
 
 

 
 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

LOREANA SANCHES SILVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNO-METABÓLICA EM 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

OBESOS: PAPEL DO EXERCÍCIO FÍSICO E DO PPAR-γ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Presidente Prudente  

2018 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

LOREANA SANCHES SILVEIRA 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNO-METABÓLICA EM 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

OBESOS: PAPEL DO EXERCÍCIO FÍSICO E DO PPAR-γ 

 

 

 

 

 

Tese apresentada a Faculdade de 

Ciência e Tecnologia do Campus de 

Presidente Prudente da Universidade 

Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho, como parte dos requisitos para 

obtenção do título de Doutor em 

Ciências da Motricidade. 

Orientador: Prof. Dr. Fábio Santos de 

Lira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Presidente Prudente  

2018 



S587a
Silveira, Loreana Sanches
    Avaliação da resposta imuno-metabólica em macrófagos
peritoneais de camundongos obesos: : papel do exercício físico
e do PPAR-gamma / Loreana Sanches Silveira. -- Presidente
Prudente, 2018
    147 p.

    Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciências e Tecnologia, Presidente Prudente
    Orientador: Fábio Santos de Lira

    1. Macrófagos. 2. Obesidade. 3. Exercício Físico. 4.
Transcrição gênica. 5. Resposta Imune. I. Título.

Sistema de geração automática de fichas catalográficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciências e Tecnologia, Presidente Prudente. Dados fornecidos pelo

autor(a).

Essa ficha não pode ser modificada.



 
 

 
 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico a presente tese aos meus pais, 

minha irmã e a todos os estudantes de 

pós-graduação.  

À minha família pelo apoio e aos 

estudantes pela admiração.   



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente eu gostaria de agradecer a todos aqueles que colaboraram 

efetivamente para que um dia eu chegasse até aqui.  

Aos meus pais por todo o privilégio, nasci em uma família que me deu todo o 

suporte. À minha irmã por ter sempre apoiado minha decisão de ser professora de 

educação física. A todos os professores que de alguma forma me inspiraram ou 

ajudaram. Ao Prof. Fábio Lira que me concedeu esta oportunidade de doutorado e em 

especial, ao Prof. Zeca o qual sem o apoio e amizade o dia de hoje não seria possível. 

Aos meus colegas de laboratório que me acolheram e fizeram dessa caminhada muito 

mais leve e agradável (Lu, Helenão, Camila, Dri, Xandy, Edinho, Tiego, Jeff, Carol e 

Fran). A todos os professores que abriram as portas dos seus laboratórios pra mim, em 

especial ao Prof. Willian T. Festuccia, que colaborou imensamente com esse trabalho. A 

cada camundongo que foi eutanasiado para que esta pesquisa pudesse ser concluída. Às 

agencias de fomento CAPES e FAPESP por todo o apoio financeiro, aos Programas de 

Ciências da Motricidade e ao Instituto de Ciências Biomédicas da USP.  

Agradecer também aos que complementaram minha experiência. Aos Prof. 

Philip Calder e Prof. Rohan Lewis da Universidade de Southampton onde eu tive o 

prazer de passar um ano de muito aprendizado e crescimento profissional. Aos amigos 

que partilhei tão bons momentos e que levarei pela minha vida com muito carinho 

(Vivian, Stefania, Isabell, Ella, Claudia, Chris, Helena, Annette, Mariela, Jenny, Emma, 

Brogan, Helen e Carina). 

Aos amigos que foram presentes durante esses quase cinco anos, o por todas as 

trocas de experiências. Kelly e Mariel pelas inúmeras conversas produtivas no corredor 

de casa, e ao Vitor por sido meu parceiro com todo o fiel significado que esta palavra 

pode carregar. Minha mais pura gratidão a vocês.  

O mérito dessa conquista definitivamente NÃO é exclusamente meu, eu carrego 

a colaboração de cada um de vocês na minha jornada, e dizer que esse mérito é MEU 

estaria tornando natural o fato de muitos infelizmente não terem as mesmas 

oportunidades que eu tive para ir tão longe.   



 
 

 
 

AGRADECIMENTO ÀS AGÊNCIAS DE FOMENTO 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001. Período 03/2014 a 05/2015.  

Agradeço também à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

(FAPESP) pela concessão das bolsas e auxílio financeiro de tamanha importância para o 

desenvolvimento deste trabalho e produção científica com o auxilio financeiro por meio 

da Bolsa de Doutorado no País Processo 2014/01246-6 (período de 01/06/2015 a 

31/12/2018); e Bolsa Estágio de Pesquisa no Exterior (BEPE) Processo 2017/08530-0 

(período de 17/07/2017 a 13/07/2018).  

  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"É o ego que dá-lhe feridas e te machuca. É o 

ego que faz você violento, com raiva, com 

ciúmes, competitivo. É o ego que é 

continuamente o sentido miserável da vida". 

(Osho) 

  



 
 

 
 

RESUMO 

Silveira, L. S. Avaliação da resposta imuno-metabólica em macrófagos peritoneais 

de camundongos obesos: papel do exercício físico e do PPAR-γ. 2018.147 f. Tese 

(Doutorado em Ciências da Motricidade) – Universidade do Estado de São Paulo 

UNESP. Presidente Prudente,2018 

O treinamento físico aeróbio é considerado uma terapia para doenças 

inflamatórias crônicas de baixo grau devido sua resposta anti-inflamatória mediada por 

células do sistema imunológico. O receptor ativado por proliferador de peroxissomo 

gama (PPAR-γ) é capaz de regular a polarização M1 (caráter pró-inflamatório) e M2 

(caráter anti-inflamatório), assim como a resposta imunometabólica dos macrófagos. 

Desta maneira, propusermos na presente tese verificar se a deleção condicional do 

PPAR-γ em macrófagos teria algum efeito sobre o papel anti-inflamatório do exercício 

aeróbio moderado. Para testar nossa hipótese, foram utilizadas duas linhagens de 

animais: PPAR-γ LyzCre
+/+

 (KO) e animais controle da mesma ninhada (WT). Cada 

genótipo foi dividido em 1) dieta controle sedentário; 2) dieta controle e treinamento 

moderado; 3) dieta hiperlipídica sedentário (HF) e 4) dieta hiperlipídica e treinamento 

moderado (HFT). O protocolo experimental teve duração de doze semanas, sendo 

quatro semanas apenas de dieta e oito semanas de dieta e exercício. Foram avaliados o 

perfil metabólico dos animais e o perfil inflamatório de macrófagos peritoneais e do 

tecido adiposo subcutâneo (TAS). A deleção do PPAR-y não afetou a composição 

corporal ou o desempenho no teste físico em animais alimentados com dieta controle, 

no entanto o treinamento não apenas proporcionou melhoras metabólicas mas também 

na resposta imune de animais nocaute. A indução da obesidade promoveu hipertrofia no 

TAS de animais KO, no entanto o perfil inflamatório não foi exacerbado. Macrófagos 

peritoneais de animais KO exibiram acentuado ambiente inflamatório após estimulo 

com LPS. A adoção do programa de treinamento físico aeróbio moderado protegeu 

ambos os genótipos do ganho de peso, reduziu a ingestão calórica e a hipertrofia do 

TAS de animais KO. O treinamento físico modulou a produção de citocinas em 

macrófagos peritoneais, embora a polarização M2 tenha exibido atenuação na ausência 

de PPAR-γ. Tomados em conjunto, nossos achados demonstram importante papel 

modulador do fator de transcrição PPAR-γ em marcadores M2 de macrófagos, porém 

sua deleção não impediu os efeitos anti-inflamatórios mediados pelo exercício físico.  

Palavras-chave: exercício físico moderado; sistema imunológico; metabolismo; 

citocinas; fatores transcricionais. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

SILVEIRA, L. S. Evaluation of immuno-metabolic response in peritoneal 

macrophages of obese mice: role of physical exercise and PPAR-γ. 2018.147 f. PhD 

thesis (Movement Science) - São Paulo State University UNESP. President Prudente, 

2018 

Aerobic physical training is considered a therapy for chronic low-grade inflammatory 

diseases due to its anti-inflammatory response mediated by immune cells. The 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-γ) is able to regulate the M1 

(pro-inflammatory) and M2 (anti-inflammatory) polarization, as well as the 

immunometabolic response of macrophages. Thus, we propose in the present thesis to 

verify whether the conditional deletion of PPAR-γ in macrophages would have any 

effect on the anti-inflammatory role of moderate aerobic exercise. To test our 

hypothesis, two animal strains were used: PPAR-γ LyzCre
+/+

 (KO) and littermates 

control animals (WT). Each genotype was divided into 1) sedentary control diet; 2) 

control diet and moderate training (T); 3) sedentary high fat diet (HF) and 4) high fat 

diet and moderate training (HFT). The experimental protocol lasted for 12 weeks, four 

weeks of diet only and eight weeks of diet and exercise. The metabolic profile of the 

animals and the inflammatory profile of peritoneal macrophages and subcutaneous 

adipose tissue (SAT) were evaluated. The PPAR-γ deletion did not affect body 

composition or physical test performance in control diet fed animals, however the 

training not only provided metabolic but also the immune response enhancements on 

knockout animals. The induction of obesity promoted hypertrophy in the SAT, though 

the inflammatory profile was not exacerbated in KO animals. Peritoneal macrophages of 

KO animals exhibited a marked inflammatory environment after LPS stimulation. The 

moderate aerobic training program protected both genotypes from weight gain, reduced 

caloric intake and hypertrophy of SAT from KO animals. Training modulated cytokine 

production in peritoneal macrophages, although M2 polarization exhibited attenuation 

in the absence of PPAR-γ. In summary, our findings demonstrate an important 

modulatory role of the transcription factor PPAR-γ in macrophages M2 markers, but its 

deletion did not prevent the exercise-mediated anti-inflammatory effect. 

Key words: moderate physical exercise; immune system; metabolism; cytokines; 

transcriptional factors.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O sedentarismo é considerado importante fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças inflamatório crônicas de baixo grau, como o diabetes 

mellitus do tipo 2, obesidade, doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns 

tipos de câncer [Pedersen, 2009 #1]. Esse fator de risco está associado ao aumento da 

adiposidade, principalmente visceral, apontada como elo com o desenvolvimento dessas 

doenças. Desde a década de 90, já incitavam a presença de citocinas pró-inflamatórias, 

como o caso do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) em células do tecido adiposo, e 

sua participação no processo de resistência à insulina, causado pela deficiência na sua 

sinalização, especialmente no receptor IRS-1, e no seu transportador GLUT-4 

(HOTAMISLIGIL ET AL., 1994).  

Em resposta a este estímulo inflamatório, o sistema imunológico inato, com 

função de combate a agentes estressores (bactéria, vírus, etc.), também pode promover 

respostas a estes estímulos endógenos, geradas por uma combinação de sinais 

inflamatórios sistêmicos ou por respostas específicas do tecido ao excesso de nutrientes 

(LUMENG, 2013; LEE & LEE, 2014). Os macrófagos, células imunocompetentes que 

fazem parte do sistema inato de defesa, possuem uma subpopulação localizada no tecido 

adiposo, mesmo em situações de ausência da inflamação. No entanto, como 

consequência de sinais inflamatórios e metabólicos, ocorre aumento no número de 

macrófagos infiltrados no tecido adiposo (GORDON & TAYLOR, 2005). Em estado de 

quebra da homeostase causada por um ambiente inflamatório, por exemplo, podem 

ocorrer alterações fenotípicas desses macrófagos, que deixam de apresentar 

características anti-inflamatórias como as apresentadas no tecido adiposo de sujeitos 

eutróficos, tornando-se pró-inflamatórios (LUMENG ET AL., 2007a; RIGAMONTI ET AL., 

2008; LEE & LEE, 2014).  
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A capacidade de mudança no fenótipo de macrófagos do tipo 1 (clássico) para 

o tipo 2 (alternativo) está relacionada à atividade da família de receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-γ) (ODEGAARD ET AL., 2007), acreditando-

se também ser um dos responsáveis pela resistência à insulina sistêmica em obesos via 

proteína quimioatraente de monócitos do tipo 1 (MCP-1) (KAMEI ET AL., 2006). No que 

diz respeito a alterações metabólicas, sabe-se que a polarização de macrófagos M1 está 

relacionada ao aumento no metabolismo glicolítico devido à necessidade de consumo 

energético imediato (BISWAS & MANTOVANI, 2012), e diminuição da oxidação de 

ácidos graxos (ODEGAARD & CHAWLA, 2011).  

Em 2010, Kawanishi e colaboradores demonstraram que animais obesos 

treinados exibiram capacidade de alterar o fenótipo de macrófagos do tecido adiposo de 

M1 para M2 (KAWANISHI ET AL., 2010). Os efeitos benéficos do treinamento aeróbio 

moderado (~65-70% VO2max) sobre a prevenção ou tratamento da inflamação crônica 

de baixo grau, são promissores (PETERSEN & PEDERSEN, 2005, Lira, 2010 #15; LIRA ET 

AL., 2012), no entanto, os mecanismos moleculares pelo quais o treinamento físico 

aeróbio moderado é capaz de induzir redução da resposta inflamatória crônica são 

incipientes.  

Há indícios que mostram o papel fundamental do PPAR-γ como importante 

regulador dessa resposta anti-inflamatória, nos macrófagos, assim como a relevância 

desse tipo celular na manutenção do grau de inflamação em doenças metabólicas como 

a obesidade e o diabetes tipo 2 (T2D).  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Obesidade e sistema imunológico 

A obesidade é caracterizada por uma desordem metabólica em consequência ao 

excesso nos estoques de tecido adiposo branco. Este excesso por sua vez pode ser 

determinado pela interação de fatores genéticos, ambientais e psicossociais que podem 

levar ao desequilíbrio entre o gasto e ingestão de energia (KOPELMAN, 2000). No ano de 

2014, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que cerca de 13% da população 

adulta mundial apresentava índice de massa corporal (IMC) acima de 30kg/m², e que 

39% exibiam quadro de sobrepeso (WHO, 2015). No ano de 2017, as capitais brasileiras 

apresentaram prevalência de excesso de peso em adultos variando entre 46,8 e 59,8% e 

obesidade entre 15 e 23,8%, segundo dados da Vigilância de fatores de risco e proteção 

para doenças crônicas por inquérito telefônico (VIGITEL, 2017).  

A partir do momento que se notou aumento na prevalência da obesidade 

concomitante ao de doenças metabólicas, passou-se a buscar respostas para a ligação 

entre elas, e os primeiros estudos nesse sentido já mostravam o envolvimento do tecido 

adiposo, desempenhando papel fundamental na produção de moléculas envolvidas na 

resposta inflamatória de baixo grau (HOTAMISLIGIL ET AL., 1993; SPIEGELMAN & 

HOTAMISLIGIL, 1993). O tecido adiposo é constituído na sua predominância por 

adipócitos, e exibe restrita área de estroma vascular. O estroma vascular é constituído 

por fibroblastos, pré- adipócitos, macrófagos, entre outras células.  

