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RESUMO

O exercicio exaustivo, realizado de maneira continua em intensidade moderada, pode
acometer em elevacao nas concentraces de acidos graxos livres, principalmente mediados
pela resposta neuroenddcrina. Concomitante a esta condicdo, foi postulado que a
endotoxemia favorece a ativacdo da resposta inflamatoria via receptores do tipo Toll-like
receptor 4 (TLR-4) em diferentes tipos celulares, favorecendo a producéo de citocinas como
a Interleucina 6 (IL-6) e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Adicionalmente, especula-
se que a ativacdo do TLR-4 durante exercicio exaustivo pode favorecer o processo de lipolise
no tecido adiposo aumentando assim a disponibilidade de &cidos graxos circulantes, no
entanto, essa hipdtese nunca foi testada. Frente a esta questdo, o objetivo do presente projeto
foi verificar a relacdo do TLR-4 e o processo de lipdlise induzido pelo exercicio exaustivo.
Foram utilizadas duas linhagens de animais: Wild Type C57BL/6J e TLR-4 nocaute
subdivididos em 4 grupos (n=8 por grupo), quais sejam: 1- grupo controle ndo exercitado
(Rest); 2- grupo exercicio exaustivo com eutanasia imediatamente apos exercicio (Oh); 3-
exercicio exaustivo 2h ap0s exercicio (2h); 4- exercicio exaustivo 6h apds exercicio (6h). A
sessdo de exercicio consistiu de 50 minutos de corrida em esteira rolante a 60% da
Velocidade Méaxima, imediatamente seguida de incremento de 1m/min até a exaustdo
voluntéria. Foram avaliados o perfil metabdlico (concentragdes de glicose, lactato e acidos
graxos livres) e inflamatério dos tecidos adiposos mesentérico e Retroperitoneal) para
determinar o papel do TLR-4. O grupo Wild-Type apresenou uma diminuicdo nas
concentracdes de dcidos graxos livres circulantes 6h apos o exercicio (p=0,029; n12=0,136)
que néo foi observado no grupo TLR-4 nocaute. O grupo TLR-4 apresentou valores elevados
no conteudo de triacilglicerol muscular imediatamente ap6s o exercicio (p=0,0001;
n2=0,370), com decaimento continuo até 6h (p=0,040; n2=0,142). Além disso, o grupo TLR-
4 nocaute ndo apresentou elevacdo nas concentracfes de IL-10 apds o exercicio quando
comparado com o grupo Wild-Type (p=0,002) no depdsito mesentérico. Tomados em
conjunto, nossos dados demonstram importante participacdo do TLR-4 sobre a utilizagdo do
substrato energético. Além disso, observou-se uma possivel participacdo do TLR-4 atuando
na liberacdo aguda das citocinas TNF-o e IL-10. Palavras chaves: Toll-like receptor 4,

exercicio, metabolismo, inflamago, fatores transcricionais.



AVA
AV#X#‘ E:JNIVERSIDADE ESTADUAL I?’AULISTA \ “ Ciéncias da Motricidade
u nesp SHLIOIBE MESUUA-TILI0 A Programa de Pés-Graduacao
e

Abstract

Role of Toll Like Receptor 4 in acute exhaustive exercise-mediated lipolytic response.
The exhaustive exercise, carried out at moderate intensity, can affect elevations in free fatty
acid concentrations, mainly mediated by the neuroendocrine response. Concomitant to this
condition, it was postulated that endotoxemia favor the activation of the inflammatory
response via Toll-Like Receptors (TLR), specifically TLR-4, in different cell types, favoring
the production of cytokines such as interleukin 6 (IL-6) and Tumoral necrosis factor alpha
(TNF-a). Additionally, it is speculated that the activation of TLR-4 during exhaustive
exercise may favor the lipolysis process in adipose tissue thus increasing the availability of
circulating fatty acids, however, this hypothesis has never been tested. In view of this, the
objective of the present project will be to verify the relationship of TLR-4 and the process of
lipolysis induced by the exhaustive exercise. To do this, the project will use two animal
strains: C57BL/6J and TLR-4 knockout animal. For each animal lineage 4 subgroups will be
formed, containing 8 animals in each one, namely: 1- sedentary control group (Rest); 2-
exhaustive exercise group with euthanasia immediately after exercise (Oh); 3- exhaustive
exercise 2h after exercise (2h); 4- exhaustive exercise 6h after exercise (6h). The metabolic
profile (glucose, lactate and free fatty acid concentrations) and inflammatory activity, as well
as activity of lipolytic enzymes in the mesenteric and retroperitoneal adipose tissue, will be
evaluated to determine the role of TLR-4. Saline group showed a decreased circulating free
fatty acid concentration 6h after exercise (p=0.029; n2=0.136) that was not observed in the
TLR-4 knockout group. The TLR-4 group showed high values in muscle-triacylglycerol
content immediately after exercise (p=0.0001; n2=0.370), and that continuously decay until
6h (p=0.040; n2=0.142). Furthermore, the TLR-4 knockout group showed no increases in
IL-10 levels after exercise when compared to Saline group (p=0.002) in the mesenteric
deposit. In summary, our data demonstrate an important role of TLR-4 on substrate
preferences. Furthermore, it was observed a possible participation of TLR-4 in the acute
release role of the cytokines TNF-a and IL-10. Keywords: Toll-like receptor 4, exercise,
metabolism, inflammation, transcriptional factors.
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1. INTRODUCAO

