do
LTB4RI1 utilizaram em sua metodologia linhagem animal diferente do proposto pelo
presente projeto. De fato, a linhagem Swiss se mostra compativel para modular os efeitos
da RI, obesidade e inflamacao induzidas pela DH, assim como ocorre em relagdo ao efeito
do exercicio fisico. Por isso, a utilizagdo da espécie mus musculus se mostra eficaz para
reproduzir mecanismos fisioldogicos em comum com seres humanos. Entretanto, nao
encontramos evidéncias prévias que verificaram o papel do exercicio fisico no eixo

LTB4-LTB4R1 na espécie Swiss até a conclusdo do presente trabalho. Dessa forma, deve-
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se considerar reproduzir o delineamento aqui proposto, porém utilizando-se de modelo
animal C57/BL na tentativa de melhor reproduzir o papel do eixo LTB4-LTB4R1.
Finalmente, futuros delincamentos talvez se beneficiem da combinagdo entre a
analise do RNAm via PCR em tempo real e técnicas semiquantitativas que avaliem o
padrao de uma proteina de interesse traduzida, como no caso do imunoblotting (que no
presente projeto foi utilizado somente para analise da via de sinalizagdo da insulina) ou
espectrometria de massas. A andlise isolada de somente uma das ciéncias Omicas ndo
reflete de forma fiel a verdadeira razao entre a transcricao-traducao de proteinas, uma vez
que nem sempre a taxa de transcri¢ao revela de fato uma proteina traduzida, gracas a
mecanismos de controle interno da célula. Entretanto, a analise em conjunto das técnicas
citadas torna mais robusta a andlise da relacdo entre a ativacdo e a expressdo do LTB4R1
e a consequente liberacdo de fato de LTB4 em fungao da alimentacao rica em gordura e

sua modulacdo por meio do exercicio fisico.
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CONCLUSOES

Diante do exposto até aqui, podemos concluir que:

Quatro semanas de exercicio fisico aerobio de moderada intensidade nao foram
suficientes reduzir significativamente o peso corporal dos animais induzidos a
obesidade apds doze semanas de DH.

Tanto uma tunica sessdo de exercicio fisico aerdbio quanto aquele realizado
durante quatro semanas de forma cronica reduziram significativamente a
intolerancia a glicose e melhoraram a sensibilidade a insulina.

Houve melhora da fosforilagao de IR e AKT somente no ME.

Apos doze semanas de DH, foi verificada expressao significativamente maior de
LTB4R1 no musculo-esquelético.

Apds doze semanas de DH, nao foi verificada expressao significativamente maior
de LTB4R1 no tecido adiposo e no figado.

Uma sessdo de exercicio aerdbio nao levou a alteragdes da expressdao génica de
LTB4R1 no musculo-esquelético, figado e tecido adiposo.

Quatro semanas de exercicio aerdbio cronico ndo foram suficientes para reduzir
os niveis de LTB4R1 no musculo-esquelético, figado e tecido adiposo em
comparagdo ao grupo obeso sedentario. No musculo-esquelético, o exercicio
cronico reduziu os niveis de LTB4R1 somente em comparagdo ao grupo obeso
exercitado de forma aguda.

Houve reducao dos niveis inflamatérios de TNF-a no musculo-esquelético e no
tecido adiposo, seguido de melhora parcial e ndo significativa da expressao génica
nos grupos exercitados, tanto de forma aguda como cronica.

Houve aumento da expressdo de IL-4 no musculo-esquelético, figado e tecido
adiposo. Entretanto, tal melhora nao foi significativa, indicando apenas um efeito

anti-inflamatdrio em potencial.

Tomados em conjunto, os dados apresentados revelam que o exercicio fisico

aerobio de intensidade moderada, seja por meio de uma tUnica sessao como de forma

cronica, possui um potente efeito sobre os niveis de resisténcia a insulina, capaz de

melhorar a intolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina de maneira sistémica ¢ a

nivel tecidual, além de melhorar a fosforilagdo em serina de AKT e IR. Entretanto, quatro

semanas de treinamento fisico ndo foram suficientes para reduzir significativamente o
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peso corporal. Foi possivel verificar a modulacdo da expressdo génica do LTB4RI1
somente no musculo-esquelético, tecido que evidenciou tanto o aumento dos niveis de
RNAm em fun¢do da obesidade induzida pela DH como melhora local da expressao
génica através do exercicio fisico, mesmo que de forma nao significativa. Além disso, de
maneira ndo significativa, 0 mesmo tecido mostrou um potencial efeito anti-inflamatorio

em virtude da redugdo parcial dos niveis de TNF-o e aumento dos niveis de 1L-4.
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9. ANEXOS

Anexo I — Folha de aprovacio da comissio de Etica do Uso de Animal CEUA

u nes p (ﬁgﬁ%v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”  NOUSO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA ~ IB - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 22/2019

Instituicdo: UNESP - IB - CRC | Departamento: Educacéo Fisica
Data de Registro CEUA: 23.04/2019 |

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeitos do exercicio fisico no LTB4 em animais
com resisténcia a insulina.”, protocolo n° 2845, sob responsabilidade de Irineu Otavio Marchiori
Callegari ( Pesquisador Responsavel), e Alexandre Gabarra de Oliveira (orientador) que envolve a
produc&o, manuteng&o e/ou a utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n 6.899 de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (
CONCEA).
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

Colaboradores: Andrey dos Santos
A Comisséo de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus de Rio Claro,
em sua 412 reunido ordinaria, realizada em 04.09.2019.

®) Aprovou as alteragdes referentes a espécie de animais, do Projeto de Pesquisa acima citado,
ratificando o parecer emitido pelo relator.
Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova o Projeto de
O Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).
() Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas (prazo maximo de
O 30 dias).
Q) Né&o Aprovou.
() Retirou, devido & permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizagé&o: 01/06/19 a 31/05/21

Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Espeécie/linhagem/raga: camundongos Swiss- Mus musculus

Numero de animais: 120 Peso:20g Idade: 6 semanas Sexo: Macho

Origem dos animais (Informagdes sobre o fornecedor): CPPA — Centro de Pesquisa e Produgio de Animais-

Botucatu.
()TCC
L (x) Mestrado
Objetivo
Académico: () Doutorado
() Outros — (Iniciagéo Cientifica)
() Pos- Graduagéo

Rio Claro, 04/09/201¢

Nlece A - Vol
Prof. Dr. Marco Aurélio Pizo Ferreira
Coordenador

Instituto de Biociéncias - Segdo Técnica Académica
Avenida 24-A n? 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - S.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http://www.rc.unesp.br
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