Com a descoberta do papel endócrino ao tecido adiposo, especialmente após 

desvendar o gene da leptina em 1994 (ZHANG ET AL., 1994), foi destacada a sua 

interação com diferentes sistemas fisiológicos, incluindo o sistema imunológico, porém 

o mecanismo que inicia a resposta inflamatória originada da obesidade ainda não foi 

totalmente elucidado, sendo que a natureza dessa inflamação induzida pelo ganho de 
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peso, especialmente em alguns depósitos específicos do tecido adiposo branco, não 

pode ser comparada a outras respostas inflamatórias, tais como doenças autoimunes ou 

infecções (LUMENG & SALTIEL, 2011).  

O tecido adiposo pode sofrer remodelamento de maneira dinâmica que ocorre a 

partir de mudanças no número (hiperplasia) e/ou tamanho (hipertrofia) dos adipócitos. 

No caso da obesidade, este remodelamento é acompanhado de células que compõe a 

porção estromal na tentativa de manter a homeostase do tecido (CHOE ET AL., 2016). 

Desta forma, células especializadas do sistema imunológico passam a ser recrutadas em 

maior quantidade ao tecido adiposo (Figura 1). Estudos têm mostrado que grande parte 

dessas células são macrófagos, independentemente da localização do tecido adiposo, e 

que são as responsáveis por quase toda a expressão de TNF-α e por quantidades 

significativas de iNOS e IL-6 (WEISBERG ET AL., 2003).  

 
 

Figura 1. Desequilíbrio das células do sistema imunológico no tecido adiposo na 

obesidade. Há uma quantidade maior de celulas de perfil pró-inflamatório no tecido 

adiposo obeso. Adaptado de Choe (2016) (CHOE ET AL., 2016).iNKT= natural killer 

inatas; M1 ATM= macrófago tipo 1;M2 ATM= macrófago tipo 2; Th1= linfócitos T 

helper 1; Th2= linfócitos T helper 2; T reg= linfócitos T regulatórios.  

 

Neste contexto, existem algumas hipóteses que podem explicar o maior 

recrutamento celular para este tecido, uma delas se dá pelo início da maior liberação de 

ácidos graxos livres oriundos destes adipócitos necróticos e consequentemente também 
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leva ao maior recrutamento dessas células com o intuito de fagocitar (KOSTELI ET AL., 

2010). Outra hipótese se trata da hipertrofia dos adipócitos e redução no aporte de 

oxigênio ofertado ao tecido, fenômeno também conhecido como hipóxia causado pela 

redução do fluxo sanguíneo, tanto em regiões de tecido adiposo subcutâneo como 

visceral em sujeitos obesos, favorecendo a via de morte celular alternativa, a qual exibe 

características morfológicas de necrose e consequente aumento da presença de 

macrófagos (CINTI ET AL., 2005).  

O microambiente de hipóxia vai além da desordem na secreção de adipocinas e 

regulação positiva de alguns fatores transcricionais, como o HIF-1 (Hypoxic Inducible 

Factor-1) (TRAYHURN ET AL., 2008), mas também direciona para resposta fibrótica e 

pró-inflamatória (SUN ET AL., 2011), estimulando a quimiotaxia de macrófagos por meio 

de secreção de proteínas como a proteína quimioatraente de monócitos do tipo 1 (MCP-

1) (SARTIPY & LOSKUTOFF, 2003). (Figura 2)  

Como consequência a este acúmulo de tecido adiposo e sua consequente 

resposta inflamatória, cria-se um estado de inflamação crônica de baixo grau, ou seja, é 

predominante a produção/secreção de citocinas pró-inflamatórias.  
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Figura 2. Características dos deferentes tipos de remodelamento do tecido adiposo. 

Adaptado de Choe (2016) (CHOE ET AL., 2016). AGL = ácidos graxos livres 

 

2.2 Macrófagos peritoneais 

Os macrófagos foram inicialmente identificados pelo pesquisador russo Élie 

Metchnikoff, como células capazes de fagocitar, ou seja, digerir células que fossem 

consideradas indesejáveis, sendo então consideradas como uma forma de barreira inicial 

de proteção ao organismo (HIRSCH, 1959). Essas células podem ter origem embrionária 

ou da medula óssea, dependendo do tecido e do estímulo ao qual serão submetidas 

(ITALIANI & BORASCHI, 2015). 

Um dos atributos desse fagócito é a sua presença em grande parte dos tecidos, 

sendo esses denominados macrófagos residentes, justificando o fato de constituir parte 

de determinado tecido. Podem ser citados como exemplos de macrófagos aqueles 

presentes no fígado (Células de Kupffer), nos alvéolos pulmonares, no sistema nervoso 

central (microglia), cavidade peritoneal (macrófagos peritoneais) entre outros 
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(DOUGLAS & MUSSON, 1986; GUILLEMIN & BREW, 2004). Células da microglia, por 

exemplo, tem sua origem no saco vitelino, já os macrófagos presentes na microbiota 

intestinal são derivados de monócitos originados da medula óssea (ITALIANI & 

BORASCHI, 2015). 

Outra importante particularidade dos macrófagos é a sua capacidade funcional 

diversificada, sendo esta influenciada por diferentes fatores, entre eles o tempo de vida 

da célula, sendo sua capacidade fagocítica e de produção de citocinas pró-inflamatórias 

alteradas de acordo com seu tempo de vida (CECILIO ET AL., 2011). Também exercem 

grande influência na diversidade e no estado de ativação dos macrófagos os produtos 

tumorais, antígenos e os produtos de células T auxiliares (Th1 e Th2) (MUNDER ET AL., 

1998), dando origem à classificação para este estado de ativação no qual se encontra o 

macrófago classicamente ativado (M1) ou ativados alternativamente (M2). 

Apesar da presença de macrófagos em grande parte dos tecidos e órgãos, a 

escolha de trabalhar com macrófagos da cavidade peritoneal é justificada por ser um 

modelo que tem sido amplamente utilizado em estudos biológicos nesta área (COHN, 

1962; TURCHYN ET AL., 2007). A cavidade peritoneal está localizada na região 

abdominal, na qual se localizam diversos órgãos e o fluido peritoneal, um líquido claro 

composto essencialmente de ultrafiltrado de plasma e leucócitos residentes, sendo a 

composição de macrófagos de aproximadamente 70% (KOLACZKOWSKA ET AL., 2010). 

Esta cavidade é revestida por uma membrana muito permeável chamada peritoneo, com 

grande capacidade de absorção, admitindo a passagem das substâncias da circulação 

sanguínea para o espaço peritoneal, assim como o oposto, permitindo a influência de 

substancias presentes na circulação sanguínea no liquido peritoneal (RIPPE, 1993). 

Pode-se ainda ressaltar a sua proximidade com o tecido adiposo visceral, e que além dos 

fatores lipogênicos que podem ocasionar o acúmulo de gordura na região intra-
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abdominal, aumento nos estoques de gordura nesta área estão fortemente relacionados 

ao aumento na inflamação (YUDKIN, 2007).  

Ainda, o acúmulo de gordura visceral pode estar relacionado às características 

da resistência á insulina (RI), devido ao aumento de receptores adrenérgicos β3, que 

estimulam a lipólise neste tecido, fazendo com que a sua atividade lipolítica seja 

aumentada e liberando, portanto, ácidos graxos livres com elevado potencial 

hepatotóxico. Além disso, é no tecido adiposo visceral que são produzidas algumas 

citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) (AYONRINDE ET AL., 2011). 

Macrófagos são células dinâmicas e sua capacidade funcional pode ser 

influenciada pelo microambiente em que se encontram. Essa plasticidade celular pode 

se dependente, por exemplo, de produtos de células T (Th1 ou Th2), que resultam em 

macrófagos M2 envolvidos na remodelação tecidual e função imunomoduladora, ou em 

macrófagos M1 os quais possuem propriedades anti-tumoricidas e anti-bactericidas 

(MARTINEZ & GORDON, 2014).  

É importante enfatizar que macrófagos necessitam de um estímulo para que haja 

sua alteração de fenótipo, e que dependendo da sua polarização essas células exibem um 

metabolismo energético distinto. Em M1 é predominante o metabolismo glicolítico, por 

ser um modo mais rápido de produção de energia devido à sua importância como sendo 

a primeira linha de defesa do sistema imunológico (imunidade inata). Neste caso a 

atividade da cadeia respiratória é atenuado, resultando na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), e também a iNOS que se origina do catabolismo de arginina. Em 

contraste, os macrófagos M2 são mais oxidativos e estão associados à imunização 

contra parasitas e cicatrização de tecidos, exercendo assim funções em longo prazo 

comparado aos M1. Neste caso a produção de arginase-1 é essencial para a produção de 
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ureia, poliaminas e ornitina, que são indispensáveis para a cicatrização tecidual (BISWAS 

& MANTOVANI, 2012; GALVAN-PENA & O'NEILL, 2014). 

Dentre as moléculas que podem agir na polarização M1 dos macrófagos estão o 

interferon-gama (IFN-γ) e os lipopolissacarídeos (LPS), uma endotoxina presente na 

membrana externa de bactérias gram-negativas. Por outro lado, interleucina-4 (IL-4) e -

13 (IL- 13) estão associadas a macrófagos M2 (BISWAS & MANTOVANI, 2012) (Figura 

3). 

 

 

Figura 3. Características de macrófagos M1 e M2. Adaptado de Isidro (2016). (ISIDRO 

& APPLEYARD, 2016). IFNγ = interferon gamma; LPS = lipopolissacarídeos; IL = 

interleucina; TNF-α = fator de necrose tumoral alfa; CXCL10 = quimiocina em forma 

de C-X-C 10; STAT = transdutor de sinal e o ativador da transcrição; CD=cluster de 

diferenciação; iNOS = oxido nitrico sintase induzida; MMP = matrix de 

metaloproteinase; CCL22 = ligante Quimiocina de forma C-C 22. 
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2.3 Inflamação crônica de baixo grau 

O excesso de lipídeos circulantes, principalmente ácidos graxos saturados de 

cadeia longa, provenientes do excesso de ácidos graxos na dieta e consequente aumento 

da lipólise em estado basal, agem como ligantes intracelulares capazes de ativar vias de 

sinalização relacionadas à resposta inflamatória (LEE ET AL., 2001). Além da hipóxia, 

outro fator modulado pela obesidade é o aumento de LPS circulante, que se dá pela 

facilidade estrutural dessa molécula em atravessar a mucosa intestinal e este processo 

parece ser regulado pela microbiota intestinal (CANI ET AL., 2008). O exercício físico 

também pode comprometer a permeabilidade da parede da mucosa intestinal, por meio 

de redistribuição do fornecimento de sangue para a periferia (VAN WIJCK ET AL., 2012), 

assim como alguns estudos mostram que essa permeabilidade pode levar a uma 

tolerância à endotoxemia gerada pela exposição crônica o LPS (BOSENBERG ET AL., 

1988). 

Atualmente, é sabido que em decorrência da obesidade uma resposta do sistema 

imunitário inato pode ser iniciada por meio de ácidos graxos causando ativação de 

receptores de reconhecimento padrão e dando inicio a vias inflamatórias tais como IκB 

quinase / fator nuclear kappa B (IKK/NF-κB), e a via do inflamassoma que envolve o 

receptor do tipo NOD P3 (NLRP3) (RINGSEIS ET AL., 2015). Tanto o ácido graxo livre, 

como o LPS (ligado ao LPS binding protein-[LBP]), agem sobre receptores da família 

Toll Like Receptor, em particular o TLR-4, ativando a via de sinalização do NF-κB, 

favorecendo a expressão gênica das citocinas pro inflamatórias (LEE ET AL., 2001; 

TAKEUCHI & AKIRA, 2001). Huang et al (2013) (HUANG ET AL., 2013) demonstraram 

que ácidos graxos saturados induzem aumento na expressão proteica de TLR-2 e TLR-4 

em monócitos, ocasionando aumento na produção de TNF-α. A cascata de ativação do 

TLR-4 constitui um fenômeno altamente complexo e variado, mediado por meio de 

reações envolvendo fosforilação e ubiquitinação de proteínas alvo, levando a ativação 



27 
 

 
 

da proteína (myeloid differentiation primary response gene 88) MyD88, que por sua vez 

ativa o complexo IRAK (Receptor da IL-1 associada à Kinase)-TRAF 6 (Fator 

associado ao receptor do TNF 6), esta última pertence à classe das ubiquitina ligases 

(E3 ligases) associado ao desacoplamento do NF-κB da sua proteína inibidora (Iκ-B). 

Assim, o NF-κB, uma vez liberado, migra para o núcleo ligando-se ao DNA, iniciando a 

amplificação gênica das proteínas relacionadas à inflamação (TAKEDA & AKIRA, 2004) 

(Figura 4).  

 

Figura 4. Ativação da via inflamatória, mediada por LPS. Adaptado de Cavalcante-

Silva (2015). (CAVALCANTE-SILVA ET AL., 2015). LPS = lipopolissacarídeos; LBP = 

proteína de ligação; TLR4= receptor do tipo toll 4; MyD88 = gene de resposta primária 

de diferenciação mieloide 88; IRAK = quinase associada ao receptor de interleucina; 

TRAF = fator associado ao receptor de TNF; ERK= quinase de regulação extra-celular; 

Akt = Proteina quinase B; IKK IκB quinase; NFκB = fator nuclear kappa B;IL= 

interleucina; TNFα fator de necrose tumoral alfa. 

 

Em relação à via inflamatória do NLRP3, estudos com utilização de 

imunofluorescência já mostraram que o tecido adiposo expressa componentes do 

inflamassoma e que estavam colocalizadas com macrófagos (VANDANMAGSAR ET AL., 
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2011). A formação do complexo do inflamassoma consiste em NLRP3, caspase-1 e a 

apoptosis-associated speck-like protein (ASC) e envolve primeiramente a indução 

transcricional mediada por TLRs/NFkB do NLRP3 e das pro-citocinas IL-1 β e IL-18 e 

posteriormente da conversão dos precursores IL-1β e IL-18 em citocinas ativas 

(RINGSEIS ET AL., 2015).  

2.4 Exercício físico e PPAR-γ 

Estudos recentes têm mostrado que o exercício aeróbio é capaz de contribuir de 

maneira positiva no quadro inflamatório-metabólico por reduzir a ativação do NF-kB no 

tecido adiposo de ratos induzidos a obesidade por dieta (DA LUZ ET AL., 2011). 

Adicionalmente, o exercício tem-se mostrado eficiente tanto na inibição do 

recrutamento como na alteração do perfil de macrófagos de pró-inflamatório (M1) para 

anti-inflamatórios (M2) (KAWANISHI ET AL., 2010). Essa polarização é dependente do 

microambiente como já foi descrito anteriormente e envolve alguns fatores de 

transcrição sensíveis a essas alterações, dessa forma controlar a transcrição de genes 

pode ser uma tentativa de recuperar a homeostasia. Dentre esses fatores podemos citar 

os fatores reguladores de interferon (IRFs), PPARs, HIFs e STATs (LAWRENCE & 

NATOLI, 2011). 

