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RESUMO

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

exercicio, metabolismo, inflamago, fatores transcricionais.
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Abstract

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

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

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

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



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

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

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



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

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

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

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



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

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



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lipdlise e o Exercicio Fisico

Durante o exercicio agudo de intensidade moderada (~65% VO2max), ocorre a
transicdo do estado de repouso do individuo e a demanda de energia aumenta
dramaticamente, o metabolismo oxidativo € predominante, levando a Varios ajustes
fisioldgicos para a mobilizacdo de acidos graxos, absorcdo e oxidacdo pelo musculo
esquelético para suprir a demanda energética necessaria para a manutencao da atividade.

O sistema nervoso simpatico exerce um importante papel no controle da atividade dos
sistemas cardiovascular, respiratorio, endocrino e renal, bem como a participacdo no
controle do metabolismo de substratos energéticos durante o exercicio (Zouhal et al., 2008),
especialmente pela liberacdo de catecolaminas secretadas que tem acdo direta nos 6rgéos-
alvos. A liberacdo dessas catecolaminas aumenta linearmente conforme a duragdo do
exercicio a fim de possibilitar o maior influxo de nutrientes e oxigénio para a musculatura
em atividade (Stallknecht et al., 2001).

No tecido adiposo, as moléculas de TAG permanecem envoltas em uma monocamada
de fosfolipidios e proteinas associadas e, para que ocorra a lipélise, é necessario o estimulo
de uma cascata lipolitica de ordem sequencial de enzimas, quais sejam: a ATGL que realiza
a hidrolise do primeiro ester de TAG resultando em diacilglicerol. Posteriormente o
diacilglicerol é hidrolisado pela HSL, gerando monoacilglicerol que € finalmente catalisado
pela MGL, gerando substrato para a formacdo de ATP. Uma alteracdo exacerbada dessas
lipases pode levar a um aumento nas concentragdes circulantes de AGL e deposicédo ectopica
de TAG e, em estado cronico, promover o desenvolvimento de doengas metabdlicas.

Como pode ser observado na figura 2, as PLIN1, proteinas que recobrem as goticulas
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lipidicas e servem como uma barreira entre a goticula lipidica e a lipase, sdo ativadas com o
estimulo da Proteina Quinase A (PKA) e facilita a lipdlise da goticula uma vez que a
fosforilagdo da PLIN1 promove o sequestro do CGI-58 ligado ao ATGL sob condicdes
basais, assim regulando indiretamente a atividade da ATGL (Miyoshi et al., 2006; Nielsen
etal., 2015). O ATGL localiza-se sobre as goticulas lipidicas e é responsavel por catalisar o
processo inicial na hidrélise do TAG, que pode aumentar em até 20 vezes quando ha

estimulacdo da PKA (Villena et al., 2004; Zimmermann et al., 2004).

IR ARSI

, ‘.".”'.lt.‘;".

3 AGL+
Glicerol

Goticula Lipidica

Figura 1. Lipolise do tecido adiposo. A estimulacéo da lipélise é dependente da fosforilagéo
mediada por proteina quinase A (PKA), do horménio lipase sensivel (HSL) e perilipina
(PLIN1). Resumidamente, a estimulacdo dos receptores beta adrenérgicos (Bl/2-AR)
acoplados a proteina G ativa a adenilato ciclase (AC), que gera adenosina monofosfato

ciclica (CAMP) e ativa PKA. Por outro lado, a ativacdo de receptores o adrenérgicos (o2-
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ARs) acoplados a proteina Gi inibe AC e, assim, reduz a sinalizacdo dependente de CAMP
para a lipolise. TAG= triglicerideos; DG= diacilglicerol; AGL= 4cido graxo livre; MG=
monoacilglicerol; MGL= lipase de monoglicerideos. As linhas pretas e vermelhas indicam
eventos de sinalizacdo pro-lipolitica e anti-lipolitica, respectivamente, enquanto que as setas
indicam estimulacdo e/ou translocacdo. Adaptado de Nielsen et al., J Mol Endocrinol.
2014;52(3):199-222.

Além disso, foi demonstrado o impacto de diferentes genes sobre o tamanho da
goticula lipidica na auséncia de estimulacdo da PKA, sendo que a expressdo de PLIN1 foi
positivamente correlacionada com o tamanho da goticula lipidica. Além disso, a expressao
de ATGL altera drasticamente o tamanho da goticula, o estoque de TAG e a liberacdo de
AGL. Estes resultados proporcionam uma nova perspectiva sobre o papel da ATGL e da
PLIN1 na regulacdo do metabolismo lipidico intracelular e suas fun¢des na regulacéo do
tamanho da célula adiposa (Miyoshi et al., 2006).

E importante destacar que o tecido adiposo é composto, além de adipécitos, por
muitos tipos de células incluindo pré-adipocitos, celulas-tronco mesenquimais, celulas
vasculares e células do sistema imunoldgico, que também contribuem para sua fisiologia.
Adicionalmente, corroborando com a teoria de heterogeneidade funcional do tecido adiposo,
estudos tém demonstrado que os tipos de depdsitos podem diferir no metabolismo (captacdo
de glicose estimulada por insulina, taxa lipogénica maxima, resposta a catecolaminas e a
absorcdo de &cidos graxos livres), bem como na resposta de citocinas inflamatdrias e
hormonios de crescimento (Li et al., 2005). O tecido adiposo branco é composto por pelo
menos trés subpopulagdes distintas de pré-adipdcitos e adipocitos. Os subtipos 1 e 2 sdo
amplamente distribuidos e encontrados em gordura pericardica, mesentérica, perirenal e

perigonadal e sdo caracterizados por um metabolismo altamente glicolitico, reduzido

21



acumulo de triglicerideos e altamente responsivo as citocinas de carater pro-inflamatério
com maior infiltracdo de células T citotdxicas e macrofagos no tecido adiposo obeso de
camundongos e humanos. Por outro lado, o subtipo 3 que é encontrado principalmente em
depdsitos subcutaneos sdo sensiveis a insulina e exibem uma resposta atenuada as citocinas

(Li et al., 2005; Kahn et al., 2019).

2.2 Toll-like Receptors 4 e a Resposta Inflamatoria

Inicialmente, sabe-se que os AGL atuam como ligantes naturais de varios fatores de
transcricdo, a exemplo dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS)
bem como os recepetores do tipo Toll 4 (TLR-4) (Dreyer et al, 1993). Os PPAR séo fatores
de transcrigdo nucleares que desempenham um importante papel na regulacdo de genes
envolvidos na resposta metabdlica (Bays et al., 2004). Quando ativados, especificamente a
isoforma alfa (PPARGa), regulam proteinas e enzimas necessaria na resposta inflamatéria, na
oxidacdo de &cidos graxos e no metabolismo de lipidios, durante os estados de alimentagdo
e jejum, bem como a cetogénese (Ferré, 2004). Este fator de transcricdo é expresso em
células com alta taxas catabolicas de &cidos graxos, como coragdo, figado, musculo
esquelético e tecido adiposo marrom (Escher, 2001; Grabacka et al., 2016).