O exercicio fisico agudo promove perturbacdes no metabolismo e em mediadores
lipidicos, induzindo a transcricdo de genes e a sintese de proteinas que influenciam
diretamente na producéo de citocinas e adipocinas, levando a uma resposta inflamatoria local
e sistémica (Teixeira et al., 2016) sendo estas secre¢cdes dependentes da intensidade, duragao
e quantidade de massa muscular envolvida no exercicio fisico. Durante a realizacdo do
exercicio aerobio com intensidade moderada de 65% a 85% do volume de oxigénio maximo
(VO2méx), ha o estimulo da atividade do sistema nervoso simpatico e a liberagdo de
catecolaminas circulantes, que aumentam linearmente com a duracdo do exercicio. Este
aumento nas concentracGes de catecolaminas visa realizar ajustes cardiovasculares, tais
como o aumento da frequéncia cardiaca e pressdo sanguinea, e a disponibilizacdo de
substratos energéticos (Zouhal et al., 2008). A regulacédo da lipdlise € mediada por fatores
hormonais (como a insulina e o glucagon) e/ou fatores neurais e ativagdo das catecolaminas
adrenalina e noradrenalina - liberadas na corrente sanguinea em resposta ao estresse fisico,
que estimulam os receptores B-adrenérgicos para que possam mobilizar acidos graxos (AG)
do tecido adiposo branco, para que ocorra a manutencdo da atividade (Stallknecht et al.,
2001).

A ativacdo dos receptores adrenérgicos nos tecidos-alvos pelas catecolaminas resulta
na interacdo entre as proteinas estruturais que recobrem as goticulas lipidicas, diferentes
lipases e seus coativadores (Goodman, 2009). Assim, as proteinas estruturais conhecidas
como perilipinas (PLIN1) pertencem a familia de fosfoproteinas hidrofobicas e atuam como
uma barreira a acao das lipases. Quando séo fosforiladas pela proteina quinase A (PKA), as

PLIN1 perdem a sua capacidade de bloqueio, facilitando assim a acdo das lipases em



hidrolisar o TAG da goticula lipidica e liberar as moléculas de AGL e glicerol (Nielsen et
al., 2014) e disponibilizando esse substrato na corrente sanguinea. Desse modo, a
fosforilagdo aumentada da lipase de triacilglicerol do adipdcito (ATGL), por exemplo, inicia
a lipdlise hidrolisando o triacilglicerol (TAG) que resultard em diacilglicerol.
Sequencialmente, o diacilglicerol é hidrolisado pela lipase horménio sensivel (HSL) em
monoacilgricerol. Posteriormente, este monoacilgricerol é hidrolisado pela lipase de
monoglicerideos (MGL) em glicerol (Mcgarr et al., 1976), sendo que cada um desses
processos resulta na liberagcdo de uma molécula AGL.

O tecido adiposo branco € um tecido especializado, cuja principal fungdo é a reserva
de energia e armazenamento de gorduras, entretanto, observou-se que os adipocitos sdo
celulas altamente secretoras - devido a sua capacidade de se comunicar com outros tecidos
e 0 sistema imunoldgico por meio de secrecdo de peptideos, lipideos € miRNAS - e que a
heterogeneidade dos seus depoésitos contribui diferentemente tanto para a homeostase quanto
a modulacgéo da inflamagdo (Goodman, 2009; Kahn et al., 2019). Diante do exposto, Rosa-
Neto et al (2009) observaram que ap0s uma sessdo de exercicio exaustivo (corrida a 70%
Vméx por 50 min e incremento de 1 m/min a cada minuto até a exaustdo) a expressao de
MRNA e o contetdo protéico de Interleucina 10 (IL-10) e a razdo Fator de necrose tumoral
alfae IL-10 (IL-10/TNF-a) induziu um efeito anti-inflamatdrio nos musculos extensor longo
dos dedos (EDL) e séleo, especialmente nas fibras do tipo 2. Todavia, 0s autores observaram
efeito pré-inflamatorio das citocinas Interleucina 6 (IL-6) e TNF-a no tecido adiposo, as
quais possivelmente contribuiriam para o aumento da lipdlise, aumentando a disponibilidade
de substrato para 0s musculos esqueléticos para a manutencéo da atividade contratil durante
0 exercicio. Posteriormente, 0 mesmo grupo publicou um estudo demonstrando que, no