Os benefícios do exercício físico em relação às diversas doenças relacionadas ao 

ganho de massa adiposa e inflamação crônica de baixo grau são promissores (PETERSEN 

& PEDERSEN, 2005; JOHANSEN & PAINTER, 2012; LINDEN ET AL., 2014). Todavia, com a 

descoberta de citocinas de ação anti-inflamatórias provenientes do exercício, esta 

relação com o sistema imunitário ficou ainda mais estreita (ULLUM ET AL., 1994). Como 

demonstrado por diversos grupos de pesquisa, tanto o exercício físico exaustivo, como o 

treinamento aeróbio moderado levam a um padrão de imunossupressão, desencadeado 

por uma importante resposta anti-inflamatória (WALSH ET AL., 2011), que são causadas 

por diversos fatores, dentre eles o aumento nas concentrações de cortisol e citocinas 
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causados pelo exercício. No entanto, o tempo de duração do estresse é um fator muito 

importante para determinar as consequências nas células do sistema imune. O estresse 

agudo originado por uma sessão de exercício pode ter um efeito protetor em longo prazo 

(treinamento) (NIEMAN & NEHLSEN-CANNARELLA, 1994), uma vez que ocorre uma 

redistribuição de células do sistema imunitário, aprimorando as células imunitárias inata 

e adaptativa Dentre os mecanismos envolvidos na ação anti-inflamatória do exercício 

estão a redução na gordura corporal, a diminuição no recrutamento de macrófagos ao 

tecido adiposo, o aumento na produção de miocinas pelo músculo esquelético, assim 

como uma possível contribuição do sistema nervoso parassimpático na redução da 

frequência e variabilidade da frequência cardíaca (WOODS ET AL., 2006).  

Considerando-se então, o papel do PPAR-γ (peroxissome proliferator-associated 

receptor gamma), como um coadjuvante no combate à resposta inflamatória do 

organismo, especialmente quando se trata de macrófagos, células nas quais esse fator de 

transcrição é altamente expresso, torna-se questionável a regulação do imuno-

metabolismo em resposta ao treinamento físico e a participação do PPAR-γ nesse 

contexto. O PPAR-γ pertence à família de fatores de transcrição nucleares ativados por 

ligantes o receptor 9-cis ácido retinóico (RXR) e o receptor trans ácido retinóico (RAR) 

(JOHNSON ET AL., 2000), sendo altamente expresso em diferentes tecidos, como tecido 

adiposo, fígado e monócitos e estimula a transcrição de genes específicos do 

metabolismo lipídico (LEHRKE & LAZAR, 2005). Para que induzam a transcrição dos 

genes alvos, deve combinar-se com os receptores RXR, formando um heterodímero que 

se liga a sequências específicas de reconhecimento (PPREs) na região regulatória dos 

genes-alvo (Figura 5). O papel do PPAR-γ no tecido adiposo vai além da diferenciação 

de pré-adipócitos em adipócitos, esse fator de transcrição também é um regulador da 

expressão gênica de numerosas proteínas relacionadas ao metabolismo de lipídeos e 

inflamação (PLUTZKY, 2003).  



30 
 

 
 

 

Figura 5. Mecanismo de ação do PPAR.RXR= receptor X retinoide; PPRE = elemento 

de resposta de proliferação peroxissomal; PPAR= receptor ativado por proliferador 

peroxissomal  

 

São conhecidas algumas isoformas do PPAR-γ, sendo elas PPAR-γ1, expressa 

em tecidos não adiposos e PPAR-γ2, específico para adipócitos. Além disso, o PPAR-γ 

apresenta alguns agonistas endógenos, como ácidos graxos insaturados e eicosanoides, 

assim como agonistas sintéticos, como no caso de algumas drogas anti-diabéticas 

(STIENSTRA ET AL., 2007). As thiazolidinedionas (TZD) têm sido amplamente usadas no 

combate ao diabetes como potente sensibilizadores de insulina e agem como agonistas 

para o PPAR-γ tanto no tecido adiposo como em células do sistema imunológico 

alterando não apenas a produção de citocinas inflamatórias mas também como 

antioxidante (FUJIWARA & HORIKOSHI, 2000). 

Genes alvo para o PPAR-γ parecem também estar envolvidos no processo de 

diferenciação de adipócitos, metabolismo de glicose e armazenamento de lipídeos 

(LEHRKE & LAZAR, 2005). Dickinson, et al (2008) (DICKINSON ET AL., 2008) 

verificaram que os ácidos graxos e glicose ativam a via do fator nuclear kappa B (NF-

κB) em monócitos, elevando a produção de citocinas pró-inflamatórias, por outro lado, 
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sabe-se que a ativação do PPAR-γ, contra-regulam a atividade do NF-κB, reduzindo a 

produção de citocinas por monócitos, sugerindo que os processos inflamatórios 

mediados pelo NF-κB estão intimamente relacionados com fatores de transcrição que 

controlam genes alvos do metabolismo de lipídeos (CHINETTI ET AL., 1998).  

A deleção do PPAR-γ em células mielóides desestabiliza o metabolismo 

oxidativo característico da sua função M2 ou anti-inflamatória em função de uma 

redução na biossíntese mitocondrial (ODEGAARD ET AL., 2007), e apesar dos animais 

nocaute apresentarem quantidades menores de macrófagos no tecido adiposo, esse 

número foi reduzido especialmente em relação aos macrófagos M2, sugerindo a 

importância desse fator de transcrição na polarização de macrófagos com características 

anti-inflamatórias. 

Diversos autores sugerem que a ativação PPAR-γ durante o exercício constitui 

um novo e potente fator anti-inflamatório e anti-aterogênico (BUTCHER ET AL., 2008; 

YAKEU ET AL., 2010; THOMAS ET AL., 2012; RUFFINO ET AL., 2016). No entanto, são 

incipientes os estudos sobre a relação imuno-metabólica e a participação do PPAR-γ, 

principalmente os mecanismos moleculares e fisiológicos modulados pela ausência do 

gene ou envolvimento em programas de exercícios físicos. Dessa forma não há um 

protocolo ou modelo a ser seguido que indique a melhor intensidade ou volume de 

treino.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Verificar a participação do fator de transcrição gênica PPAR-γ, como possível 

regulador chave na interação imuno-metabolismo em camundongos obesos alimentados 

com dieta hiperlipídica e submetidos ao treinamento aeróbio moderado. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar em camundongos PPAR-γ Lyz Cre
-/-

 (WT) e PPAR-γ Lyz Cre
+/+

 (KO) 

os efeitos da dieta hiperlipídica e do treinamento aeróbio, sobre: 

 Composição corporal, desempenho em teste máximo e consumo energético;  

 Variáveis metabólicas, perfil lipídico e homeostase glicêmica, por meio de 

análises no soro e testes de tolerância a glicemia e a insulina;  

 Morfologia dos tecidos adiposos; 

 Imunofenotipagem de macrófagos infiltrados no tecido adiposo, bem como o 

conteúdo de citocinas no tecido total e em adipócitos isolados; 

 Cultura ex vivo de macrófagos da cavidade peritoneal com estímulo de LPS, 

avaliando a imunofenotipagem e a produção de citocinas, além de expressão 

gênica de genes inflamatórios.  
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4. HIPÓTESE 

 

Embasados na atual eficácia do exercício como um dos mecanismos de 

prevenção e/ou tratamento da inflamação crônica de baixo grau, a pergunta central da 

presente tese está na importância do PPAR-γ para a usual resposta anti-inflamatória 

decorrente do exercício físico moderado crônico. Nossa hipótese é de que células 

importantes para o sistema imunológico, como os macrófagos, se desafiados a uma 

situação de dificuldade de polarização alternativa (M2), como a falta do fator de 

transcrição PPAR-γ, ainda manteriam a mesma imunomodulação de um animal sem a 

deleção do PPAR-γ.  
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5. MATERIAS E MÉTODOS 

5.1 Animais 

Camundongos LysM-cre com linhagem background C57BL/6 e PPAR-γ floxed 

(PPAR-γ
flox/flox

) foram gentilmente cedidos pelo Professor William Festuccia do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo e então cruzados para 

gerar camundongos com deficiência de PPAR-γ em células mielóides. O promotor 

LysM é ativo em células mielóides e promove a deleção do PPAR-γ em macrófagos de 

camundongos LysM-Cre PPAR-γ 
flox/flox.

. Foram utilizados dois genótipos de animais no 

presente estudo, Lysozim Cre para PPAR-γ LysCre
+/+

PPAR-γ
-/- 

(KO) e camundongos 

controle da mesma ninhada LysCre
-/-

PPAR-γ
+/+

 chamados por convenção como tipo 

selvagem (WT) (Figura 6). Os animais foram mantidos em caixas com 2-3 animais, 

numa sala com ciclo claro-escuro de 12/12 horas e a uma temperatura de 23 ± 2 ° C, 

com ração (ração Nuvital Nuvilab, Colombo, PR) e água ad libidum até ao início do 

tratamento (6 a 8 semanas de vida). Os procedimentos experimentais foram submetidos 

ao Comitê de Ética no Uso de Animais - CEUA da Universidade de São Paulo, Instituto 

de Ciências Biomédicas (112 / 13CEUA). 

Para cada genótipo foram formados quatro grupos (n = 8-10 animais por grupo): 

1) sedentário alimentado com dieta controle; 2) alimentados com dieta controle, e 

submetido a treinamento de intensidade moderada (T); 3) sedentário e alimentados com 

dieta rica em gordura (HF); 4) alimentado com dieta HF, e submetido a treinamento de 

intensidade moderada (HFT). 
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Figura 6. Modelo experimental genético do sistema CreLox no qual o gene alvo é 

interrompido originando um animal nocaute condicional. 

 

5.2 Genotipagem 

Camundongos tiveram aproximadamente 0,2 cm de sua cauda cortada após 

anestesia com isoflurano. A extração do DNA caudal foi realizado por digestão com 

NaOH (50 mM) por 12 minutos a 95 °C, seguido de neutralização com Tris-HCl (1M, 

pH 6,8) e centrifugação por 15 min à 13000 rpm. O sobrenadante desta solução foi 

utilizado para PCR com kit Platinum TAQ DNA polimerase (Invitrogen). As amostras 

foram corridas em gel de agarose 1,5% para a separação dos produtos de PCR e 

comparadas ao padrão de peso molecular de 100 bp. Os primers utilizados para 

genotipagem dos camundongos foram: PPAR-γ lox (selvagem com banda de 200 bp e 

mutante com banda em 230 bp): sense oIMR1934 (5′-

TGTAATGGAAGGGCAAAAGG-3′) anti-sense oIMR1935 (5′-

TGGCTTCCAGTGCATAAGTT-3′); Enzima CRE (controle interno com produto em 

324 bp e mutante com banda em 225 bp: sense (IMR7338) 
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CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT (antisense oIMR7339) 

GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC; ADIPOQ-CRE 225BP sense 

ACGCGTTAATGGCTAATCGC anti-sense GGCGCTAAGGATGACTCTGG. 

ADIPOQ-CRE 202BP :sense CGA ACG CAC TGA TTT CGA CC anti sense AAC 

CAG CGT TTT CGT TCT GC.  

5.3 Dieta 

Os animais receberam a dieta durante 12 semanas, tempo total de experimento. 

Ao longo do período, foram monitorados a ingestão alimentar (pesagem da ração 

consumida a cada três dias) e peso corporal semanal. A dieta controle foi composta 

somente de ração padrão Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrientes S/A) sendo sua composição 

básica: milho integral moído, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de cálcio, fosfato 

bicálcico, cloreto de sódio, mix vitamínico mineral e aminoácidos. A dieta hiperlipídica 

teve sua composição básica de: bitartarato de colina, L-Cistina, mix de vitaminas, mix 

de minerais, celulose microfina, sacarose, amido de milho, amido dextrinizado, caseína, 

gordura vegetal hidrogenada, óleo de girassol [ômega 6]. As informações nutricionais 

são apresentadas na Quadro 1 e sua composição na Quadro 2. Foi calculada a 

eficiência alimentar dos animais segundo a equação: (ganho de peso semanal (g )/ Kcal 

semanal ingerida) x 100. 
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Quadro 1. Informação nutricional das dietas (Porção de 100g) 

Ração padrão Nuvilab CR-1 

Valor energético 339 kcal = 1418 kJ Quantidade por porção (%VCT*) 

Carboidratos 54 g 63,4 % 

Proteínas 22 g 25,9 % 

Lipídios 4 g 10,6 % 

Dieta Hiperlipídica 

Valor energético 536,2 kcal = 2242,9 kJ Quantidade por porção (%VCT*) 

Carboidratos 34,75 g 25,9 % 

Proteínas 20,55 g 15,3 % 

Lipídios 35 g 58,7 % 

* % do valor calórico total 

 

Quadro 2. Composição da dieta hiperlipídica 

Ingredientes 
Dieta hiperlipídica com gordura vegetal 

hidrogenada (gramas) 

Bitartarato de colina 2,5 

L-Cistina 1,8 

Mix de vitaminas 10 

Mix de minerais G 35 

Celulose microfina 50 

Sacarose 223,75 

Amido de milho 57,75 

Amido dextrinizado 66 

Caseína 200 

Gordura vegetal hidrogenada 315 

Óleo de girassol 40 

Total 1001,8 

 

5.4 Protocolo de treinamento  

Os animais realizaram o treinamento aeróbio na esteira ergométrica com choque 

elétrico a aproximadamente 60% da velocidade máxima (teste de velocidade máxima 

realizado previamente), cinco dias na semana durante 60 minutos da 5ª a 12ª semana de 

dieta (adaptado de Bacurau (2003) (2007) (BACURAU ET AL., 2003; BACURAU ET AL., 

2007) (Figura 7) 
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Na 4ª semana de dieta os animais foram adaptados na esteira rolante por cinco 

dias, caminhando a 10 metros por minuto durante 10 minutos. O teste máximo foi 

realizado ao final da 4ª semana (antes do início do treinamento para determinar a carga 

de treino inicial), na 8ª semana para o ajuste da carga de treino e na 12ª semana para 

verificar se houve alguma melhora. Os animais com maiores e menores velocidades 

foram selecionados para a realização do protocolo de treinamento 

 

Protocolo do teste máximo 

Os animais realizaram aquecimento, caracterizado por 5 minutos na velocidade de 10 

metros/minuto (m/m), com início do teste a partir do sexto minuto, aumentando a 

velocidade em 3m/m a cada minuto. A exaustão foi considerada por alterações 

biomecânicas na corrida do animal. 