Resultados prévios do nosso grupo demonstraram que camundongos nocautes para
PPAR-a (PPAR-a) submetidos a exercicio aerobio agudo, composto por uma sessio de
corrida em esteira a 60% da velocidade maxima (Vmax) por 1h, demonstraram uma
homeostase de glicose prejudicada, bem como a resposta anti-inflamatdria prejudicada em
macrofagos (Silveira et al., 2017). Nesse contexto, ao avaliar o envolvimento do PPAR-a na
lipdlise do tecido adiposo e seu possivel envolvimento na regulacdo de citocinas, animais

PPAR-a™ submetidos ao mesmo protocolo de exercicio agudo (1h corrida a 60% Vmax),
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demonstraram que o0 PPAR-o também atua como um sensor do suprimento de lipidios, apds
avaliar as alteracfes metabolicas usando a lipdlise como base, observamos uma capacidade
prejudicada em estimular a liberacéo de produtos lipoliticos (glicerol) apds estimulo maximo
com isoproterenol, sugerindo que a capacidade de lipolise do tecido adiposo foi afetada pela

falta de PPAR-a, bem como a liberag8o de citocinas pro e anti-inflamatdrias (Figura 3).

o
Mesentérico
A B C 0.025
1250 600 - Wild-type 3 Basal
£ £ = PPARa™ . 0.020 a = Miximo
$ 1000 5 £ L
5 o 400 %“' 0.015 v
o =] = ///
2 150 = T o010 -
& = 3
= =200 £
J s00 5' T 0.005
= s
0 o 0.000
Rest 2h 24h Rest 2h 24h “:ild_Type PPARa-/-
Retroperitoneal
E 0.04
oo -_25 : — Wild-type
= £ 20 ] - pPARa = Basal
£ 2 Z 0.03 = Maximo
g g =
g 750 ; 15 -Eﬂ a
g E] ;O’ 0.02 777
= &> Vrrs
2 s00 g1 5 2
4 s b £ g0 =
@ T 5 . Sl
B = hd
250 - B----- W= =
v - T [ r r r 0.00
Rest 2h 24h Rest 2h 24h

Wild-Type PPARa-/-

Figura 2. ConcentracGes de citocinas nos depositos mesentérico (A-TNF-a, B-MCP-1) e
retroperitoneal (D-I1L-6 e E-IL-10) bem como o glicerol (C e F) liberado no ensaio de lipdlise
na auséncia (basal) e presenca de 10 pl de isoproterenol (maximo) de animais Wild Type
(n=6) e PPAR-a”" (n=7) nos periodos de repouso (Rest) 2h e 24h ap0s exercicio agudo.
Valores expressos em média * desvio padrdo. a= diferenca significativa do momento basal,
b= diferenca significativa do momento 2h apds exercicio. Referéncia: Cabral-Santos et al,
Cytokine 2020;134:155207.

Como descrito anteriormente, o outro importante ligante dependente de AGL séo os
TLRs, uma familia de proteinas transmembranas que atuam no sistema imunoldgico do

hospedeiro contra processos infecciosos e inflamatérios e atuam na fase inicial de
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reconhecimento de diferentes patdgenos como bactérias, DNA e RNA de virus, protozoarios
ou fungos (Ferraz et al., 2011). Esse nome ¢ devido a sua similaridade com Toll, proteina
essencial na imunidade da mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster) contra fungos
(Medzhitov et al., 1997). Esses receptores tém como funcgéo detectar e reconhecer estruturas
microbianas derivados de patdgenos, referidos como padrées moleculares associados a
patdgenos (Gleeson et al., 2006) e no encaminhamento de sinais que levam a ativacdo da
resposta imunolégica (Ferraz et al., 2011).

Sabe-se que a liberacdo de endotoxina derivada da flora intestinal pode ser considerada
um gatilho na resposta inflamatoria devido ao seu estimulo na secrecdo de fatores pro-
inflamatdrios. O principal ligante do TLR-4 é a parte da membrana da bactéria constituida
de lipopolissacarideos (LPS), conhecido também como endotoxina, que ao ser ativado
desencadeia uma sinalizacdo em cascata com duas proteinas chaves nesse processo: 0 Gene
de diferenciacdo miel6ide de resposta primaria 88 (Myd88) e Fator associado ao receptor de
necrose tumoral 6 (TRAF-6) (Kawai e Akira, 2006). Em circunstancias normais, apenas
pequenas quantidades de endotoxina sdo translocadas do limen intestinal para a circulacdo
sistémica, e essa pequena parcela que consegue atravessar € absorvida rapidamente, e
removida por mondcitos e células de Kupffer no figado. Porém, em condi¢des adversas
(como sepse ou trauma) o LPS é um potente indutor de inflamagdo. Durante a resposta
inflamatoria, o TLR-4 induz a ativacao de fatores de transcricdo via NF-kB que se encontra
no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria que impede sua translocagéo para o nucleo,
mas quando ativado pode culminar no aumento da expressao e liberagdo de marcadores pro-
inflamatorios, como as citocinas Interleucina 1 beta (IL-1pB), IL-6, e TNF-a (Schaeffler et
al., 2009; Wu et al., 2015).

Assim como a musculatura esquelética e o figado, o tecido adiposo tambeém expressa
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o receptor de TLR-4 (Francaux et al., 2009). Porém, estudos sugeriram que no tecido adiposo
0 TLR-4 poderia ser ativado tanto por LPS como por via dependente de AGL e que a
exposicao celular de LPS e AG simultaneamente amplificou a resposta inflamatdria (Yang
et al., 2006). Assim, a elevacdo persistente destes, como ocorre muitas vezes no individuo
obeso, tem impacto substancial como fator desencadeador da inflamac&o associada com a
resisténcia a insulina e desordens cardiovasculares (Lafontan, 2014), além de alterar a
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias via TLR-4 (Rosa et al., 2009).

Olesen et al (2015) observaram o0 aumento sistémico e na expressao génica de IL-6 e
TNF-a em bidpsia no masculo vasto lateral e do tecido adiposo subcutaneo apds tratamento
com LPS (0.3 ng E. coli LPS/kg), porém observaram que em individuos fisicamente
treinados houve um retardamento e/ou diminuicdo da inflamagéo aguda quando comparado
com os sedentarios, sugerindo que o exercicio fisico realizado de forma crénica poderia
diminuir a expressao de receptores de TLR-4 em diversos tecidos. Desse modo, o equilibrio
entre a ativagéo e inativacdo dos receptores de TLR deve estar finamente regulado a fim de
que se evite uma resposta imunoldgica muito baixa ou excessiva - como visto no caso de
susceptibilidade a patégenos e/ou doencas cronicas inflamatérias e autoimunes,
respectivamente. (Ferraz et al., 2011)

Comprovou-se que o exercicio aerébio exaustivo promove elevacdo nas concentragdes
de AGL, os quais podem, pelo menos em partes, ativar a resposta inflamatdria via TLR-4
estimulando a producdo de citocinas pro-inflamatdrias apds exercicio, principalmente no
tecido adiposo, gerando assim um ambiente pro-inflamatdrio (Rosa-Neto et al 2009). Sendo
assim, além de promover o reparo e remodelamento tecidual apds o trauma, foi demonstrado
que a inducdo da resposta inflamatéria via proteinas de fase aguda e pro-inflamatorias

estimulam o processo de lipolise - como ocorre no aumento das concentracdes de TNF-a,
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que é importante regulador dos processos metabdlicos durante o exercicio capaz de atuar
sobre o metabolismo lipidico. Esta acdo aumenta a disponibilidade de AGL na circulagdo
através do processo de lipolise, via mecanismo dependente da HSL e modifica o padréo de
PLIN1 no tecido adiposo (Cawthorn et al., 2008). Ainda, diminui a expressdo da enzima
lipase de lipoproteina (LPL) neste tecido, a hidrdlise dos triacilglicerol das lipoproteinas
(quilomicrons e VLDL), e a captacdo e acimulo de AGL (Yang et al., 2006).