tecido adiposo retroperitoneal, as concentracfes de Toll-like receptor 4 (TLR-4), o gene 88



da resposta primaria de diferenciacdo mieloide (Myd-88) e IkBa permaneceram elevadas até
2 horas apds o exercicio, enquanto que no tecido adiposo mesenterico o receptor 6 associado
ao fator de necrose tumoral (TRAF-6) Myd-88 permaneceram elevados por até 6 horas em
comparacdo com 0 grupo nao exercitado, demostrando que o aumento da liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias nos tecidos adiposos poderia ser mediado via sinalizacdo de
TLR-4, levando a aumentos na atividade nuclear de fator de transcri¢do via fator nuclear
kappa B (NF-«xB).

Neste contexto, destaca-se que os TLRs sdo receptores presentes na membra
plasmatica que desempenham papel crucial na defesa do hospedeiro contra os processos
infecciosos e inflamatorios, na manutencdo da homeostase e em diversas doencas. S&o
responsaveis pelo reconhecimento dos padrfes moleculares associados a patdgenos
expressos por um amplo espectro de agentes infecciosos, como bactérias gram-positivas e
gram-negativas, virus DNA e RNA, protozoarios e fungos, e agem através da ativacdo da
resposta imunoldgica pelos fatores de transcrigdo e a producéo de citocinas pré-inflamatérias
(Wu et al., 2015).

Tem sido demonstrado que o LPS se acopla aos receptores TLR-4 ativando a producéo
de polipeptideos com papel imunorregulatério - denominados citocinas pré-inflamatorias -
principalmente o TNF-a (representado pela Figura 1) (Rosa Neto et al., 2009; Teixeira et al.,
2016). Nesse contexto, foi demonstraram que camundongos nocaute para TLR4 ou com uma
mutacdo inativadora no gene que codifica essa proteina, ficaram protegidos da resisténcia a
insulina e a ativagao das serinas quinases IKKf3 e JNK, induzidas por uma dieta hiperlipidica,
sugerindo que o TLR-4 seja provavelmente o modulador chave no cross-talk entre a via
metabolica e inflamatoria (Kim et al., 2007; Nguyen et al., 2007).

Entretanto, Lira et al (2008) apds protocolo de treinamento cronico (corrida em esteira



5 dias por semana a 55-65% do VO2max, durante 8 semanas) observou-se o aumento na
concentragéo de IL-10 (1,5 vezes) e da razdo IL-10/TNF-a no tecido adiposo mesentérico
do grupo treinado quando comparado com os animais sedentarios, sugerindo que esse efeito
pré-inflamatorio observado no tecido adiposo seria temporario. Os autores observaram ainda
que esse efeito anti-inflamatoério do treinamento fisico estava associado ao recrutamento
reduzido de macréfagos M1 e, consequentemente, reducdo de citocinas pro-inflamatérias no
tecido adiposo de camundongos (Lira et al., 2008). Portanto, hipotetizamos que durante
exercicio, principalmente exaustivo, tais citocinas favoreceriam o processo lipolitico,
aumentando a disponibilidade de acidos graxos liberados para a corrente sanguinea e que
podem ser captados com substrato & musculatura esquelética para manutencdo da atividade
contratil, criando um “looping” imuno-metabolico continuo. Além disso, o excesso de &cidos
graxos livres circulantes podem induzir a resposta paracrina e a liberacdo de citocinas
inflamatorias potencializando o processo de lipolise, uma vez que essas citocinas elevam a
atividade da ATGL e HSL, contribuindo para o aumento de mais AGL e gerando assim o

ciclo lipolise-inflamacao (Teixeira et al, 2016).



7. CONCLUSAO

Além disso, para melhor responder nossos objetivos, a linhagem de animais
C57BL/6J foi subdividida em dois tratamentos: 1) grupo Propranolol (Sigma Alderich®) -
que recebeu 10 mg/kg de peso corporal de Cloridrato de DL-Propranol, bloqueador beta-
adrenérgico pelo método de gavagem 30 minutos antes do protocolo de exercicio; e 2) grupo

Salina - que recebeu a mesma dosagem de salina (controle), conforme a Figura 4.
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