 

 
 

Figura 7. Delineamento do estudo 

 

5.5 Testes de tolerância à glicose e insulina 

Ao início da 12ª semana de protocolo os animais ficaram em jejum durante 6 

horas e receberam uma injeção intraperitoneal de insulina (0,375UI/kg de peso corporal) 

Exercício 

Dieta 

Genotipo WT ou KO 

Ração Controle  

Sedentario  
Treinado  

(T) 

Ração Hiperlipídica 

Sedentario 
(HF) 

Treinado 
(HFT) 
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ou D-glicose (2 g/kg de peso corporal). Para o teste de tolerância à insulina, as amostras 

de sangue foram coletadas a partir da veia da cauda antes da injeção e aos 5, 10, 15, 20, 

25 e 30 minutos após a injeção de insulina. A constante de decaimento da glicose sérica 

(KiTT) foi calculada pela formula 0,693/T1/2, onde T1/2 e o tempo de meia vida da 

glicose plasmática calculada pela regressão linear das concentrações de glicemia 

medidos entre 5 e 30 minutos após a injeção de insulina (BONORA ET AL., 1989). Da 

mesma forma, para o teste de tolerância à glicose, amostras de sangue foram coletadas 

da veia da cauda antes e aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a injeção de glicose 

(BERGMEYER, 1973). As diferenças na glicemia antes e durante a administração de 

glicose foram usadas para calcular as áreas sob a curva (AUC). Houve intervalo de 

72horas entre os testes e os animais realizaram o treinamento aeróbio após os testes 

GTT e ITT. As concentrações de glicose foram medidas utilizando o glicosímetro Accu-

Chek® (Roche®, São Paulo, SP, Brasil). 

5.6 Eutanásia e coleta de amostras 

Após doze semanas do tratamento, os camundongos foram pesados e 

eutanasiados por decapitação, após jejum de 6 horas. Imediatamente após a decapitação, 

o sangue foi coletado em tubos de plástico para análises plasmáticas. Os macrófagos 

peritoneais foram coletados para realização da cultura celular. Os tecidos adiposos 

branco inguinal (subcutâneo), epididimal, retroperitoneal e mesentérico foram 

dissecados, para obtenção do índice de adiposidade (soma dos tecidos adiposos branco 

subcutâneo, retroperitoneal e epididimal) e posterior analises de expressão gênica e 

proteica. Também foram coletados o fígado, músculo gastrocnêmio e tecido adiposo 

marrom. 
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5.7 Análises Plasmáticas 

Os tubos de sangue foram centrifugados a 3000 rpm, durante 15 minutos à 4 ºC. 

A seguir, o plasma foi armazenado em microtubos plásticos eppendorfs e estocados à –

80 ºC para posterior análise. As concentrações de glicose, triacilglicerol e colesterol 

total foram analisados por método colorimétrico, obtidos da empresa Labtest®, Brasil. 

Ácidos graxos livres foram mensurados pelo kit WAKO
®
. Foi utilizado o método 

enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) para dosagens das concentrações de 

insulina (Merck Millipore
®
) e para dosagem das citocinas IL-1β, IL-1ra, IL-6, TNF-α e 

IL-10 (R&D System
®
, Inc., Minneapolis, USA). 

5.8 Extração de ácidos graxos do fígado 

 Os lipídeos do fígado foram extraídos com clorofórmio-metanol (1:3), conforme 

descrito por Folch e colaboradores (1957) (FOLCH ET AL., 1957) e as concentrações de 

triacilglicerol da extração foram determinados por ensaios enzimáticos da Labtest®, 

Lagoa Santa, MG, Brasil). 

5.9 Citrato Sintase 

 A atividade da CS foi determinada usando 5. 5'ditiobis – (ácido 2-nitrobenzóico 

DTNB) (ALP ET AL., 1976) utilizando-se o músculo (sóleo) homogeneizados em 100 

mM Tris, pH 8,0, 0,1 mM acetil-CoA, 0,1 mM 5,5’-ditiobis-(2 ácido nitrobenzóico), 

0,1% triton X-100. 2μg de proteína sobrenadante foram utilizados para a reação que foi 

iniciado com oxaloacetato 0,2 mM e monitorado com 412 nm por 3 minutos a 25ºC. 

5.10  Cultura de macrófagos 

A coleta dos macrófagos peritoneais foi realizada logo após a eutanásia do 

animal. Foram aplicados seis mililitros de meio de cultura (RPMI-1640 enriquecido 

com Glutamina 2mM, bicarbonato de sódio 24mM, HEPES 20mM, 10% soro fetal 
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bovino e antibióticos - 10000U/ml de penicilina e 10000U/ml de estreptomicina) na 

cavidade intraperitoneal do animal e coletado em seguida um volume aproximado de 4-

5ml do meio. Após centrifugação e homogeneização das células em 1mL de RPMI, a 

determinação do número de células por mililitro foi realizada por meio de 

hemocitômetro (Câmara de Neubauer). A concentração celular foi ajustada em 1-2x10
5
 

e as amostras foram mantidas por 2h em placa em incubação adequada. Durante este 

período os macrófagos aderiram à placa e a sub-população de linfócitos ficou dispersa 

no sobrenadante, permitindo assim a separação destas células pela retirada do meio. Os 

macrófagos peritoneais aderidos à placa foram mantidos em RPMI (10% soro) e 

tratados ou não com LPS (2,5μg/mL) (ZHANG ET AL., 2008). Após 24h de incubação, 

tanto o meio quanto os macrófagos foram coletados e estocados a –80ºC, para análises 

posteriores. No meio de cultura foram determinadas as concentrações de TNF-α, IL-6, 

IL-10, IL-1ra e MCP-1 com kit de ELISA comercial (R&D System
®
).  

5.11Cortes histológicos 

Os tecidos analisados foram removidos, fixados em formaldeído a 4% (tampão 

fosfato) com pH 7,4, por um período de aproximadamente  24 horas à temperatura 

ambiente. Após a fixação, os tecidos foram desidratados em etanol, clarificados em xilol 

e incluídos em parafina a 60 ºC. Posteriormente, os blocos de parafina contendo os 

tecidos foram cortados em um micrótomo (Leica®, Alemanha), gerando cortes de 5 µm 

de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E). Para a análise 

histológica, foi utilizado um sistema de análise de imagem que consistiu de uma câmara 

digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) ligada a um microscópio de 

luz (Eclipse 400, Nikon). Imagens de alta qualidade (2048 × 1536 pixels) foram 

capturadas com o ImagePro Plus 4.5.1 (Media Cybernetics) e quantificados as áreas 
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perímetros e diâmetros dos adipócitos pelo Software Fiji (ImageJ) Madison, Wisconsin, 

USA - Adiposoft (SCHINDELIN ET AL., 2012). 

5.12 Purificação de células infiltradas no tecido adiposo e avaliação de fenótipos 

celulares por citometria de fluxo  

Para a purificação de células do tecido infiltração de gordura, o tecido adiposo 

foi incubado com colagenase tipo I (2 mg/ml; Sigma-Aldrich
®
) em PBS com EDTA (2 

mM, Sigma-Aldrich®) durante 1 hora a 37 ° C. A suspensão foi filtrada utilizando um 

filtro de células a 100 micrometros. A solução foi sujeita a gradiente de Percoll para a 

purificação de leucócitos. Depois de gradiente de Percoll, as células foram lavadas com 

PBS e coradas com o painel de anticorpos (Quadro 3). Para a identificação de 

macrófagos foram utilizados os marcadores F4/80
+
 e CD11b

+  
dentro da população 

CD45
+
. Dentro da população de macrófagos as subpopulações CD11c

+
 CD206

- 
foram 

consideradas M1 e as  CD206
+
 CD11c

- 
consideradas M2 

Os macrófagos peritoneais foram purificados por adesão em placa de 24 poços 

(5x10
5 

células) e caracterizados pela expressão concomitante de marcadores de 

macrófagos (F4/80
+
CD11b

+
).

.
Dentro desta população de macrófagos, as células que 

expressavam CD206
+
CD86

- 
foram consideradas como de fenótipo M2 e as que 

expressavam CD86
+
CD206

-
 como M1. A caracterização de subpopulações de leucócitos 

foi realizada na máquina CANTOII FACS (BD, Beckton Dickson, NJ, EUA) e a análise 

dos dados foi realizada com software 9.5.3 FlowJo (Treestar). 
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Quadro 3. Anticorpos utilizados para análise de moléculas de superfície de macrófagos 

Anticorpo Função Fluorescência Titulação Marca 

anti-CD45  

Antígeno comum de 

leucócitos - regulador de 

sinalização de receptores de 

antígeno  

PercP 1:100 
BioLegend®, 

CA, EUA 

anti-CD11b  

Interações adesivas de 

monócitos, macrófagos e 

granulócitos 

APC-Cy-7 1:100 
BioLegend®, 

CA, EUA 

anti-F4/80  
Receptores acoplados a 

proteína G de aderência 
PE 1:100 

BioLegend®, 

CA, EUA 

anti-CD11c  

Interação célula-célula 

durante as respostas 

inflamatórias 

APC 1:100 
BioLegend®, 

CA, EUA 

anti-CD206  

Receptor de manose - 

Receptor de patógeno, 

Endocitose 

FITC 1:100 
BioLegend®, 

CA, EUA 

anti-CD86  
Molécula  

co-estimuladora 
PE-Cy-7 1:100 

BioLegend®, 

CA, EUA 

 

5.13 Isolamento de RNA, transcrição reversa e PCR em tempo real 

O RNA total das células em cultura foi extraído utilizando-se reagente 

TRIZOL® como descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 

1987), quantificado em um espectrofotômetro (260 nm/280 nm) e o cDNA foi 

sintetizado a partir de RNA total usando transcriptase reversa realizada usando o kit de 

cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). A sequência de 

primers foi mostrada na Quadro  4, e a expressão gênica foi quantificada por PCR em 

tempo real, utilizando SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) como corante 

fluorescente. O método comparativo descrito por Livak (2001) utilizando a expressão de 

36B4 como controle endógeno (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 
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Quadro  4. Primers utilizados para expressão gênica em macrófagos peritoneais 

Gene Sense Anti-sense 

36B4 GGCCAATAAGGTGCCAGCT TGATCAGCCCGAAGGAGAAG 

TLR4 AGTCAGCAACGTGGAAGGT CGTCATGGGTGGTTTCTT 

HIF-1α CAGCAAAGTCCCTGATGACA TCCAGCCACTGAAGTTCTA 

NFkB CCAACTGGCAGGTATTTGAC GCTGCTTCATGTCCCCTTG 

 

5.14 Análise dos resultados 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média e analisados por 

ANOVA Two-Way seguida pelo post test de Bonferroni. Para comparações entre células 

M1 e M2 foi utilizado o teste t não pareado. Nos testes de tolerância a glicose e insulina 

utilizou-se o teste de medidas repetidas. Em todas as análises foi adotado o nível de 

significância a 5% (p<0,05). Os dados foram analisados utilizando os programas 

GraphPad Prism version 6.0 for Windows (GraphPad Software v. 6.0, San Diego 

California USA.).  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Antes de alocados em seus grupos experimentais os animais foram identificados 

geneticamente quanto à presença da enzima responsável pela deleção específica do fator 

de transcrição PPAR-γ em células mieloides (Figura 8). 

 

Figura 8. Características genotípicas de camundongos nocaute condicional para PPAR-

γ em células mieloides. A análise por PCR do DNA genômico isolado da cauda partir de 

controle [C57BL/6 (C57); gene PPAR-γ identificado lox  LysCre-/-PPAR-γ+/+ (WT) e 

LysCre+/+PPAR-γ-/- (KO). Uma escala de 100 pb de DNA foi usado como um padrão 

de tamanho. No painel A, a banda de 225 pares de base refere-se a presença da enzima 

Cre recombinase, enquanto a banda de 324 pares de base ao controle positivo. No painel 

B, a banda de 230 pares de base refere-se a presença da mutação (WT e KO) enquanto o 

C57 apresenta banda de 200 pares de base. 

 

 Para uma melhor explanação dos resultados, os mesmos foram divididos em três 

partes: primeiramente foram comparados os genótipos dos animais sedentários e 

treinados em alimentação padrão (Capítulo 1), em uma segunda etapa foi induzida a 

obesidade por dieta hiperlipídica para comparação do efeito da deleção do fator de 

transcrição em animais obesos (Capítulo 2), e por fim, os animais obesos de ambos os 

genótipos foram submetidos ao treinamento aeróbio moderado (Capítulo 3). 

  

A B 
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6.1 CAPÍTULO 1 
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Figura 9. Efeito da deleção do PPAR-γ e treinamento sobre o a velocidade máxima 

atingida no teste máximo em esterira. Todos os valores são média ± erro padrão da 

média (n = 8-10 por grupo). (ANOVA two-way seguido de Bonferroni, p <0,05) 
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Figura10. Variáveis de composição corporal dos camundongos WT e KO sedentários e 

treinados. Peso corporal semanal ao longo do protocolo (A), índice de adiposidade (B) 

peso final do gastrocmênio (C), fígado (D) e conteúdo de triacilglicerol no fígado (E). 

Todos os valores são média ± erro padrão da média (n = 8-10 por grupo). (ANOVA 

two-way seguida de Bonferroni) *p <0,05. 
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Figura11. Efeito de deleção de PPAR-γ e do treinamento na ingestão calórica, 

homeostase glicêmica e resistência à insulina. Consumo calórico semanal (A) glicemia 

durante teste de tolerância à glicose via intraperitoneal (ipGTT) (B), glicemia durante 

teste de tolerância à insulina via intraperitoneal (ipITT) (C),  área sob a curva AUC (D) 

e constante de decaimento da glicemia (KITT) (E). Todos os valores são média ± erro 

padrão da média (n = 8-10 / grupo). (ANOVA Two-way seguida de post test de 

Bonferroni ou ANOVA medidas repetidas) # = WT Sedentary versus WT trained; $ = 

KO Sedentary versus KO Trained; & = WT Trained versus KO Trained; *p < 0.05; 

***p < 0.001..  
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Figura12. Efeito de supressão de PPAR-γ sobre variáveis séricas de camundongos 

sedentários e treinados. As concentrações séricas de glicose (A), colesterol total (B), 

adiponectina (C) e triacilglicerol (D). Todos os valores são média ± erro padrão da 

média (n = 8-10/grupo (ANOVA two-way seguido de Bonferroni) *p <0,05. 
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Figura 13. Efeitos do exercício moderado em marcadores de polarização de macrófagos 

em camundongos com deleção de PPAR-γ em células mielóides (KO) e controles (WT). 