O TNF-o é uma substancia imunomoduladora que exerce importante funcéo no quadro
da resisténcia a insulina, uma vez que sua elevacéo crénica induz a fosforilacdo do substrato
do receptor de insulina-1 (IRS-1) em residuos de serina e treonina, e a atividade da fosfatidil-
inositol-3-cinase (PI3K), com diminuicdo da translocacdo do transportador de glicose 4
(GLUT-4) para a membrana podendo causar prejuizos na sinalizagdo da insulina, tanto em
adipdcitos como em midécitos (Hotamisligil, 1996).

Entretanto, foi demonstrado que a resposta inflamatéria durante o exercicio e a
elevacdo aguda de ambas as citocinas, IL-6 e TNF-a, (diferentemente da elevagdo cronica)
estimulariam o processo de lipolise e sdo importantes reguladores dos processos metabdlicos
durante o exercicio com capacidade de atuar sobre o metabolismo. Fischer (2006)
demonstrou que a IL-6 sintetizada e liberada durante o exercicio fisico induz diferentes
processos metabolicos via sinalizagdo por AMPK e PI3K-AKT, induzindo a lipolise no
tecido adiposo e a producdo de gliconeogénese hepatica para manutencdo da atividade
contratil. O principal estimulo da sintese e liberacdo da IL-6, além da contracdo muscular
das fibras, parece ser uma queda no contetdo de glicogénio muscular, aumentos nas
concentragcdes de célcio intracelular e 0 aumento da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), que ativam fatores de transcricdo que sdo conhecidos por regular a sintese

de IL-6 (Fischer, 2006). Entretanto, durante o periodo de recuperagdo, as acteracOes
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fisioldgicas e inflamatorias visam atender as necessidades energéticas de restauracdo das
concentragdes sanguineas de oxigénio e o reabastecimento dos fosfagénios utilizados - como
ATP e creatina fosfato (CP) que pode ser utilizada na ressintese de ATP.

Por fim, a real participacdo do TLR-4 sobre os eventos moleculares envolvidos no
processo de lipélise é desconhecida. Frente ao exposto acima, o exercicio aerdbio exaustivo
gera quadro de elevada concentracdo de LPS e AGL, condigdo que favorece ativacgao da via
inflamatdria principalmente pela producdo de TNF-a e, consequentemente, poderia
estimular o processo de lip6lise favorecendo a disponibilidade de AGL para corrente
sanguinea, especialmente para manutenc¢do da atividade contratil ou reposicdo dos estoques

de triacilglicerol intramuscular.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral
Objetivo deste estudo consiste em determinar a participacdo do TLR-4 frente a

resposta da lipolise apds exercicio exaustivo agudo.

3.2. Objetivos especificos

a) Verificar os efeitos agudos no perfil inflamatorio apds exercicio exaustivo através de
possiveis alteracbes no conteddo de citocinas relacionadas a resposta anti e pro-
inflamatorias, quais sejam: TNF-a, IL-6 e IL-10, até 6 horas ap0s a sesséo;

b) Verificar alteracfes nas concentracGes de &cidos graxos livres apds exercicio
exaustivo;

c) Avaliar o nivel de desempenho do animal que ndo possui 0 gene para 0 TLR-4

comparando com o C57BLS6;

4. MATERIAS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J e C57BL/6 TLR-4
nocaute (TLR-47") com aproximadamente 30-40 dias obtidos do Biotério Central do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Os animais foram
reproduzidos e mantidos no biotério Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento - ICB1/USP em gaiolas coletivas (com dois a trés animais) forradas com

maravalha. A luminosidade foi controlada com ciclo claro-escuro de 12h e temperatura



ambiente entre 20 e 24° C. Foi oferecido dieta normal (racdo Nuvital da Nuvilab, Colombo,

PR) e agua ad libitum.

Todos os procedimentos obedecem as Normas e Principios Eticos de Experimentacio
Animal e esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT-UNESP, Campus Presidente Prudente) sob o

numero de Protocolo 02/2016.

4.2. Desenho Experimental

Com idade de aproximadamente 10 semanas, 0os camundongos de cada uma das
linhagens e/ou tratamento foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=8 por grupo)

conforme a Figura 3, quais sejam:

» Controle (Rest): 0s animais permaneceram em suas gaiolas, com agua e alimentacéao

a vontade e ndo realizaram nenhum exercicio fisico;

» Exercitado (0Oh): os animais foram submetidos a exercicio aerébio exaustivo e foram
sacrificados por anestésico inalante (Isoflurano) e decapitados imediatamente apos a

sessdo aguda de exercicio;

» Exercitado (2h): os animais foram submetidos a exercicio aerdbio exaustivo e

sacrificados duas horas ap0s a sessao aguda de exercicio;

» Exercitado (6h): os animais foram submetidos a exercicio aerobio exaustivo e

sacrificados seis horas apds a sessdo aguda de exercicio.

Previamente ao protocolo, os animais realizaram jejum 1h antes da sessdo de exercicio



que ocorreu no periodo das 9h e, logo apos a sessao, estes permaneceram em suas gaiolas no
biotério e em restrigdo alimentar até o periodo do respectivo sacrificio, com acesso a vontade

de agua apenas.

Teste de Sessdo de
Adaptacdo Velocidade Exercicio .

em esteira Maxima Exaustivo Eutanasia:

® e | | | i
5 dias 72h apos Rest

-Oh
Animais: - Wild-Type C57BL/6) -2h
- TLR-4 Nocaute -6h

Figura 3. Desenho experimental.

4.3. Protocolo para Determinar a Velocidade Maxima

Os camundongos foram submetidos a uma semana de adaptacdo a corrida na esteira
rolante motorizada (AVS Projetos) que consistiu de uma sessdo de 10 minutos por dia e em

intensidade leve (10 metros/minuto).

Para determinacdo da velocidade maxima os animais foram submetidos ao teste de
exercicio incremental em esteira. O protocolo consistiu em um incremento de 3m/min a cada
estagio de 3 minutos (0% de inclinacgdo) no teste até exaustdo voluntaria verificada quando o
animal ndo fosse mais capaz de manter a velocidade determinada (Ferreira et al, 2007). Este
teste forneceu a distdncia total executada e a carga de trabalho méxima do teste que
possibilitou determinar a velocidade maxima individual (definida como o Gltimo estagio

completo realizado).
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4.4. Sessdo de Exercicio Exaustivo

Apds 72 do teste de velocidade maxima, na sessdo de exercicio exaustivo, 0s animais
foram submetidos a uma corrida moderada com duracdo de 50 minutos na velocidade
correspondente a 60% da velocidade maxima (Vmax). Imediatamente apos esse periodo,
houve um incremento de carga de 1 m/min até a fadiga voluntaria individual, definida como

0 momento em que 0s camundongos No conseguiram mais correr e paravam.

4.5. Analise Soroldgicas

As amostras sanguineas coletadas apds a decapitacao foram transferidas para tubos de
1.5mL centrifugadas a 2.500 rpm, durante 15 minutos a 4 °C. A seguir, o plasma foi
armazenado em tubos plasticos eppendorfs e estocados a -80 °C até a data da andlise. As
analises bioquimicas foram realizadas pelo método enzimatico colorimétrico e utilizados
reagentes de kit comercial para determinacdo quantitativa de AGL (Wako, 1-2, doshomachi
3-Chome, Chuo-Ku, Osaka, Japan), glicose, lactato, triacilglicerol - TAG e lactato
desidrogenase - LDH (Labtest®, S&o Paulo, Brazil) de acordo com as orientacGes do
fabricante. Todas as anélises sanguineas foram realizas em duplicata para minimizar erros e

foi adotado um coeficiente de variacgdo inferior a 10%.