Citometria de fluxo de macrófagos peritoneais isolados (A) e da porção estromal de 

tecido adiposo subcutâneo enzimaticamente digerido (B). As células foram identificadas 

por CD45. Foi utilizada uma estratégia de marcação sequencial para identificar 

populações expressando marcadores específicos (F4/80
+
 CD11b

+
), seguida da 

identificação de populações com padrões de expressão: macrófagos peritoneais M1 

(CD86
+
), M2 (CD206

+
) (C) e macrófagos do tecido adiposo M1 (CD11c

+
) macrófagos 

M2 (CD206
+
) (D). # = diferente de mesmo genótipo sedentário; *p < 0.05; *** p 

<0,001, * p <0,05. 
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Figura14. Produção de citocinas por macrófagos peritoneais de camundongos WT e 

KO sedentários e submetidos ao treinamento, estimulados ou não por LPS (2,5μg/mL). 

Fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), proteína quimioatrativa de 

monócitos-1 (MCP-1), interleucina-1β (IL-1β), interleucina-10 (IL-10) e receptor 

antagonista de interleucina-1(IL-1ra) foram determinadas por ELISA no meio de cultura 

(n=8-10 por grupo). Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. 

(ANOVA Two-way seguido de Bonferroni). a= diferente do WT b= diferente de KO. p 

< 0,05  
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Figura 15. Conteúdo de citocinas no tecido adiposo subcutâneo de camundongos WT e 

KO sedentários e submetidos ao treinamento. Expressão do fator de necrose tumoral -α 

(TNF-α) (A), interleucina-6 (IL-6) (B), proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) 

(C), interleucina-1β (IL-1β) (D), interleucina-10 (IL-10) (E), receptor antagonista de 

interleucina-1 (IL-1ra) (F) e adiponectina (G). As concentrações de citocinas no tecido 

foram determinadas por ELISA e relativizada por proteínas totais (n =8-10 por grupo). 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. (ANOVA Two-way 

seguido de Bonferroni). * p <0,05 
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Figura 16. Expressão de genes envolvidos em vias inflamatórias em macrófagos 

peritoneais estimulados ou não por LPS. Fator indutível de hipóxia 1-α (HIF-1α) (A), 

receptor Toll-4 (TLR4) (B) e fator nuclear kappa B (NFkB) (C). Os dados são 

mostrados como média ± erro padrão da pasta média. (Two-way ANOVA seguido por 

Bonferroni). # = diferente do *** não estimulado *** p <0,0001. 

 

6.1.1 Composição corporal e desempenho não se alteram com a deleção do PPAR-γ 

em células mieloides 

Primeiramente analisamos a ingestão calórica dos camundongos ao longo do 

protocolo. Apesar de uma considerável redução na ingestão calórica em ambos os 

genótipos de camundongos treinados (Figura11), não foram encontradas alterações 

significativas no peso corporal ou no índice de adiposidade (Figura10). Todos os 

animais foram submetidos ao teste de velocidade máxima em três momentos do 

protocolo e houve tendência de aumento da velocidade máxima no teste 2 [4 semanas] 

nos grupos treinados, mas essa tendência não se estendeu ao teste final [8 semanas ] 

(Figura 9) 



53 
 

 
 

6.1.2 Treinamento melhora parâmetros metabólicos  

Em relação à homeostase da glicose, foi realizado um teste de tolerância à 

glicose e teste de tolerância à insulina e observou-se que apenas o WT, quando treinado, 

diminuiram a área sob a curva (AUC) (Figura11) e sensibilidade à insulina pelo 

aumento do KITT (Figura11). Para acessar o perfil lipídico, foram realizados métodos 

colorimétricos utilizando soro isolado. Quando comparadas as diferenças genotípicas 

entre animais sedentários, foi observada menor concentração de triacilglicerol em 

camundongos KO (Figura12). Por outro lado, o exercício conseguiu equilibrar essa 

diferença nos grupos treinados. Além disso, os camundongos KO, quando treinados, 

reduziram a glicemia (Figura12), por outro lado aumentaram o colesterol total quando 

comparados aos treinados em WT (Figura12). A adiponectina foi significativamente 

maior apenas em camundongos WT quando exercitados (Figura12). Lipoproteínas de 

alta densidade e ácidos graxos não-esterificados não apresentaram diferenças entre 

genótipos ou treinamento (Figura12). 

6.1.3 Treino restaura resposta imune na ausência de PPAR-γ em células mieloides 

A citometria de fluxo foi utilizada para identificar os marcadores de superfície 

M1 e M2 em macrófagos peritoneais e associados ao tecido adiposo. Não houve 

diferença entre marcadores M1 e M2 dos camundongos sedentários WT e KO nas duas 

subpopulações de macrófagos (Figura 13). Exercício exacerba macrófagos peritoneais 

M1 e M2 em WT, mas as células KO não conseguem elevar marcadores M2 (Figura 13 

A), já nos macrófagos do tecido adiposo houve uma população significativamente maior 

de células M2 independente do genótipo (Figura 13 B) 

Em seguida, foi analisado o conteúdo de citocinas pró e antiinflamatórias do 

tecido adiposo subcutâneo. Não foram observadas diferenças entre os genótipos nos 

grupos sedentários (Figura 15). O treinamento físico foi capaz de reduzir a citocina pró-
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inflamatória TNF α em WT (Figura 15). Camundongos KO exercitados apresentaram 

tendência à elevação da MCP-1 (p=0,061) quando comparados ao KO sedentário 

(Figura 15) e aumento de IL-6 e IL-1ra quando comparados tanto ao KO sedentário 

quanto ao WT treinado. Não foram observadas modulações por genótipo ou exercício 

no conteúdo de tecido adiposo de IL-1B, IL-10 e adiponectina (Figura 15D, E e G). 

Para determinar a produção de citocinas de macrófagos peritoneais, as células 

foram estimuladas ou não com LPS por 24 horas. Nossos resultados mostraram que 

macrófagos KO de camundongos sedentários apresentaram concentrações mais elevadas 

de TNFα sob condições não estimuladas e estimuladas e o exercício foi capaz de 

restaurar esse perfil (Figura14 A). Os macrófagos peritoneais de camundongos 

treinados aumentaram a expressão de IL-6, IL-1B, IL-10 e IL-1Ra sob estimulação com 

LPS. Os macrófagos KO de camundongos treinados apresentaram maior IL-1Ra em 

condições não estimuladas (Figura14 F), todavia menor IL-6 (Figura14 B) e maiores 

IL-1B e IL-10 quando estimulados (Figura14 D e E). 

Para entender os mecanismos por trás do perfil de macrófagos peritoneais e 

liberação de citocinas, avaliamos alguns genes alvo inflamatórios por RT-PCR. O HIF-

1α foi reduzido em WT e KO treinado quando estimulado por LPS (Figura 16A). TLR-

4 de macrófagos sedentários de KO aumentaram quando estimulados com LPS, no 

entanto o exercício foi capaz de reverter esse fenômeno (Figura 16B). Não houve 

diferença na expressão do mRNA de NF-kB (Figura 16C). 

6.1.4 DISCUSSÃO 

Investigamos se PPARγ está envolvido na resposta metabólica, e na resposta 

anti-inflamatória em células mielóides de camundongos mediante programa de 

treinamento físico aeróbio, realizado de maneira contínua com intensidade moderada 

(~60% velocidade máxima). Esclarecemos que a adoção do treinamento aeróbio 
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moderado promoveu: 1) redução do quadro inflamatório do tecido adiposo, 2) redução 

na secreção de citocinas por macrófagos peritoneais, e 3) a modulação fenotípica de 

macrófagos independentemente da presença do PPAR-γ em células mieloides. 

Melhorias na tolerância à glicose ou sensibilidade à insulina são considerados 

efeitos esperados do exercício físico em camundongo com dieta padrão ou rica em 

lipídios (GOLLISCH ET AL., 2009). Também são claras as vias pelas quais ocorrem esses 

benefícios, tais como uma maior translocação de transportadores de glicose para a 

membrana em tecidos insulino-sensíveis (HUGHES ET AL., 1993), ou na ativação de 

sensores energéticos capazes de promover captação de glicose em vias independentes de 

insulina (CHEN ET AL., 2003; BALTGALVIS ET AL., 2014). Esse resultado positivo não foi 

encontrado nos camundongos PPAR-γ KO. Nossos resultados mostraram que o 

exercício não afetou a tolerância à glicose dos camundongos PPAR-γ KO medida pelo 

teste de tolerância à glicose intraperitoneal, no entanto exibiram menores concentrações 

de glicose em repouso após o protocolo de exercício físico. Os animais KO 

apresentaram homeostase glicêmica como evidenciado pela ausência em alterações 

significativas na insulina em jejum ou no teste de resistência à insulina em comparação 

com o WT, portanto nossa hipótese é que devido a sua glicemia em jejum inicial 

ligeiramente superior aos outros grupos, a redução na ingestão calórica e exercício 

físico foram capazes de promover uma diminuição significativa no grupo exercitado. 

Diferenças no perfil lipídico entre os genótipos também precisam ser destacadas. 

Camundongos PPAR-γ KO sedentários apresentaram concentrações séricas de TAG 

significativamente mais baixas e um conteúdo de TAG no fígado maior, apesar de não 

significativo, quando comparado com camundongos sedentários WT, indicando que 

possivelmente o TAG tem se acumulado no fígado de camundongos KO. A falta de 

PPAR-γ em células de Kupffer (macrófagos hepáticos) pode levar a uma ativação M1 
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ou clássica, que é mais glicolítica (GALVAN-PENA & O'NEILL, 2014). Além disso, 

estudos prévios observaram a sub-regulação de genes relacionados à biossíntese de 

ácidos graxos (ACC e FAS) e gliconeogênese (G6PC e Fbp1) (MORAN-SALVADOR ET 

AL., 2011) no fígado de camundongos nocaute PPAR-γ específicos para macrófagos. 

Consequentemente, pode ocorrer um acumulo de TAG no fígado desses animais. 

Uma importante adipocina envolvida na sensibilidade à insulina e no 

metabolismo da glicose é a adiponectina, produzida pelo tecido adiposo e controlada 

pelo PPAR-γ (ASTAPOVA & LEFF, 2012). Nosso modelo carece de PPAR-γ na linhagem 

de células mieloides, no entanto este fenótipo de camundongos também não aumentou 

as concentrações de adiponectina no soro após o protocolo de exercício. Estudos têm 

sugerido que a adiponectina sérica pode ser um biomarcador para ativação do PPAR in 

vivo (YANG ET AL., 2004), além disso, no tecido adiposo subcutâneo, o conteúdo de 

adiponectina parece não ser afetado pela ausência de PPAR-γ.  

Outra citocina fortemente sugerida como uma das moléculas responsáveis pela 

resistência à insulina é o TNF-α (MAEDA ET AL., 2001). Estudos sugerem que o TNF-α 

tem efeitos supressores na secreção de adiponectina de forma dose-dependente (MAEDA 

ET AL., 2001), corroborando com os desfechos que tivemos no tecido adiposo, sem 

alterações na concentração de TNF-α nem diferenças de adiponectina entre os grupos 

sedentários de WT e KO. 

Quanto à subpopulação de macrófagos, não foi observada diferença entre os 

macrófagos subcutâneos e peritoneais M1 e M2 dos camundongos sedentários WT e 

KO. No entanto, quando treinados, ambas as populações de macrófagos peritoneais 

aumentaram em WT, indicando que o exercício crônico parece recrutar macrófagos para 

a cavidade peritoneal. Uma hipótese para este recrutamento pode ser devido a um 

aumento na permeabilidade gastrointestinal que tem sido discutido como uma 
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consequência plausível da corrida (KARHU ET AL., 2017). Camundongos KO também 

aumentaram a população de M1 por estímulo de exercício, mas falharam em aumentar o 

subgrupo M2, indicando que o PPAR-γ pode desempenhar um papel importante no 

recrutamento e polarização de macrófagos peritoneais M2 induzida pelo exercício. A 

polarização dos macrófagos M2 como resultado da intervenção com exercício foi 

demonstrada em estudos envolvendo seres humanos (YAKEU ET AL., 2010) e 

camundongos (KAWANISHI ET AL., 2010), e os mecanismos envolvidos nisso estão 

fortemente associados ao PPAR-γ (RUFFINO ET AL., 2016).  

Já no tecido adiposo subcutâneo, nenhum aumento global nas populações de 

macrófagos foi observado como mostrado no peritônio, mas uma prevalência de 

subgrupo M2 induzida pelo exercício em ambos os camundongos WT e KO. Dessa 

forma, sugere-se que os macrófagos residentes em tecido adiposo de camundongos 

magros podem não requerer o PPAR-γ para assumir o perfil de M2 em animais 

submetidos ao treinamento. Este tópico tem sido amplamente discutido no tecido 

adiposo de animais obesos (AHN & KIM, 2014), embora pudéssemos observar efeitos 

similares na troca fenotípica de macrófagos M2 em camundongos magros. Igualmente, 

esse perfil do subgrupo de macrófagos no tecido adiposo subcutâneo foi confirmado 

pelo conteúdo de citocinas. Não houve diferença entre os genótipos sedentários, mas as 

concentrações mais baixas de uma citocina pró-inflamatória clássica, TNF-α, foram 

observados em animais treinados em WT. O conteúdo de IL-6 foi elevado apenas em 

animais treinados KO e um resultado semelhante foi relatado por Van Pelt e 

colaboradores (2017) (VAN PELT ET AL., 2017) em ratos com excesso de peso após 

exercício agudo aeróbico. 

De outra perspectiva, a IL-6 desempenha duplo papel: pró-inflamatória quando 

associada a doenças como a síndrome metabólica (BAO ET AL., 2015) e anti-inflamatória 
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quando induzida pelo exercício e secretada por tecido muscular (PETERSEN & 

PEDERSEN, 2005) e em tecido adiposo subcutâneo mesmo por longo período pós-

exercício (LYNGSO ET AL., 2002). Sabe-se também que o efeito da IL-6 é lipolítico sob 

situação de estresse (LYNGSO ET AL., 2002). Acreditamos que nesse caso, a IL-6 possa 

ser liberada pelos adipócitos em resposta ao estresse pelo exercício, uma vez que os 

macrófagos peritoneais não apresentam nenhuma alteração nessa citocina em condições 

basais (não-LPS).  

A MCP-1 e seu receptor CCR2 atuam como atrativos para monócitos e 

subseqüentemente macrófagos no tecido adiposo e são considerados marcadores de 

inflamação (LUMENG ET AL., 2007b). Nós relatamos uma tendência no aumento de 

MCP-1 em animais treinados KO, mas não foi significativa (p <0,06), mais uma vez 

sugerindo uma susceptibilidade de prejuízos dos efeitos anti-inflamatórios mediados 

pelo exercício em camundongos KO.  

A secreção de citocinas por macrófagos peritoneais mostrou que camundongos 

KO sedentários apresentaram maior expressão de TNF-α sob condições de controle e 

estimuladas por LPS, assim o treinamento físico foi capaz de diminuir em ambos os 

estados, corroborando estudos realizados em homens jovens saudáveis e sedentários que 

observaram decréscimos em concentrações séricas de TNF-α e IFN-γ (Jahromi et al., 

2014). Concentrações de IL-6 secretados por macrófagos peritoneais de animais 

treinados KO tiveram uma resposta positiva ao exercício sob o estímulo com LPS, no 

entanto, a mesma citocina teve uma resposta oposta em macrófagos do tecido adiposo.  