4.6. Coleta tecidual

Para analise de composicao corporal, os animais foram pesados imediatamente antes
do sacrificio enquanto que o peso final dos tecidos adiposos branco epididimal, subcutaneo,

mesentérico e retroperitoneal coletados foram pesados imediatamente apds a coleta dos



mesmos (Balanca Eletrénica Semi-Analitica, Marte Cientifica, SP, Brasil).

O tecido adiposo retroperitoneal (RPAT), tecido adiposo mesentérico (MEAT) e os
musculos gastrocnémio e s6leo foram retirados, imediatamente congelados em nitrogénio
liguido e estocados em freezer -80°C para posterior andlise. As amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas em Tampdo RIPA (0,625% Nonidet P-40, 0,625%
desoxicolato de sddio, 6,25 mM de fosfato de sddio e 1 mM de etilenodiaminotetracético
acido com pH 7.4) contendo 10 ug/mL de coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). O homogenato foi centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para
determinar a concentracdo de proteina por meio de ensaios de Bradford (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). As citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 foram avaliadas utilizando o kit comercial de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (R&D Systems, McKinley Place, MN, EUA) de

acordo com as orientacOes do fabricante.

4.7. Ensaio de Lipdlise

Amostras dos depdsitos mesentérico e retroperitoneal do tecido adiposo dos animais
foram incubadas em tampé&o Krebs/Riger/Fosfato pH7,4 contendo BSA (20mM) e glicose
(5mM) por 30 minutos a 37°C com a auséncia (basal) ou presenca do agonista f-
adrenérgico Isoproterenol (2uM). Logo apds, o meio foi coletado e dosada a liberacdo de
glicerol por ensaio colorimétrico (Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada), as concentracdes
de glicerol foram usadas como indice da taxa de lipolise para comparagdo entre oS

momentos basais e estimulados.
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4.8. Histologia

O gastrocnémio da pata direita foi coletado e fixado com OCT (Tissue - Tek®; Sakura
Finetek, CA) e Tragacanth (Sigma - Aldrich, MO) na posi¢ao vertical e congelado em
nitrogénio liquido. Cortes transversais (10 um de espessura) foram obtidos em criostato,
montado em laminas quentes StarFrost (Knittel Glass®, Braunschweig, Alemanha). Foi
realizada ainda a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e Sudan Black das laminas com

cortes de tecido muscular.

Para investigacao histoldgica, a captura de imagens de alta qualidade (2048 x 1536
pixels) obtidas do microscépio de luz Nikon Eclipse E800 deu-se por camera digital
(Evolution, Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) e as areas de perimetro do musculo
gastrocnemio foram quantificados pelo Software Fiji — ImageJ (Madison, Wisconsin,
USA) (Schindelin et al., 2012) e foi efetuado a frequéncia de distribuicdo das fibras em

fungéo dos seus diametros.

4.9. Conteudo de Triacilglicerol Muscular

Para extracdo de lipidios no masculo esquelético gastrocnémio foi utilizado o método
proposto por Folch et. al (1976). Os lipidios totais foram extraidos das amostras com uma
solucdo de cloroférmio e metanol (2:1) em tubos de ensaio de vidro. As amostras foram
homogeneizadas em politron por 45 segundos e centrifugados a 655,19 por 5 minutos. Apés
a centrifugacdo, a camada organica foi removida pela técnica da dupla pipeta - o processo foi
repetido quando necessario para extracdo total dos lipidios. O extrato lipidico total foi

evaporado sob temperatura ambiente e ressuspendido em Triton 3%. As amostras de lipidios
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extraidos foram analisadas quanto ao seu teor de TAG pelo método colorimétrico, utilizando

kit comercial (Labtest®). Os resultados foram expressos em mg de TAG por g de tecido.

4.10. Conteudo de glicogénio hepético e muscular

As analises do glicogénio foram realizadas em duas etapas: extracdo e quantificacéo.
A extracdo foi realizada segundo do método de Van Handel et al (1965), através de amostras
de tecidos do musculo s6leo e figado. As amostras foram digeridas em tubos de ensaio
contendo solucéo de 30% de hidroxido de potassio (KOH) e levados em banho fervente por
30 minutos. Apds esse periodo foi adicionado em cada tudo de ensaio uma solucao saturada
de sulfato de s6dio (Na2SQOa4) e etanol a 96% para precipitacdo do glicogénio, sendo os tubos
agitados no vértex e colocados em gelo por 30 minutos. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante descartado - esse processo de centrifugacdo foi repetido
quando necessério. Foi adicionado 50ul de agua destilada para ressuspender o precipitado e
foi realizada a quantificacdo de glicose (Labtest®, Sdo Paulo, Brazil) de acordo com as

orientacOes do fabricante. As leituras das amostras foram realizadas em triplicatas.

4.9. Andlise estatistica

A normalidade das variaveis foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e todos
o0s dados descritivos estdo em média e erro padrdo (media £ SD). As varidveis de composicao
corporal e do exercicio exaustivo foram avaliadas pelo teste ANOVA one-way (com
intervalos de confianca 95%).

As diferencas entre os grupos e os tempos foram analisadas pelo teste ANOVA de duas

vias e quando necessario o post-hoc de Bonferroni. Além disso o tamanho do efeito (Eta-
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square; n2) de cada teste foi calculado para todas as analises. A significancia estatistica foi

estabelecida em 5% e todos os dados foram analisados no SPSS, versdo 17.0 (IL, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Composic¢ao corporal e desempenho fisico

Na Tabela 1 encontram-se as caracteristicas de composicdo corporal e do exercicio
exaustivo agudo. Apesar de ndo haver diferencas no peso dos animais, 0 grupo TLR-4
apresentou um indice de Adiposidade Corporal maior em comparagdo com o grupo WT
(1C95%: 0.04; 0.62, p=0.018) porém, quando verificado de maneira isolada os pesos dos
tecidos adiposos, observou-se efeito do grupo sobre 0o RPAT (1C95%: 0.001; 0.020, p=0.018)
onde o grupo TLR-4 apresentou valores mais elevados. Foi monitorada a ingestao alimentar
diaria desses animais, porém o consumo meédio ndo diferiu entre os grupos (dados nao
apresentados).

Apds a sessdo de exercicio exaustivo aguda o grupo TLR-4 apresentou melhor
desempenho tanto para Vmax (1C95%: -6.91; -0.81, p=0.008) quanto na distancia atingida

até a exaustdo (1C95%: 31.07; 191.84, p=0.045) quando comprado com o WT.

Tabela 1. Parametros de composicao corporal e de desempenho no exercicio exaustivo das

amostras.
Variaveis Wild Type TLR-4
Salina nocaute )
Peso corporal (g) 24,15+ 0,32 22,63+ 0,66
indice de adiposidade (%) 1,75+ 0,04 2,12 +0,172
Subcutaneo (g) 0,153 + 0,007 0,166 + 0,011
Retroperitoneal () 0,039 £ 0,001 0,040 + 0,001
Epididimal (g) 0,235 + 0,008 0,241 +0,016
Mesentérico (g) 0,100 £ 0,006 0,098 £ 0,016
Vmax (M/min) 23,25+ 0,58 28,25 £ 0,85%
Distancia total (m) 794,94 + 13,53 906,40 + 12,69%
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Valores expressos em médiatdesvio padrdo. Vma= velocidade maxima.
Teste ANOVA One-way com nivel de significancia de p<0,05. a=

diferenca significativa do grupo WT Salina.