Sugere-se que o exercício desempenha um papel imunomodulador, e não apenas 

uma função antiinflamatória, como constantemente descrito na literatura (PETERSEN & 

PEDERSEN, 2005; PELLEGRIN ET AL., 2015). Concordando com a hipótese de o exercício 

ser imunomodulador, os macrófagos peritoneais de animais treinados também 
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aumentaram as citocinas anti-inflamatórias estimuladas com LPS. Como exemplo, a 

secreção de IL-10 por macrófagos através da estimulação de TLR4 via LPS pode ser 

uma tentativa de controlar o excesso de secreção de citocinas pró-inflamatórias (IYER ET 

AL., 2010).  

Para entender melhor os mecanismos por trás da produção de citocinas, 

avaliamos a expressão de mRNA de alguns genes inflamatórios e pudemos observar que 

o TLR-4 aumentou drasticamente em camundongos sedentários KO após a exposição ao 

LPS, porém recuperado com o treinamento aeróbio. O TLR4 é um receptor que 

reconhece estruturas microbianas e induz a respostas imunes pela via inflamatória do 

NF-kB (BARTON & MEDZHITOV, 2003). Nesse contexto, mais uma vez o PPAR-γ deve 

ser destacado pela inibição da ativação transcricional do NF-kB em macrófagos (WANG 

ET AL., 2015). Isso sugere que os macrófagos sem PPAR-γ reagem excessivamente ao 

estímulo com LPS e aumentam a inflamação, porém o treinamento físico foi capaz de 

reduzir essa hiperinflamação causada pela deleção do PPAR-γ.  

Concluímos que o PPAR-γ é necessário para manter a resposta apropriada dos 

macrófagos ao estímulo inflamatório e à polarização dos macrófagos, afetando também 

o metabolismo lipídico de todo o corpo e o perfil de adiponectina. O treinamento físico 

mostrou-se como um mecanismo eficiente para restaurar a resposta imune prejudicada 

pela deleção do PPAR-γ em macrófagos. 
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6.2 CAPÍTULO 2 

 Subsequentemente foi induzida a obesidade via dieta hiperlipídica, portanto no 

capítulo 2 foram abordados os efeitos do consumo dessa dieta em ambos os genótipos. 
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Figura 17. Variáveis de composição corporal dos camundongos WT e KO submetidos a 

dieta hiperlipídica. Peso corporal ao longo do protocolo (A), peso relativo dos tecidos 

adiposo marrom (B), subcutâneo (C), retroperitoneal (D), epididimal (E), índice de 

adiposidade (F), fígado (G) e musculo gastrocnemio (H). Todos os valores são média ± 

erro padrão da média (n = 8-10 por grupo). (ANOVA Two-way seguido de post test de 

Bonferroni) * = p <0,05; a= diferente de WT; b= diferente de KO. 
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Figura 18. Efeito de deleção de PPAR-γ e da dieta hiperlipídica na ingestão calórica, 

eficiência energética e leptina no soro. Consumo calórico semanal (A) eficiência 

energética (B) e concentração de leptina no soro (C). Todos os valores são média ± erro 

padrão da média (n = 8-10/grupo). (ANOVA Two-way seguido de post test de 

Bonferroni) *=p <0,05; # = diferente de Control 
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Figura 19. Efeito de deleção de PPAR-γ e da dieta hiperlipídica na homeostase 

glicêmica e resistência à insulina. glicemia em jejum (A) insulina em jejum (B), área 

sob a curva AUC (C) e constante de decaimento da glicemia (KITT) (D). Todos os 

valores são média ± erro padrão da média (n = 8-10 / grupo). (ANOVA Two-way 

seguido de post test de Bonferroni) *=p <0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001. 
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Figura 20. Efeito de supressão de PPAR-γ sobre variáveis séricas de camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica. As concentrações séricas de colesterol total g (A), 

triacilglicerol (B), acidos graxos livres (C) e adiponectina (D). Todos os valores são 

média ± erro padrão da média (n = 8-10/grupo (ANOVA One-way seguido de 

Bonferroni post test) *=p <0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001. 
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Figura 21. Imagens representativas dos cortes histológicos dos tecidos adiposos subcutâneo, epididimal e retroperitoneal te animais WT e KO 

controle e alimentados com dieta hiperlipídica. As lâminas foram coradas com eosina e hematoxilina e aumento de 40x. 
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Figura 22. Morfologia dos tecidos adiposos de animais WT e KO alimentados com 

dieta hiperlipídica. Média da área e frequência de distribuição de adipocitos por área do 

tecido adiposo subcutâneo (A e B), epididimal (C e D) e retroperitoneal (E e F). Os 

valores foram calculados a partir de imagens dos cortes histológicos por meio do 

programa ImagePro Plus Fiji versão 6.0. Todos os valores são média ± erro padrão da 

média (n = 3 por grupo). (ANOVA two-way seguida de Bonferroni) * p <0,05 WT HF x 

KO HF. 
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Figura 23. Conteúdo de citocinas do adipócito isolado do tecido adiposo subcutâneo de 

camundongos WT e KO submetidos a dieta hiperlipídica. Expressão do fator de necrose 

tumoral -α (TNF-α) (A), interleucina-6 (IL-6) (B) e adiponectina (G). As concentrações 

de citocinas foram determinadas por ELISA e relativizada por proteínas totais (n =5 por 

grupo). Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. (ANOVA Two-

way seguido de Bonferroni). * p <0,05; **p<0,01 
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Figura 24. Conteúdo de citocinas no tecido adiposo subcutâneo de camundongos WT e 

KO alimentados com dieta hiperlipídica. Conteúdo do fator de necrose tumoral -α 

(TNF-α) (A), interleucina-6 (IL-6) (B), proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) 

(C), interleucina-1β (IL-1β) (D), interleucina-10 (IL-10) (E), receptor antagonista de 

interleucina-1 (IL-1ra) (F) e adiponectina (G). As concentrações de citocinas no tecido 

foram determinadas por ELISA e relativizada por proteínas totais (n =8-10 por grupo). 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. (ANOVA Two-way 

seguido de Bonferroni). * p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 25. Produção de citocinas por cultura de macrófagos peritoneais de 

camundongos WT e KO control e submetidos a dieta hiperlipídica, estimulados ou não 

por LPS (2,5μg/mL). Fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), 

proteína quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1), interleucina-1β (IL-1β), interleucina-

10 (IL-10) e receptor antagonista de interleucina-1(IL-1ra) foram determinadas por 

ELISA no meio de cultura (n=5-8 por grupo). Os dados são apresentados como média ± 

erro padrão da média. (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni). * p <0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001; #= diferente do mesmo grupo não estimulado.. 
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6.2.1 PPAR-γ parece interferir no remodelamento de tecido adiposo de animais 

submetidos à dieta hiperlipídica 

Os tecidos adiposos foram analisados de acordo com as médias das áreas e a 

frequência de distribuição dos tamanhos dos adipócitos. De modo geral houve uma 

hipertrofia em decorrência da dieta hiperlipídica, porém esse aumento foi expressivo 

apenas em TA retroperitoneal de animais WT. (Figura 22). Por outro lado os depósitos 

que mais variaram suas hipertrofia e hiperplasia entre os genótipos foram o subcutâneo 

e o epididimal, sendo uma aparente maior hiperplasia na porção epididimal e hipertrofia 

no TA subcutâneo no grupo KO (Figura 22).  

Por se tratar de um tecido com maior hipertrofia no grupo KO, e, pelo fato da 

hipertrofia apresentar uma maior relação com resistência à insulina e à inflamação, o 

tecido adiposo subcutâneo foi selecionado para análises posteriores.  

6.2.2 Ausência de PPAR-γ no macrófago infiltrado no tecido adiposo subcutâneo 

apresenta diferentes respostas inflamatórias induzida pela dieta hiperlipídica. 

 Foi avaliada a produção de citocinas de adipócitos isolados e do tecido (total), 

sendo possível perceber que o TNF-α, por exemplo, produzido pelo adipócito não 

reflete o comportamento da citocina no tecido como um todo, sendo as células do 

sistema imunológicas infiltradas as grandes responsáveis pela produção desta citocina. 

Já as proporções encontradas em IL-6 e adiponectina são bastante semelhantes entre os 

ambientes analisados. (Figura 23 e Figura 24). 

 Já eram esperadas maiores concentrações de citocinas pró-inflamatórias 

resultante do aumento no tecido adiposo decorrente da dieta hiperlipídica, todavia o TA 

subcutâneo de animais KO não apresentou os mesmos aumentos significativos 
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observados em animais WT, com exceção da IL-1β. Além disso, o TA de animais KO 

HF apresentou menores concentrações de MCP-1 e maiores de IL-10 (Figura 24).  

6.2.3 Ausência de PPAR-γ no macrófago intraperitoneal exacerba resposta 

inflamatória induzida pelo LPS.  

 Macrófagos extraídos da cavidade peritoneal de animais KO obesos e cultivados 

sob o estímulo de LPS mostraram que a ausência do fator de transcrição PPAR-γ 

colaborou para o aumento na produção de citocinas. Houve aumento significativo em 

citocinas consideradas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1β, assim como em 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e IL-1ra, o que demonstra um efeito 

imunomodulatório nessas células. A dieta hiperlipídica ainda foi responsável por uma 

maior produção de IL-10 em macrófagos KO quando comparados com macrófagos de 

seus pares alimentados com dieta controle (Figura 25). 
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6.2.4 DISCUSSÃO 

A ideia central do capítulo foi comparar os efeitos da dieta hiperlipídica nos dois 

genótipos, e pudemos observar que não houve diferença no ganho de peso total, no 

entanto algumas características específicas precisam ser destacadas.  

Foram avaliados três depósitos de tecido adiposos diferentes e apenas o TAS 

sofreu algum efeito no seu remodelamento com efeito da deleção do PPAR-γ. Neste 

caso o TAS apresentou um maior numero de células de maior tamanho, caracterizando 

uma maior hipertrofia comparado ao tecido dos animais WT. Sabe-se que o PPAR-γ é 

essencial para a adipogênese, como tem mostrado estudos com a deleção específica em 

fibroblastos (ROSEN ET AL., 2002), no entanto a deleção em células do sistema imune 

não havia sido explorada anteriormente.  

É sabido que ativadores de PPAR-γ colaboram com a incorporação de ácidos 

graxos em células do tecido adiposo seja na hipertrofia ou na hiperplasia (DE VOS ET 

AL., 1996), o que talvez possa indicar uma modulação positiva de PPAR-γ no tecido 

adiposo no presente estudo. Contudo experimentos mais detalhados seriam necessários 

para compreender os mecanismos que por um remodelamento diferenciado no TAS. Na 

tentativa de compreender uma pouco mais este comportamento, optou-se por prosseguir 

com a imunofenotipagem e conteúdo de citocinas neste depósito. 

Apesar do fato de apresentar características que indicam uma maior 

suscetibilidade à inflamação, a falta do PPAR- γ abrandou o conteúdo de algumas 

citocinas pró-inflamatórias do TAS quando comparado ao WT. Visto que a glicemia em 

jejum dos animais KO HF não sofreu nenhum aumento em decorrência da dieta, uma 

das hipóteses para este fato seria a manutenção da homeostase glicêmica talvez por 

outros órgãos além do tecido adiposo, como fígado por exemplo. Em estudos prévios 
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foram observados que deleção do PPAR-y no tecido adiposo poderia proteger contra os 

efeitos da dieta hiperlipídica na resistência à insulina e que estes efeitos seriam 

mediados pelo aumento na expressão gênica de PPAR-γ no fígado, uma vez que este 

fator de transcrição pode aumentar a expressão de GLUT2 e glicoquinase (JONES ET AL., 

2005).  

Quando foi analisada a secreção de citocinas sob estímulo do LPS  em cultura 

ex-vivo de macrófagos notou-se exacerbada resposta inflamatória. O nosso grupo já 

havia observado situação semelhante em macrófagos de animais PPAR-α KO mesmo 

sem a indução da obesidade por dieta (SILVEIRA ET AL., 2017). Além disso, estudo com 

modelos in vitro e in vivo mostraram grande potencial anti-inflamatório em agonistas de 

PPAR-α e γ (PAUKKERI ET AL., 2013), o que instigou a nossa hipótese da importância do 

PPAR-γ na terapia com exercício físico.  

Com base nos dados apresentados concluímos que o PPAR-γ em células 

mieloides pode estar relacionado à adipogênese do tecido adiposo subcutâneo, porém 

sua ausência não enalteceu o conteúdo de citocinas relacionadas à inflamação neste 

mesmo tecido. A ausência do PPAR-γ não afetou o metabolismo lipídico e o perfil de 

adiponectina em animais obesos, porém exacerbou a resposta inflamatória induzida pelo 

LPS em macrófagos peritoneais. 
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6.3 CAPÍTULO 3 

  Por fim, alguns dos grupos que receberam dieta hiperlipídica também 

realizaram o treinamento aeróbio moderado por oito semanas. Em ambos os grupos de 

animais treinados foi possível observar uma tendência à melhora na média de 

velocidade no segundo teste, no entanto essa tendência não foi mantida no último teste 

(Figura 26). Não houve diferença expressiva de velocidade máxima obtida nos testes 

entre os animais obesos mesmo com treinamento (Figura 26). Para confirmar este 

resultado foi feita uma dosagem da citrato cintase no músculo sóleo, enzima 

responsável pelo início do ciclo de Krebs, utilizada como marcador da capacidade 

aeróbia, que também não foi alterada entre os grupos (Figura 26).  
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Figura 26. Teste máximo e marcadores de desempenho em animais WT e KO obesos 

submetidos ao treinamento aeróbio. Média de velocidade alcançada nos três testes 

máximo ao longo do protocolo experimental (A) e conteúdo da enzima citrato sintase no 

músculo sóleo (B). Todos os valores são média ± erro padrão da média (n = 8-10 por 

grupo). (ANOVA one-way) *p <0,05.  