A Figura 4 apresenta a caracterizacdo das fibras musculares do gastrocnémio dos
grupos. Nao foi observado diferencas significativas entre os grupos WT e TLR-4 KO na area
média, na distribuicdo do diametro das fibras bem como néo houve diferencga nos depdsitos

de gordura intramuscular.
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Figura 4. Histologia. Microfotografia representante dos cortes transversais do musculo
esquelético gastrocnémio coradas por hematoxilina e eosina (A= WT e B= TLR-4 KO);
Quantidade de lipidios depositados nas fibras pelo método Sudan Black (C= WT e D= TLR-
4 KO), ambos com barra=20um e aumento de 10x; Valores médios da area das fibras (E) e
distribuicéo das fibras de acordo com o didmetro (F) (média de 690-1134 fibras por animal,
n=3 por grupo).

5.2. Perfil metabdlico

38



A delecdo do TLR-4 ndo afetou as concentraces basais de nenhuma das variaveis
metabdlicas dosadas. Paralelamente, n&o foi observado diferencas significativas nas
concentracgdes de glicose e lactato entre os grupos (p>0,05).

Né&o foram observados aumentos significativos nas concentracdes de AGL ap6s o
exercicio exaustivo e apesar de todos 0s grupos apresentarem uma concentracdo basal
similar, a delecdo do TLR-4 parece alterar a cinética de AGL nesses animais (Figura 5). O
momento 6h apresentou valores menores quando comparado com Oh e 2h apds o exercicio
no grupo WT Salina (Salina: 472.27 + 39.40; TLR-4: 780 + 89.10 mmol/mL, p=0.029;
n2=0.136). Adicionalmente, ndo houve efeito da linhagem ou do tempo nas concentracoes

de lipoproteinas de alta densidade - HDL e de colesterol (dados ndo apresentados).
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Figura 5. Efeito da delecdo do TLR-4 sobre as concentracdes sanguineas de lactato, glicose,
triacilglicerol e acidos graxos livres de animais Wild Type e TLR-4 nocaute apds exercicio

exaustivo agudo. TAG= triacilglicerol; AGL= acidos graxos livres. a= diferenga
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significativa do momento basal; b= diferenca significativa do momento imediatamente ap0s
0 exercicio; c= diferenga significativa do momento 2h pds-exercicio; S= diferenca
significativa do grupo WT Salina; T= diferenca significativa do grupo TLR-4.

5.3. Conteudo de triacilglicerol muscular

A Figura 6 apresenta o conteudo de triacilglicerol no musculo gastrocnémio dos
animais. Foi observado efeito sobre a linhagem onde o grupo TLR-4 apresentou valores
aumentados no momento imediatamente ap0s o exercicio quando comparado com o grupo
WT Salina (Salina: 0.90 £ 0.04; TLR-4: 1.66 + 0.41, p=0,0001; n2=0,370). Porém esses
valores apresentam um decaimento continuo nos momentos 2h e 6h (1.19 + 0.06 e 0.75 +
0.06 mg/g de tecido respectivamente, p=0,040; n2=0,142), apresentando valores inferiores

no momento 6h (Salina: 1.05 + 0.05; TLR-4: 0.75 £ 0.06 mg/g de tecido, p=0.29; n2=0,113)
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Figura 6. Contetdo de triacilglicerol no madsculo gastrocnémio ap0s exercicio exaustivo
agudo. a= diferencga significativa do momento basal; b= diferenca significativa do momento
imediatamente apos o exercicio; c= diferenca significativa do momento 2h pos-exercicio;

S= diferenca significativa do grupo WT Salina; T= diferenca significativa do grupo TLR-4.
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5.4. Atividade da Lactato Desidrogenase

Quando avaliado a enzima LDH, néo foi observado efeito da linhagem e/ou tratamento

dos grupos (p=0.065; n2=0.083, Figura 7).
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Figura 7. Dosagem da enzima lactato desidrogenase apds exercicio exaustivo agudo. a=
diferenca significativa do momento basal; b= diferenca significativa do momento

imediatamente apds o exercicio.

5.5. Conteudo de Glicogénio

A Figura 8 apresenta o conteudo de glicogénio, que é a reserva energética a curto
prazo, do musculo s6leo. Ndo houve efeito sobre o tempo em nenhuma das linhagens
utilizadas (p=0.065; 1n2=0.111). Observou-se efeito da linhagem sobre o contetdo de
glicogénio hepatico, com valores basais maiores no grupo TLR-4 (88%) do que o grupo
Salina (Salina: 23.63 + 3.28; TLR-4: 44.64 £ 6.56 mg/g de tecido, p=0.004; n2=0,363). O
grupo Salina ndo apresentou nenhuma diferenca significativa sobre o contetdo de glicogénio

hepético, enquanto que o grupo TLR-4 apresentou uma queda significativa até 6h apos o
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exercicio quando comparado com o0 momento basal (Salina: 19.94 + 1.85; TLR-4: 18.06 +

2.26, p=0.001; n2=0,423).
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Figura 9. Contetdo de glicogénio do musculo soleo e do figado em camundongos ap0os
exercicio exaustivo agudo. a= diferenca significativa do momento basal, S= diferencga

significativa do grupo WT Salina;

5.6. Ensaio de Lipdlise

N&o houve diferencas nas concentracdes de glicerol tanto no tecido adiposo
mesentérico quanto retroperitoneal dos animais TLR-4 KO (p=0.62, Figura 9). Ja em
relagdo ao grupo WT, ndo houve diferencas significativas no retroperitoenal (p=0,20). No
entanto, a taxa de lipdlise maxima (Iso) aumentou no depdsito mesentérico quando

comparado com as concentracfes basais (p=0.038, n2=0,30).
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Figura 9. Ensaio de lipolise basal. Glicerol liberado no ensaio de lipdlise nos depdsitos
mesentérico e retroperitoneal do tecido adiposo na auséncia e presenca de 10 ul de
isoproterenol (Iso) dos animais WT e TLR-4 nocaute (n=6 a 9 por gene). Os parametros
foram normalizados pelo peso do tecido dos animais. Valores expressos em média *

desvio padréo. a= diferenca significativa do momento basal.

5.7. Concentrac6es de Citocinas

No tecido adiposo Retroperitoneal, observou-se efeito da linhagem sobre as
concentracdes de TNF-o com valores imediatamente pos-exercicio menores no grupo TLR-
4 (Salina: 319.1 + 74.11; TLR-4: 104 + 11.4 pg/ug de proteina, p=0.027; n2=0,112). N&o
houve diferencas entre a linhagem ou tempo dos animais nas dosagens de TNF-a no tecido
adiposo Mesenterico (p=0.48; n2=0.087, Figura 10).

Para IL-10 mensurada no tecido adiposo Mesentérico houve apenas efeito da linhagem
(p=0.001; n2=0. 354), sendo que o grupo TLR-4 apresentou menores valores nos momentos
imediatamente pos-exercicio (44.90 £ 86.40 pg/ug de proteina) quando comparado com o
grupo Salina (513.01 + 1.48 pg/ug de proteina) assim como nos momentos 2h e 6h pos-
exercicio (p=0.002). No tecido adiposo Retroperitoneal houve apenas diferenca entre os

grupos Salina e TLR-4 no momento 2h pds-exercicio (523.86 + 102.79 e 62.33 + 20.73
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pg/ug de proteina respectivamente p=0.002; n2=0.213). Além disso, devido ao nimero de
amostras ser pequeno, nao observamos diferengas nas dosagens de IL-6 no tecido adiposo

mesentérico, (p=0.101; n2=0.116) e retroperitoneal (p=0.09; n2=0.108).
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Figura 10. Efeito da delecdo do TLR-4 sobre as concentracdes de citocinas TNF-a e 1L-10
de animais Wild Type e TLR-4 knockout ap6s exercicio exaustivo agudo. a= diferenca
significativa do momento basal; b= diferenca significativa do momento imediatamente ap0s
o0 exercicio; S= diferenca significativa do grupo WT Salina; T= diferenca significativa do
grupo TLR-4.



6. DISCUSSAO

A presente tese de doutoramento buscou explorar com maior detalhamento a possivel
participacao da resposta inflamatoria, em especial, o papel do TLR-4 no processo de lipolise
nos depositos de tecido adiposo de animais submetidos a sessdo de exercicio exaustivo
(apresentado na Figura 12) uma vez que a intensidade do exercicio estd diretamente
relacionada a eficiéncia energética. A regulacdo metabdlica é extremamente refinada e
complexa. A concentracdo de glicose no sangue € mantida em concentracdo constantes em
condi¢es basais, porém em condic¢des de baixo fluxo glicolitico, o glicogénio é uma forma
de reserva de glicose capaz de ser mobilizada rapidamente.

O sistema aerdbico requer oxigénio para quebrar a glicose a piruvato e a subsequente
degradacéo a CO2 e H20 por meio do ciclo do &cido tricarboxilico e do sistema de transporte
de elétrons. Porém, quando o suprimento de oxigénio ndo é suficiente para a demanda
energeética do exercicio exaustivo e/ou maior que a capacidade do sistema aerdbico para
promover ATP ocorre uma resposta integrada do sistema anaerdébico - gerando ATP pela
hidrolise de glicose (glicolise) ou do glicogénio (glicogenolise) (Freitas e Marangon, 2004).

Assim, o figado responde diretamente a alteragdes nas concentracdes de glicose e tem
uma importante participacdo na prevencdo de hipoglicemia durante periodos de exercicio
intenso através da captacdo de lactato e sua conversédo para glicose livre que sera transportada
pela corrente sanguinea para os tecidos extra-hepaticos (Brooks et al., 1999). Além disso, o
aumento das concentracbes de lactato sanguineo desempenha um papel central na

manutenc¢do da glicemia durante o exercicio.
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Figura 11. Figura esquematica das diferentes vias com participacdo na lipolise durante o
exercicio exaustivo. 1- Inicialmente a ativacdo classica dos receptores beta-adrenérgico
estimulada pelo aumento das concentracdes de catecolaminas durante o exercicio culminara
na ativagdo da adenilato ciclase que catalisa a converséo de adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina monofosfato ciclica (AMPCc), que serve como um segundo mensageiro para ativar
a proteina quinase A (PKA) que consequentemente fosforila HSL e perilipinas. A
fosforilagdo da perilipina pela proteina quinase A permite que o HSL ganhe acesso aos
triglicerideos intracelulares e o estimulo para a lipélise em acidos graxos (AGL); 2- Além da

via classica, ha o aumento na producdo citocinas inflamatorias produzidas no madsculo

esquelético e no tecido adiposo em resposta ao exercicio intenso e de longo prazo. Quando
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ligadas aos seus receptores, a Interleucina 6 (IL-6) liberada também por mondcitos,
macrofagos, células endoteliais, celulas epiteliais, células musculares esqueléticas e dos
adipocitos, pode ativar a glicogenolise hepética e a lipolise no tecido adiposo, via ativagao
da proteina quinase dependente de AMP. Concomitantemente, além de atuar na lipolise, o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) é capaz de atenuar a sensibilidade a insulina
acarretando na inibicdo das vias de anabolismo no tecido adiposo, uma vez que a lip6lise é
sensivel as mudancas na concentracdo plasmatica de insulina (a maior parte da acdo anti-
lipolitica da insulina tem sido atribuida ao estimulo da atividade da fosfodiesterase-3 celular,
que degrada o AMPc, que reduziria assim a cascata de sinaliza¢do responsavel pela ativagdo
da lipase hormonio sensivel - HSL); 3- Adicionalmente, ha o aumento de LPS que sera
reconhecido pelo TLR-4 presente na superficie celular em conjunto com co-receptores, e
regula a producdo de citocinas inflamatorias e a ativacao do sistema imune inato através da
sinalizacdo das vias inflamatérias fator nuclear kappa B (NF-xB), induzindo também a
liberacdo de mediadores inflamatdrios. Portanto, essas trés condi¢fes promoveriam um
aumento na disponibilidade de AGL que serao transportadas pela proteina ligantes de acidos
graxos de adipdcitos (FABP), localizadas no citosol da célula adiposa, para a corrente
sanguinea onde se ligam a albumina e serdo direcionados para outros tecidos. Porém, no
periodo de recuperacdo, esses estimulos lipoliticos retornam aos seus valores basais e
observa-se um aumento na liberacdo de citocinas anti-inflamat6rias como IL-10 e IL-1ra,
bem como o redirecionamento dos substratos energéticos para a reposicdo dos estoques
intramusculares depletados. Acetil-CoA= acetilcoenzima A, DG= diacilglicerol, IL-6, MG=
monoacilglicerol, MGL= lipase de monoglicerideos, TAG= triacilglicerol. llustracdo criada

no BioRender.
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Travassos et al. (2018) reportaram uma correlacdo entre hiperlactatemia e
hipoglicemia com o tempo até exaustdo apos exercicio de natacdo extenuante. Sabe-se que
as mitocéndrias do musculo esquelético podem oxidar o lactato enddgeno pela acdo da
enzima LDH, que facilita a oxidacao do lactato para o piruvato (Brooks et al., 1999) utilizado
no ciclo do acido tricarboxilico e cadeia de transporte de elétrons. Apesar de ndo observamos
diferencas significativas nas concentraces de lactato imediatamente ap6s o exercicio, as
concentracdes de glicose se mantiveram constantes. Paralelamente, sugere-se que durante o
exercicio aerdbico exaustivo, o grupo TLR-4 nocaute intensificou os processos de
glicogendlise hepatica para que a glicose fosse liberada para a corrente sanguinea a fim de
manter as concentracfes glicémicas para manutencdo da atividade contratil da musculatura
esqueletica e prevenir a hipoglicemia.

Interessantemente, Silveira et al. (2017) demostrou que camundongos PPARa”
também apresentaram melhor desempenho durante o teste de velocidade maxima (5 min de
aquecimento com incremento de 3m/minuto até a exaustdo) e atingiram maior velocidade
méaxima média quando comparado com 0s animais WT.

Uma vez que a sinalizacdo adrenérgica, mediada principalmente por adrenalina,
estimula a lipdlise no tecido adiposo, a maior disponibilidade de AGL durante o exercicio
sdo uma fonte essencial de substrato energético (Stallknecht et al., 2001) e auxilia a conservar
as reservas de glicogénio relativamente limitadas da musculatura esquelética. Porém,
observamos uma captacdo significativa e continua das reservas do conteddo de TAG
intramuscular apds o exercicio exaustivo no grupo TLR-4. Apds o exercicio, 0 aumento da
relagdo de ADP:ATP estimula o metabolismo de substratos mediada por AMP-activated
protein kinase complex a2 (AMPK a2) que cria um aumento na oxidacéo de acidos graxos

no musculo durante o periodo de recuperacdo mediada por piruvato desidrogenase quinase
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isoforma 4 (PDK4) para inibicdo do complexo pyruvate dehydrogenase (PDH) mitocondrial
e, consequentemente direcionando a glicose para a sintese de glicogénio (Fritzen et al., 2015).
Porém essa resposta aparenta estar prejudicada no grupo TLR-4 e, observado pelo
decaimento continuo do TAG intramuscular, sugerindo uma lipdlise continua nesse grupo
até 6h pos-exercicio (observada também pelas concentracGes elevadas de AGL plasmatico
até 6h ap0s o exercicio).