 



74 
 

 
 

2 4 6 8 1 0 1 2

1 5

2 0

2 5

3 0

3 5

4 0

S e m a n a

G
r
a

m
a

s
 (

g
)

K O  H F T

W T  H F T

K O  H F

W T  H F

a b

P e s o  s e m a n a lA
In g e s tã o  c a ló r ic a

K
c

a
l/

s
e

m
a

n
a

W
T

K
O

5 0

7 5

1 0 0

1 2 5

1 5 0
H F

H FT
* * * *

B

E fic iê n c ia  a lim e n ta r

g
/K

c
a

l/
s

e
m

*
1

0
0

W
T

K
O

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5
H F

H F T

*

C L e p t in a

p
g

/m
L

W
T

K
O

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0 *
H F

H FT

*

D

 

Figura 27. Efeito de deleção de PPAR-γ e do treinamento aeróbio em obesos sobre 

variáveis do consumo alimentar. Peso corporal semanal (A), ingestão calórica (B),  

eficiência alimentar (C) e concentração de leptina no soro (D). Todos os valores são 

média ± erro padrão da média (n = 8-10/grupo). (ANOVA Two-way seguido de post 

test de Bonferroni) *=p <0,05; a= diferente de WT HF; b=diferente de KO 

HF;*p<0,05;**p<0,01. 
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Figura 28. Variáveis de composição corporal dos camundongos WT e KO obesos 

submetidos ao treinmento aeróbio. Peso corporal ao final do protocolo (A), peso 

relativo dos tecidos adiposo subcutâneo (B), retroperitoneal (C), epididimal (D), índice 

de adiposidade (E), tecido adiposo marrom (F), fígado (G) e musculo gastrocnemio (H). 

Todos os valores são média ± erro padrão da média (n = 8-10 por grupo). (ANOVA 

Two-way seguido de post test de Bonferroni) * p <0,05; **p<0,01. 
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Figura 29. Metabolismo de glicose de animais WT e KO submetidos a dieta 

hiperlipídica e exercicio aerobio. Concentrações de glicose (A) e insulina (B) em jejum, 

teste de tolerância à glicose via intraperitoneal (ipGTT) (C) teste de tolerância à insulina 

via intraperitoneal (ipITT) (D), área sob a curva AUC do teste de tolerância a glicemia 

(E) e constante de decaimento da glicemia (KiTT) (F). Todos os valores são média ± 

erro padrão da média (n = 5-6 por grupo). (ANOVA two-way seguido de Bonferroni) a= 

diferente do WT HF. b= diferente de KO HF. c= diferente de WT HFT; d= diferente do 

KO HFT *p <0,05. 
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Figura 30. Efeito de deleção do PPAR-γ e exercício aeróbio sobre o perfil lipídico e 

adiponectina no soro de camundongos obesos. As concentrações séricas de colesterol 

total (A), triacilglicerol (B), ácidos graxos livres (C) e adiponectina (D). Todos os 

valores são média ± erro padrão da média (n = 8-10/grupo). (ANOVA two-way) *=p 

<0,05. 

 

 

 



78 
 

 
 

 

Figura 31. Imagens representativas dos cortes histológicos dos tecidos adiposos subcutâneo, epididimal e retroperitoneal corados com eosina e 

hematoxilina e aumento de 40x. 
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Figura 32. Morfologia dos tecidos adiposos de animais WT e KO alimentados com 

dieta hiperlipídica e submetidos ao treinamento aeróbio. Média da área e frequência de 

distribuição de adipocitos por área do tecido adiposo subcutâneo (A e B), epididimal (C 

e D) e retroperitoneal (E e F). Os valores foram calculados a partir de imagens dos 

cortes histológicos por meio do programa ImagePro Plus Fiji versão 6.0. Todos os 

valores são média ± erro padrão da média (n = 3 por grupo). (ANOVA two-way seguida 

de Bonferroni) * p <0,05 WT HFT x KO HFT. 
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Figura 33. Caracterização fenotípica de macrófagos por citometria de fluxo. Efeitos da 

dieta hiperlipídica e do exercício moderado sobre marcadores de polarização de 

macrófagos infiltrados no tecido adiposo subcutâneo em camundongos com deleção de 

PPAR-γ (KO) e controles (WT). Estratégia de gating usado para identificar 

subpopulações de macrófagos (A), quantificação dos marcadores (B) e representação 

em histograma dos grupos analisados (C).Após a exclusão de dublets e debris as células 

imunes foram identificadas por coloração com CD45. Uma estratégia de gating 

sequencial foi usado para identificar populações que expressam marcadores específicos 

(F4/80
+
 CD11b

+
), seguida pela identificação de subpopulações com sobreposição de 

padrões de expressão: macrófagos M1 (F4/80+ CD86+). (ANOVA Two-way seguido de 

Bonferroni ou t test para diferente entre M1 e M2) *p<0,05; **p,0,01; ***p<0,001. 
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Figura 34. Conteúdo de citocinas do adipócito isolado do tecido adiposo subcutâneo de  

camundongos WT e KO obesos submetidos ao treinamento aeróbio. Expressão do fator 

de necrose tumoral -α (TNF-α) (A), interleucina-6 (IL-6) (B) e adiponectina (C). As 

concentrações de citocinas foram determinadas por ELISA e relativizada por proteínas 

totais (n =5 por grupo). Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. 

(ANOVA Two-way seguido de Bonferroni). * p <0,05 
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Figura 35. Conteúdo de citocinas no tecido adiposo subcutâneo de  camundongos WT e 

KO obesos submetidos ao treinamento aeróbio. Expressão do fator de necrose tumoral -

α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1β (IL-1β) proteína quimiotática de 

monócitos-1 (MCP-1), receptor antagonista de interleucina-1 (IL-1ra) e interleucina-10 

(IL-10). O conteúdo de citocinas no tecido foram determinadas por ELISA (n = 8-10 

por grupo) e relativizada por proteínas totais. Os dados são apresentados como média ± 

erro padrão da média. (ANOVA two-way seguida de Bonferroni). a=diferente do WT. 

b=diferente de KO. C = diferente de WT HF, *= diferente do HF mesmo genótipo. p 

<0,05 
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Figura 36. Caracterização fenotípica de macrófagos por citometria de fluxo. Efeitos da 

dieta hiperlipídica e do exercício moderado sobre marcadores de polarização de 

macrófagos peritoneais em camundongos com deleção de PPAR-γ (KO) e controles 

(WT). Estratégia de gating usado para identificar subpopulações de macrófagos (A), 

quantificação dos marcadores (B) e representação em histograma dos grupos analisados 

(C). Os leucócitos foram identificadas por CD45. Foi utilizada uma estratégia de 

marcação sequencial para identificar populações expressando marcadores específicos 

(F4/80+ CD11b+), seguida da identificação de subpopulações com padrões de 

expressão: macrófagos peritoneais M1 (CD86
+
), M2 (CD206

+
). (ANOVA Two-way 

seguido de Bonferroni ou t test para diferente entre M1 e M2) *p<0,05; **p,0,01; 

***p<0,001. 
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Figura 37. Produção de citocinas de macrófagos peritoneais de camundongos obesos 

WT e KO submetidos ao treinamento aeróbio estimulados ou não por LPS (2,5μg/mL). 

Fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1β (IL-1β), 

proteína quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1), receptor antagonista de interleucina-

1(IL-1ra) e interleucina-10 (IL-10) foram determinadas por ELISA no meio de cultura 

(n=8-10 por grupo). Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. 

(ANOVA One-way). a= diferente do WT b= diferente de KO c= diferente de WT HF 

*= diferente do HF mesmo genótipo. p <0,05. 
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Figura 38. Expressão de genes envolvidos em vias inflamatórias em macrófagos 

peritoneais estimulados ou não por LPS. Fator indutor de hipóxia 1-α (HIF-1α) (A) e 

receptor semelhante ao Toll-4 (TLR4) (B). Os dados são apresentados como média ± 

erro padrão da média. (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni). # = diferente do 

mesmo grupo não estimulado com LPS; *p <0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; 

#=diferente do mesmo grupo não estimulado.  
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6.3.1Treino físico aeróbio evita ganho de peso exacerbado em ambos genótipos e 

reduz ingestão calórica apenas em animais KO  

Apesar da maior ingestão de calorias em camundongos KO HF sedentários, o 

aumento do peso corporal ocorreu na mesma proporção da WT HF (sem significância 

estatística entre WT HF e KO HF). Dentre os grupos sedentários, a ingestão calórica 

dos animais KO HF foi superior ao WT HF, e quando treinados a ingestão foi reduzida. 

(Figura 27). Além disso, não houve alteração significativa na eficiência alimentar dos 

animais KO, apesar das concentrações de leptina no soro terem sido reduzidos (Figura 

27). 

Observando-se os tecidos adiposos separadamente fica evidente que animais KO 

tiveram redução significativa em tecidos adiposos localizados na região central 

(retroperitoneal e epididimal). Nenhuma alteração no peso dos tecidos adiposos de 

animais WT foi observada, no entanto o peso relativo do músculo gastrocnêmio 

aumentou com o treino nesse grupo (Figura 28).  

6.3.2 Treinamento reduz glicemia e insulina em jejum em animais WT alimentados 

com dieta hiperlipídica 

  As concentrações de glicose e insulina no soro de animais WT HFT foram 

menores quando comparadas aos seus pares sedentários. No grupo KO alimentado com 

dieta hiperlipídica não houve um aumento considerável da glicemia como observado 

anteriormente (capitulo 2), sendo assim sob efeito do treino também não foi possível 

observar uma redução. No que diz respeito aos testes de tolerância à glicose e 

resistência à insulina, fica igualmente evidente que o exercício não altera as áreas sob a 

curva ou a constante de decaimento da glicemia após a injeção de insulina em nenhum 

dos genótipos (Figura 29).  
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No que diz respeito ao perfil lipídico do soro, o treinamento ou genótipo não 

promoveram diferenças nas variáveis analisadas (Figura 30), no entanto, as 

concentrações de adiponectina reduziram no grupo KO HFT quando parado com o seu 

par sedentário (Figura 30).  

6.3.3 Treino evita hipertrofia no tecido adiposo subcutâneo de animais KO 

Foi possível observar diferentes comportamentos em relação ao exercício para 

cada depósito de gordura, assim como parece haver uma dependência em relação à 

presença do PPAR-γ. O exercício foi capaz de evitar o ganho de peso exacerbado no 

tecido adiposo retroperitoneal de ambos os genótipos e no TAS e epididimal apenas de 

camundongos KO (Figura 32).  

Apesar de o treino não ter colaborado para alteração morfológica no TAS de 

animais WT, os marcadores de polarização M1 dos macrófagos infiltrados foram 

significativamente reduzidos (Figura 33). Por outro lado, mesmo com redução da área 

do tecido dos animais KO, os macrófagos residentes mantiveram sua polarização 

inalterada. 

Na tentativa de avaliar os efeitos do exercício também no conteúdo de citocinas 

foram feitas algumas dosagens em adipócitos isolados e no tecido adiposo (adipócitos + 

porção estromal). Verificou-se que o comportamento de IL-6 e de adiponectina foi 

semelhante em ambos os microambientes analisados, todavia o TNF-α parece estar 

sendo produzido essencialmente na porção estromal do tecido (Figura 34). Além disso, 

independente da não redução de marcadores M1 como observado no TA de animais 

WT, os efeitos anti-inflamatórios do exercício como a diminuição do TNF-α e IL-1β 

devem ser destacados nos animais KO (Figura 35). Apesar de elevada IL-10 em TA de 

animais KO HF o exercício reverteu aos valores próximos de animais WT (Figura 35). 
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6.3.4 Exercício sustenta efeitos anti-inflamatórios em macrófagos peritoneais que 

apresentaram polarização M2 prejudicada pela ausência de PPAR-γ. 

Marcadores de superfície de macrófagos peritoneais foram analisados na 

tentativa de identificar polarização M1 ou M2. O exercício aumentou principalmente 

marcadores M1 em animais obesos, promovendo um microambiente pro-inflamatório 

em ambos os genótipos, além disso, marcadores M2 estavam diminuídos em células 

com deleção de PPAR-γ quando comparados aos WT (Figura 36).  

Surpreendentemente, apesar de marcadores M2 em quantidade reduzida no 

grupo KO HFT, este fato não prejudicou o efeito fisiológico na redução de citocinas 

pro-inflamatórias tais como TNF-α e IL-6 em 24h de cultura celular com estímulo de 

LPS (Figura 37). Por outro lado, a produção de IL-10 após estímulo foi menor nos 

macrófagos KO de animais treinados comparados aos WT. A citocina IL-1beta 

apresentou valores mais elevados após tratamento com LPS, sendo também acrescida 

com o efeito do exercício em macrófagos WT. (Figura 37).  

Alguns genes relacionados à inflamação foram então avaliados, com o intuito de 

compreender se alguns deles estariam envolvidos nesse efeito imunomodulatório, 

mesmo com a redução na presença de marcadores M2. Observou-se que o LPS 

aumentou expressivamente a expressão gênica de TLR-4, e que o exercício foi capaz de 

impedir esse fenômeno (Figura 38).  

Esses resultados demonstram que em macrófagos peritoneais a ausência do fator 

de transcrição PPAR-γ pode não ter sido um fator determinante na modulação de 

citocinas pró-inflamatórias. 
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6.3.5 DISCUSSÃO 

 Macrófagos são células consideradas de alta plasticidade, ou seja, podendo 

variar seus fenótipos e alterar seu metabolismo predominante, consequentemente 

produzir diferentes citocinas com características pró ou anti-inflamatórias. No capítulo 

em questão identificaram-se diferentes respostas de subpopulações de macrófagos 

(peritoneal e infiltrado no tecido adiposo) frente à obesidade e ao treinamento 

moderado. Como também o fator de transcrição PPAR-γ se mostrou muito importante 

na modulação de alterações fenotípica desses macrófagos, no entanto, em menor grau de 

importância no que diz respeito à modulação da produção de citocinas.  

Estudos com humanos mostraram que sujeitos eutróficos parecem compensar o 

gasto energético extra do exercício com aumento da ingestão calórica, ao passo que os 

obesos não fazem uso de mecanismos compensatórios como o aumento da ingestão por  

possuirem um maior estoque energético (MELZER ET AL., 2005). Comportamento 

semelhante foi observado apenas em animais KO HFT que reduziram sua ingestão 

calórica apesar de também haver uma diminuição das concentrações de leptina no soro 

o que pode indicar que animais alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram 

resistência a leptina comum em humanos obesos (KLOK ET AL., 2007). 

A redução na insulina em jejum assim como a melhora nos testes de tolerância à 

glicose de animais WT treinados pode estar relacionada a um aumento na captação de 

glicose em tecidos periféricos como o músculo esquelético por vias independentes de 

insulina (NIU ET AL., 2010; RICHTER & HARGREAVES, 2013), mesmo que de maneira 

aguda (KURAUTI ET AL., 2016). E ainda que conduzido de maneira simultânea com a 

dieta hiperlipídica, o treinamento melhorou o quadro de resistência à insulina nesse 
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grupo WT (FARIAS ET AL., 2012) devido à redução tanto na insulina quanto da glicemia 

em jejum.  

 Em modelo de animal nocaute para PPAR-γ no tecido adiposo, a dieta 

hiperlipídica não foi capaz de induzir a um aumento significativo no peso corporal e na 

resistência a insulina (JONES ET AL., 2005). Comparados aos dados do presente estudo, 

que utiliza animais com a deleção do mesmo gene, porém em linhagem celular mielóide 

foi possível perceber que a não ocorreu aumento na glicemia em jejum dos animais KO 

HF em comparação ao KO dieta controle (capítulo 2), assim como a insulina em jejum 

não diminuiu significativamente após o treinamento, apesar dos animais KO HFT terem 

uma redução mais acentuada no peso dos tecidos adiposos da região central (epididimal 

e retroperitoneal).  