Similarmente, Frisard et al. (2009) observaram que o estimulo de LPS em
camundongos com perda da funcdo TLR-4 apresentaram diminuicdo da capacidade de
oxidacdo de &cidos graxos como substrato energético sugerindo que, mediada pela
endotoxina, o0 TLR-4 seria um modulador do metabolismo energético. Portanto, os autores
propdem que a ativacdo de TLR-4 resulta na mudanga de utilizacdo do substrato no musculo
esquelético, favorecendo a glicose como fonte de energia ao invés da oxidacao de AGL.

Sabe-se que a ineficiéncia em metabolizar AG pode levar a uma sobrecarga das
concentracdes de lipidios circulantes, aumentando a disponibilidade de TAG para serem
captados diretamente pelo musculo esquelético e células hepaticas, promovendo acumulo
ectopico anormal (lipotoxicidade) (Guilherme et al, 2008). Estudos sugerem que a ativagado
do TLR-4 acompanhada pelo aumento de acidos graxos saturados circulante pode favorecer
quadro de desregulacdo do metabolismo e a ativacdo do estado pro-inflamatdrio persistente,
como observado na obesidade e resisténcia a insulina (Shi et al., 2006; Radin et al., 2008).

Em paralelo a isso, a literatura demonstrou que o tecido adiposo subcutaneo
(localizado na regido abdominal, glutea e femoral) € menos responsivo as acgdes lipoliticas
das catecolaminas e expressam mais receptors a2-adrenérgicos do que B-adrenérgicos
comparado com o tecido adiposo visceral (Lafontan & Berlan, 2003). Essa heterogeneidade

da distribuicdo do tecido adiposo em relacéo a resposta de catecolaminas poderia alterar a
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utilizacdo de AG e glicose pelo musculo esquelético, bem como e a liberagédo de citocinas.

Deve-se destacar que a ampla disponibilidade de AGL observada no grupo TLR-4
ndo poderia ser suportada apenas pela lipdlise do tecido adiposo (RPAT e MEAT), visto que
ndo observamos aumento nas concentracdes de glicerol livre na presenca de estimulo externo.
A futura verificacdo da expressdo génica das principais lipases faz-se necessaria para
justificar a origem desse substrato.

Radin et al (2008) demonstraram que a delecdo do TLR-4 no musculo esquelético de
camundongos C57BL/6 confere parcial protecdo contra resisténcia a insulina decorrente de
infusdo de acido graxo saturado. Um dos mecanismos propostos pelo qual o TLR-4
contribuiria para inflamacéo, resisténcia a insulina e obesidade seria pela transcricdo de
citocinas pré-inflamatorias dependentes em parte da ativacéo do fator nuclear NF-kB.

Zbinden-Foncea et al., (2012), apds duas sessdes de corrida a 70%Vmax por 60 min,
separadas por 30 min (protocolo ja descrito por aumentar a lipdlise), observou que animais
WT apresentaram elevacdo na fosforilagdo de mitogen-activated protein kinase (p38
MAPK), cJun- NH2-terminal kinase (JNK) nos musculos tibial anterior e sleo, mas ndo em
animais TLR-2 e TLR-4 nocautes. Assim, 0s autores propdem que o TLR seria um mediador
na relacdo do o aumento nas concentragdes de AGL e ativacdo da via p38 MAPK e JNK,
uma vez que esse protocolo ndo induziu alteracdes na fosforilacdo de inibidor kappa B o/f
(IxB), inibidor da via NF-xB.

Estudo recente de Lancaster et al., (2018) demonstrou que &cidos graxos de cadeia
longa (Palmitato) podem néo ser ligantes do receptor de TLR-4, mas a inflamacéo induzida
pelos &cidos graxos € dependente de TLR-4 via sinalizacdo de NF-xB, JNK e IRFS3,
principalmente pela incorporacdo destes acidos graxos na composicdo da bicamada lipidica,

potencializando a ligacdo do LPS ao TLR-4. Os autores sugerem ainda que a ativacao dessa
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via inflamatdria resultaria na polarizacédo da via classica dos macréfagos (pré-inflamatoria)
dando inicio a inflamacéo do tecido adiposo e disfun¢des metabdlicas.

A dindmica de mobilizac&o e captacdo de substratos energéticos durante a sesséo de
exercicio fisico, principalmente de carater exaustivo, € fundamental para manutencdo da
atividade contréatil. Classicamente os hormdnios contrarreguladores, como catecolaminas e
glicocorticoides, sdo determinantes para potencializar a mobilizagdo dos estoques de
glicogénio hepatico e acidos graxos do tecido adiposo. No entanto, estudos conduzidos pelo
Prof. José Cesar Rosa-Neto (2009a; 2009b) evidenciaram a participagdo também das
citocinas como moléculas imunorreguladoras com efeitos sinérgicos ao de horménios
contrarreguladores nos processos de mobilizacdo de substratos energeéticos (principalmente
no tecido adiposo branco).

Portanto, destaca-se que além das alteracGes metabdlicas, o exercicio fisico também
promove o aumento dos marcadores inflamatorios e citocinas - produzidas e liberadas,
principalmente, pelas células do sistema imune (visando o influxo de linfocitos, neutrofilos,
monocitos e demais células), pela musculatura ativa, tecido adiposo e algumas células
endoteliais - para o foco da inflamagéo tecidual modulando, dessa forma, a magnitude da
resposta inflamatoria, uma vez que essas alteragdes sdo dependentes das varidveis inerentes
ao exercicio fisico como volume e intensidade (Pedersen, 2009). Essa resposta inflamatoria
aguda é essencial para a protecdo do tecido, remodelamento da matriz extracelular, bem como
a angiogénese e adipogénese, facilitando assim o retorno a homeostase e, consequentemente,
permitindo que a inflamacéo alcance a resolucdo ao invés de se tornar crénica (Wernstedt et
al., 2014).

Sabe-se que 0 aumento crénico das concentracdes de TNF-o acarreta em perturbacdes

metabolicas e induz a fosforilagdo de IRS-1 e IRS-2 em residuos de serina e treonina
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causando prejuizo na sinalizacdo da insulina, tanto em adipdcitos como em midcitos,
diminuicdo da atividade da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e da translocacdo do
transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana (Hotamisligil, 1996; Frisard et al. 2009;
Pedersen, 2009). Porém, diferente da inflamacéo cronica, a ativacdo sistémica aguda de TNF-
a auxilia na regulacdo dos processos metabolicos durante o exercicio ao induzir a ativacao
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e o ndcleo simpatico, resultando na elevacdo das
concentracdes de cortisol (em humanos) e a corticosterona (em ratos), e catecolaminas no
plasma; estimula a disponibilidade de acidos graxos livres via mecanismo dependente da
HSL; modifica o padrdo de PERI no tecido adiposo; e estimula a diminui¢do da expresséo da
enzima lipase de lipoproteina (LPL) (Cawthorn et al., 2008; Yang et al., 2011).

Ademais, Fried et al. (1998) observaram que a cultura de células de tecido adiposo do
depésito visceral produz aproximadamente 3 vezes mais IL-6 do que as culturas do depdsito
subcutaneo. A IL-6 exerce fungdes pleiotropicas no sistema imune, estimulando a sintese de
citocinas anti-inflamatdrias, como antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1ra), IL-10 e
receptor de TNF soltvel. Classicamente, a IL-10 exerce regulacdo da transcricdo génica e
sintese de citocinas pré-inflamatoria, bloqueando um possivel estado inflamatorio persistente
(Wang et al, 1994).

No presente estudo observamos que o grupo TLR-4 nocaute tem o efeito anti-
inflamatorio do exercicio decorrente da liberacdo de IL-10 alterado, portanto a delecdo do
TLR-4 aparentemente apresenta prejuizos na sintese e liberacdo de I1L-10 pelo tecido adiposo
quando comparado com o grupo WT, sugerindo assim que o TLR-4 pode ter um papel

importante na resposta inflamatoria decorrente do exercicio fisico.

Limitacdes
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Os dltimos meses tém sido uma resposta a uma crise global sem precedentes, e devido
ao Corona Virus Disease (COVID-19) e em apoio aos protocolos de distanciamento fisico,
0 ICB-USP implementou medidas de quarentena, os trabalhos passaram a ser remotos, houve
uma transicdo do ensino presencial para ensino online, e as pesquisas presenciais na
instituigdo foram canceladas.

Apesar de ter ficado fechado na maior parte do ano, no més de junho/2021 foi realizado
um plano de seguranca alinhado com as diretrizes de salde e seguranca para reduzir o risco
de transmissdo COVID-19 e foi permitido o meu retorno a algumas atividades dentro do
Laboratorio de Imunometabolismo - ICB/USP, seguindo as recomendacdes que incluem: a)
autoavaliar-se diariamente para sintomas de COVID-19; b) ficar em quarentena se estiver
doente ou com sintomas por 14 dias; c) distanciamento social e revezamento de acordo com
a 0 numero de alunos permitidos nas instalacGes; d) uso de duas méascaras sobrepostas.

Durante esse periodo foi posssivel iniciar algumas analises que ainda estdo em
andamento e analise que, com as restricdes de acesso explanadas e dependermos de outros
laboratdrios auxiliares para a realizacdo das mesmas, deverdo ser finalizadas em poucos
meses, quais sejam:

- Quantificacdo da expressdo dos genes do tecido adiposo RPAT e MEAT das lipases (ATGL
e HSL), PKA, bem como a cascata de sinalizacdo via TLR-4 (TLR-4, MYD88, TRAF-6)

pelo protocolo de RT-PCR,;
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7. CONCLUSAO

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

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

A fim de verificar a hipdtese de que a inibicdo dos receptores beta-adrenérgicos
culminaria na maior liberag&o de citocinas pro-inflamatdria e atuaria diretamente no aumento
da lipolise do tecido adiposo independente da via classica, foi realizado o tratamento com
bloqueadores beta-adrenérgicos nao seletivos (B1 e 2) ndo especifico - grupo Propranolol -
que ttm como mecanismo a inibi¢do por competicdo desses receptores exercendo efeitos no
sistema cardiovascular, inibindo as respostas cronotropicas (ritmo cardiaco), inotropicas
(débito cardiaco) e vasoconstritoras das catecolaminas bem como diminuicdo da

glicogendlise e neoglicogénese.

Tabela 2. Parametros de composicéo corporal e de desempenho no exercicio exaustivo do

grupo Propranolol.

Variaveis Wild Type
Salina

Peso corporal (g) 23,45+ 0,30
indice de adiposidade (%) 1,78 £0,05°
Subcutaneo (g) 0,155 + 0,006
Retroperitoneal (g) 0,038 + 0,001
Epididimal (g) 0,221 + 0,007
Mesentérico (g) 0,093 + 0,006
Vmax (M/min) 24,76 +0,67°
Distancia total (m) 821,00 + 19,83"

Valores expressos em médiatdesvio padrdo. Vmax=
velocidade maxima. Teste ANOVA One-way com

nivel de significancia de p<0,05. b= diferenca
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significativa do grupo TLR-4 KO.

Resultados

A Figura 12 apresenta as dosagens referentes ao perfil metabolico do grupo
Propranolol. Foi observada diferencas significativas na glicose sérica entre 0s grupos
Propranolol e TLR-4 2h pos-exercicio (Propranolol: 135.1 + 8.2; TLR-4: 174.22 + 10.6
mg/dL, p=0.007, n2=0.126). Houve efeito para o momento de mensuracdo no grupo
Propranolol (p=0.025; n2= 0.135), sendo que 2h e 6h pods-exercicio apresentaram perda
ponderal e niveis menores do que imediatamente pos-exercicio (Oh: 165.46 = 0.42; 6h:

134.20 + 0.34 mg/dL).

Observou-se ainda que o grupo Propranolol apresentou menor concentracao de lactato
do que os grupos WT Salina e TLR-4 KO no momento basal (Salina: 4.33 + 0.41;
Propranolol: 2.56 = 0.34; TLR: 5.41 = 0.00 mmol/L, p=0.031, 12=0.156), bem como
diferencas significativas para os momentos Oh e 6h (de 4.62 £ 0.42 para 3.99 + 0.35 mmol/L

respectivamente, p=0.038, n2=0.166).

O grupo Propranolol apresentou menores concentracdes de TAG 6h pds-exercicio
quando comparado com a condi¢do basal, Oh e 2h (p=0.0001, 2=0.165), além disso foi
significativamente diferente do grupo TLR-4 no momento 6h pds-exercicio (p=0.039,

n2=0.148).

Quando avaliado a enzima lactato desidrogenase, foi observado efeito do tempo
apenas no grupo Propranolol, com queda no momento 6h quando comparado com o basal e

Oh (basal: 920.03 + 87.27, Oh: 949.63 + 87.27, 6h: 525.92 + 87.27 U/L, p=0.035; n2=0.188).

Adicionalmente, o grupo Propranolol apresentou valores menores (71%) de
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glicogénio muscular que o grupo Salina (Salina: 2.81 + 0.15; Propranolol: 2.01 £ 0.17; TLR-

4:2.17 + 0.21 mg/g de tecido, p=0.043; n2=0,186) indicando uma maior mobilizagdo de

glicogénio muscular desse grupo.
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Figura 12. Concentragdes sanguineas de lactato, glicose, triacilglicerol, &cidos graxos livres,
glicogénnio hepético e conteldo de TAG intramuscular de animais Wild Type tratados ou

ndo com beta-bloqueador adrenérgico (10mg/kg de peso de Propranolol) apos exercicio

exaustivo agudo.

Referente ao perfil inflamatorio, observou-se elevacgdes nas concentra¢oes de TNF-a
imediatamente pds-exercicio no grupo Propranolol (p=0.038; n2=0.128) quando comparado

com o repouso (147.13 + 38.86 pg/ug de proteina) e os demais time-point.
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Figura 13. Concentragdes de citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 de animais Wild Type tratados
ou nao com beta-bloqueador adrenérgico (10mg/kg de peso de Propranolol) apds exercicio

exaustivo agudo.

Concluséao

Na presente tese, buscamos elucidar o processo de lipolise durante sessdo de exercicio
aerdbio. Para melhor rastreamento deste processo, adotamos o tratamento farmacoldgico nos
animais selvagens com intuito de bloquear a resposta adrenérgica. Sabe-se que o propranolol

inibe a resposta simpatica dos estimulos adrenérgicos bloqueando competitivamente 0s



receptores f-adrenérgicos no miocardio e no musculo liso bronquico e vascular - acarretando
na diminuicdo da frequéncia cardiaca, contratilidade miocérdica e débito cardiaco, bem como

aumenta o tempo de ejecdo sistolica e o volume cardiaco (Al-Majed et al, 2017).

Foi hipotetizado que o betablogueio com propranolol reduziria a demanda metabdlica
obrigando o animal a realizar alteracfes compensatorias, como uma maior producdo e
liberacdo de citocinas, porém esse fato sé foi observado nas concentracdes de TNF-a no

tecido adiposo retroperitoneal imediatamente apds o exercicio (grupo Propranolol).

Devido as nossas limitacdes na reproducdo deste animal em biotério, ndo foi possivel
coletar amostras do grupo TLR-4 nocaute com tratamento agudo de Propranolol a fim de

verificar e comparar as respostas inflamatorias.
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