O exercício associado a esta diminuição de peso corporal é uma das alternativas 

mais relevantes para o tratamento da RI, pois além da redução do peso o exercício é 

capaz de aumentar a captação de glicose em tecidos periféricos como o músculo 

esquelético (KESHEL & COKER, 2015). Sabe-se inclusive, que a via pela qual o músculo 

esquelético é capaz de aumentar a captação de glicose esta na ativação de um sensor 

energético, a AMPK (Adenosine 5-Monophosphate-Activated Protein Kinase) 

(KJOBSTED ET AL., 2017) e que sua ativação em macrófagos, seja via exercício ou 

farmacológica (CARLING ET AL., 2012), está fortemente relacionada a um fenótipo anti-

inflamatório (SAG ET AL., 2008). 

O exercício também pode ser o responsável pelo aumento no acúmulo de TAG 

no músculo esquelético e aumento na massa total do músculo gastrocnêmio como foi 

observado nos animais WT HFT. Dentre as hipóteses para este aumento estão; a 

hipertrofia muscular propriamente dita, ou, por se tratar de um músculo com 
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características oxidativas e glicolíticas (fibras do tipo A e do tipo B), durante o 

exercício, em especial o exercício aeróbio moderado, são utilizados ácidos graxos como 

principal substrato energético. O acumulo de TAG no músculo então facilitaria a 

utilização desse substrato uma vez que seu transporte do plasma e sua passagem pelo 

sarcolema poderiam ser evitados (KONOPKA & HARBER, 2014).  

Ainda em relação às variáveis séricas, a adiponectina foi menor em animais KO 

obesos treinados. Uma revisão sistemática focada nos efeitos do exercício nas 

concentrações séricas de adiponectina, concluiu que em humanos, de modo geral a 

adiponectina era aumentada como efeito do exercício seja agudo ou crônico (SIMPSON & 

SINGH, 2008). Sabe-se, contudo, que a adiponectina é produzida no tecido adiposo, e 

que no modelo usado a deleção do PPAR-γ em células mieloides pode ter afetado sua 

concentração sérica, pois os adipócitos isolados do TAS de animais WT HFT reduziram 

seu conteúdo dessa adipocina de modo significativo. Esse fato sugere que a em animais 

WT essa redução existe pela diminuição da massa adiposa, mas que sistemicamente o 

treino mantém ou evita a queda da adiponectina e que por algum mecanismo ainda não 

compreendido, mas que a falta do PPAR-γ pode estar envolvido.   

O PPAR-γ é um potente regulador da adipogênese e da incorporação de ácidos 

graxos pelo tecido adiposo (ROSEN ET AL., 2000). Não obstante, agonistas sintéticos 

como as tiazolidinedionas (TZDs) são utilizadas como hipoglicemiante e sensibilizador 

a insulina por seus efeitos na regulação positiva da lipogênese de novo, que consiste na 

redistribuição do TAG do músculo esquelético e do fígado para os adipócitos. Percebeu-

se então a importância em caracterizar até mesmo morfologicamente os tecidos 

adiposos dos camundongos, afinal a relação de hipertrofia de adipócitos como um 

gatilho para a inflamação/infiltração de células do sistema imunológico tem sido muito 

abordada em estudos recentes (SCHIPPER ET AL., 2012; GOH ET AL., 2016).  
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De fato, foram encontradas diferenças em relação ao ganho de massa adiposa 

entre os genótipos e entre os locais de deposição de gordura. Por exemplo, o TAS 

mostrou-se com mais adipócitos de maior área em animais KO HF. Além do mais o 

papel dos macrófagos infiltrados no tecido adiposo é importante em diversos aspectos 

que vão desde o remodelamento da matriz extracelular até a diferenciação e proliferação 

dos adipócitos (Zaragosi, 2010). Foi observado também um aumento expressivo no 

número desses macrófagos em tecido adiposo de obesos, seja modelo animal (Weisberg 

(WEISBERG ET AL., 2003), 2003) ou humano (Harman-Boehn, 2007).  

Muito se explora a respeito da suposta inflamação crônica de baixo grau causada 

pela obesidade, no entanto o mecanismo exato pelo qual este estado inflamatório dá 

inicio a resistência à insulina e/ou disfunções metabólicas ainda não foi totalmente 

elucidado. Estudos têm mostrado que os macrófagos infiltrados no tecido adiposo de 

sujeitos não obesos têm um perfil M2 (LAWRENCE & NATOLI, 2011), confirmado pela 

maior prevalência de CD206
+
 (M2) em todos os animais alimentados com dieta controle 

independente da presença do PPAR-γ. Uma vez que os animais foram expostos à dieta 

hiperlipídica houve um equilíbrio M1/M2. O exercício foi capaz de reduzir macrófagos 

M1 apenas em camundongos WT HFT, efeito não observado em camundongos KO 

HFT. Estes efeitos em animais WT estão de acordo com os achados de Kawanishi et al. 

(2010) que demonstraram que o aumento de CD11c pela dieta hiperlipídica foi atenuado 

pelo exercício crônico via inibição da infiltração dos macrófagos M1 e pela contribuição 

da regulação negativa de TLR4 (KAWANISHI ET AL., 2010). No contexto da obesidade 

ocorre diminuição da expressão do PPAR-γ e aumento na quimioatração de monócitos 

para este tecido (NGUYEN ET AL., 2012). 

Tem sido sugerido um papel extremamente importante das citocinas pró-

inflamatórias derivadas de macrófagos infiltrados no tecido adiposo, especialmente do 
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TNF-α e IL-1β (LAWRENCE & NATOLI, 2011). Em concordância com o que tem sido 

sugerido, os nossos dados mostraram que em animais KO HF houve aumento de IL-1β 

em comparação com WT HF, mas que foi revertido pelo treino aeróbio. A IL-1β tem 

um papel muito importante no TA, pois está associada não apenas a resistência à 

insulina, mas como a secreção de citocinas pró-inflamatórias (GAO ET AL., 2014). A 

secreção do IL-1β é mediada pela via do NLRP3 inflamassoma e acredita-se que o 

tecido adiposo seja o grande contribuidor na concentração sérica de IL-1β (ESPOSITO ET 

AL., 2002). Animas KO HFT reduziram o conteúdo de IL-1β no TAS concordando com 

estudos recentes que observaram que tanto exercício resistido como aeróbio podem 

reduzir a expressão gênica de NLRP3 e de IL-1β, respectivamente  (MARDARE ET AL., 

2016).  

O exercício por sua vez, se mostrou eficiente na redução das citocinas 

inflamatórias tais como TNF-α, MCP-1 e tendência à redução de IL-6 em WT HFT. A 

MCP-1 foi regulada negativamente pelo exercício apenas em animais WT, e 

surpreendentemente não havia excesso de MCP-1 em KO HF, porém havia de IL-1 β 

como citado anteriormente. Contudo, estudos têm mostrado que o aumento da MCP-1 

no tecido adiposo pode estar associado à resistência à insulina, e como os animais KO 

HF apresentaram uma resistência mais branda, esta pode ser uma das razões pelas quais 

MCP-1 não foi evidenciada (WESTERBACKA ET AL., 2008). 

Em divergência com a imunofenotipagem em macrófagos infiltrados no TA, a 

de macrófagos peritoneais não foi alterada pela ausência do PPAR-γ ou pela dieta 

hiperlipídica. Uma justificativa pode ser a secreção constitutiva de citocinas pró-

inflamatórias observadas anteriormente em ratos Zucker obesos em resposta ao LPS 

(PALAVRA ET AL., 2015), possivelmente aumentado devido à dieta HF (CANI ET AL., 
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2007). Além disso, os macrófagos isolados de camundongos treinados apresentaram 

maior quantidade de células M1 em ambos os genótipos. 

Estudos prévios mostraram que mesmo com o estímulo de LPS em macrófagos 

com deleção do PPAR-γ, citocinas como TNF-α e IL-6 foram similares em animais WT 

e KO (CHAWLA ET AL., 2001), no entanto a dose de LPS utilizada foi baixa (0,1ug/mL) 

comparada ao presente estudo (2,5ug/mL). Chawala et al. (2001) ainda sugere que em 

macrófagos o PPAR-γ é necessário no efeito dos seus ligantes para o metabolismo de 

lipídeos, como por exemplo, regulação de seu gene alvo, CD36. No entanto, na inibição 

da produção de citocinas e resposta inflamatória, os efeitos podem ser independentes da 

capacidade de ativação do PPAR-γ (CHAWLA ET AL., 2001).  

O grupo WT HFT estimulado com LPS apresentou uma resposta anti-

inflamatória em consequência do exercício caracterizada por redução de TNF-α e IL-6 e 

aumento de IL-10 e IL-1ra. Esse aumento de IL-10 em HF pode ser explicado pela 

ativação de receptores TLR via LPS que induz produção de IL-10 de maneira 

dependente de TRIF e MyD88 (BOONSTRA ET AL., 2006). Outra possibilidade de 

supressão de respostas inflamatória seria por meio de um fenótipo funcional anti-

inflamatório via ativação da AMPK e sua regulação negativa da degradação de IκB e a 

regulação positiva de Akt. (SAG ET AL., 2008). Ainda a respeito do exercício nesse 

contexto de polarização, um estudo que avaliou monócitos após o treinamento físico 

observou que o perfil de marcadores de polarização expressos foi representativo de um 

subtipo específico de macrófagos M2; o subgrupo de macrófagos 'M2b', caracterizado 

tanto pela produção de citocinas associadas a M1 como também altas concentrações de 

IL-10. (MANTOVANI ET AL., 2004; HAO ET AL., 2012; KHARRAZ ET AL., 2013; RUFFINO 

ET AL., 2016) 
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Por outro lado, apesar da mesma redução em TNF-α e IL-6 ser observadas no 

KO HFT, nenhuma melhora em marcadores M2, como IL-10 e IL-1ra foi notada. Em 

humanos estudos já mostraram que exercício de baixa intensidade poderia induzir a 

diferenciação de monócitos em macrófagos M2 via PPAR-γ/PGC-1α/β (YAKEU ET AL., 

2010), confirmando o efeito prejudicado da ação anti-inflamatória do exercício na 

ausência do PPAR-γ.  

A produção de MCP-1 foi estimulada por dieta e exercício apenas em 

camundongos KO HF. Em células endoteliais, o papel do PPAR-γ na inibição da MCP-

1 e IFN-γ já foi sugerido por Murao, et al. (1999) (MURAO ET AL., 1999), porém pouco 

se sabe sobre seus efeitos em macrófagos. Além disso, no presente estudo houve uma 

tendência à diminuição da MCP-1 no grupo KO HFT após estímulo de LPS em cultura. 

Sendo assim, uma das hipóteses para este comportamento pode ser que o estresse 

induzido pelo exercício tenha gerado extravazamento de LPS na circulação, resultando 

em autoimunização ou tolerância ao LPS (BOSENBERG ET AL., 1988), uma vez que TNF-

α e IL-6 não se elevaram na presença do LPS em animais de ambos os genótipos 

treinados e alimentados com dieta HF.  

A ativação da via TLR4/NF-κB resulta no aumento da expressão de citocinas 

inflamatórias (SUGANAMI ET AL., 2007). Estudos têm mostrado que a dieta HF leva a 

uma inflamação local via TLR4/NF-κB no intestino (WANG ET AL., 2013), porém estes 

efeitos em macrófagos peritoneais, bem como os efeitos do exercício nessa população 

celular não têm sido explorados. A expressão gênica inalterada de fatores relacionados à 

inflamação, como HIF1α e TLR4 em macrófagos peritoneais não estimulados por LPS, 

pode ser sugerido como possível explicação para o não aumento em citocinas pró-

inflamatórias em KO HF. Todavia o aumento na expressão gênica TLR4 em células 

estimuladas com LPS de modo independente do genótipo, fica evidente que o exercício 
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foi primordial no controle negativo do mRNA dessa proteína, além de ser uma das 

razões pelas quais o treinamento pode ter reduzido citocinas inflamatórias. 

 Por outro lado, HIF-1α permaneceu inalterado em animais WT e elevou-se em 

KO HF (sem LPS), demonstrando que esse fator parece não ter efeitos sobre a secreção 

de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos peritoneais. Todavia, este aumento na 

expressão de HIF-1α pode estar sinalizando uma alteração no metabolismo dessas 

células, via um acumulo de succinato no ciclo de Krebs causado pelo declínio na 

atividade da enzima succinato desidrogenase, gerando subsequente estabilização no 

fator de transcrição HIF-1α (MILLS & O'NEILL, 2016). Cada fenótipo, M1 ou M2, possui 

uma assinatura metabólica diferente, ou seja, ocorre ativação e vias metabólicas 

distintas para cada perfil. Enquanto macrófagos M2 apresentam altas taxas de 

fosforilação oxidativa e oxidação de ácidos graxos, as células com características M1 

tem o metabolismo glicolítico exacerbado (MILLS & O'NEILL, 2016). À vista disso, é de 

extrema importância que estudos e terapias que envolvem macrófagos foquem também 

na tentativa de reprogramação metabólica dessas células, por esta é uma maneira de 

consequentemente alterar seu perfil.  

.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 Conclusão 1. Com base nos dados aqui apresentados, sugere-se que a deleção do 

PPAR-γ em macrófagos não afetou a composição corporal ou o desempenho físico em 

animais alimentados com dieta controle, no entanto o treinamento não apenas 

proporcionou melhoras metabólicas mas também na resposta imune de animais nocaute.  

Conclusão 2. A indução da obesidade gerou uma maior hipertrofia em TAS de 

animais KO, contudo a inflamação nesse tecido não foi exacerbada. Já macrófagos 

peritoneais de animais KO HF mostraram-se mais susceptíveis ao estado inflamatório 

após estimulo com LPS.  

Conclusão 3. E por fim o treino aeróbio moderado protegeu ambos os genótipos 

do ganho de peso, além de reduzir a ingestão calórica e a hipertrofia do TAS de animais 

KO. Além disso, parecer haver diferentes respostas na polarização de macrófagos de 

acordo com o ambiente (peritônio ou TA) em que se encontram. O exercício ainda foi 

capaz de sustentar seu perfil anti-inflamatório em macrófagos peritoneais com 

polarização M2 prejudicada pela ausência de PPAR-γ via redução na expressão do gene 

TLR-4  

Conclusão geral. A deleção do PPAR-γ em macrófagos de animais obesos 

reduziu marcadores M2 sem impedir o efeito anti-inflamatório na produção de citocinas 

mediado pelo exercício físico. Este efeito foi mantido possivelmente via redução na 

expressão de TLR-4 nos macrófagos.  
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