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RESUMO

Silveira, L. S. Avaliacdo da resposta imuno-metabdlica em macrofagos peritoneais
de camundongos obesos: papel do exercicio fisico e do PPAR-y. 2018.147 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias da Motricidade) — Universidade do Estado de S&o Paulo
UNESP. Presidente Prudente,2018

O treinamento fisico aerdbio € considerado uma terapia para doengas
inflamatorias crénicas de baixo grau devido sua resposta anti-inflamatéria mediada por
celulas do sistema imunoldgico. O receptor ativado por proliferador de peroxissomo
gama (PPAR-y) é capaz de regular a polarizacdo M1 (carater pré-inflamatorio) e M2
(carater anti-inflamatorio), assim como a resposta imunometabdlica dos macrofagos.
Desta maneira, propusermos na presente tese verificar se a delecdo condicional do
PPAR-y em macrofagos teria algum efeito sobre o papel anti-inflamatério do exercicio
aerobio moderado. Para testar nossa hipotese, foram utilizadas duas linhagens de
animais: PPAR-y LyzCre** (KO) e animais controle da mesma ninhada (WT). Cada
gendtipo foi dividido em 1) dieta controle sedentario; 2) dieta controle e treinamento
moderado; 3) dieta hiperlipidica sedentario (HF) e 4) dieta hiperlipidica e treinamento
moderado (HFT). O protocolo experimental teve duracdo de doze semanas, sendo
quatro semanas apenas de dieta e oito semanas de dieta e exercicio. Foram avaliados o
perfil metabolico dos animais e o perfil inflamatério de macrofagos peritoneais e do
tecido adiposo subcutaneo (TAS). A delecdo do PPAR-y ndo afetou a composicdo
corporal ou o0 desempenho no teste fisico em animais alimentados com dieta controle,
no entanto o treinamento ndo apenas proporcionou melhoras metabolicas mas também
na resposta imune de animais nocaute. A inducdo da obesidade promoveu hipertrofia no
TAS de animais KO, no entanto o perfil inflamatério ndo foi exacerbado. Macréfagos
peritoneais de animais KO exibiram acentuado ambiente inflamatorio ap6s estimulo
com LPS. A adocdo do programa de treinamento fisico aerébio moderado protegeu
ambos 0s genotipos do ganho de peso, reduziu a ingestdo caldrica e a hipertrofia do
TAS de animais KO. O treinamento fisico modulou a producdo de citocinas em
macrofagos peritoneais, embora a polarizacdo M2 tenha exibido atenuacdo na auséncia
de PPAR-y. Tomados em conjunto, nossos achados demonstram importante papel
modulador do fator de transcricdo PPAR-y em marcadores M2 de macrofagos, porém
sua delecdo nao impediu os efeitos anti-inflamatérios mediados pelo exercicio fisico.

Palavras-chave: exercicio fisico moderado; sistema imunolégico; 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-y. 2018.147 f. PhD
thesis (Movement Science) - Sdo 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-y) 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-y 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-y 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-y 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-y. In summary, our findings demonstrate an important
modulatory role of the transcription factor PPAR-y 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. INTRODUCAO

O sedentarismo € considerado importante fator de risco para o
desenvolvimento de doencas inflamatdrio cronicas de baixo grau, como o diabetes
mellitus do tipo 2, obesidade, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns
tipos de cancer [Pedersen, 2009 #1]. Esse fator de risco esta associado ao aumento da
adiposidade, principalmente visceral, apontada como elo com o desenvolvimento dessas
doencas. Desde a década de 90, ja incitavam a presenca de citocinas pré-inflamatérias,
como o caso do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em células do tecido adiposo, e
sua participacdo no processo de resisténcia a insulina, causado pela deficiéncia na sua
sinalizacdo, especialmente no receptor IRS-1, e no seu transportador GLUT-4
(HOTAMISLIGIL ET AL., 1994).

Em resposta a este estimulo inflamatoério, o sistema imunologico inato, com
funcdo de combate a agentes estressores (bactéria, virus, etc.), também pode promover
respostas a estes estimulos enddgenos, geradas por uma combinacdo de sinais
inflamatdrios sistémicos ou por respostas especificas do tecido ao excesso de nutrientes
(LUMENG, 2013; LEe & LEE, 2014). Os macréfagos, células imunocompetentes que
fazem parte do sistema inato de defesa, possuem uma subpopulacédo localizada no tecido
adiposo, mesmo em situacbes de auséncia da inflamacdo. No entanto, como
consequéncia de sinais inflamatérios e metabdlicos, ocorre aumento no ndmero de
macrofagos infiltrados no tecido adiposo (GORDON & TAYLOR, 2005). Em estado de
quebra da homeostase causada por um ambiente inflamatorio, por exemplo, podem
ocorrer alteragdes fenotipicas desses macrofagos, que deixam de apresentar
caracteristicas anti-inflamatérias como as apresentadas no tecido adiposo de sujeitos
eutroficos, tornando-se pro-inflamatérios (LUMENG ET AL., 2007a; RIGAMONTI ET AL.,

2008; LEE & LEE, 2014).



18

A capacidade de mudanca no fenotipo de macrofagos do tipo 1 (classico) para
o tipo 2 (alternativo) esta relacionada a atividade da familia de receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) (ODEGAARD ET AL., 2007), acreditando-
se também ser um dos responsaveis pela resisténcia a insulina sistémica em obesos via
proteina quimioatraente de mondcitos do tipo 1 (MCP-1) (KAMEI ET AL., 2006). No que
diz respeito a alteracbes metabolicas, sabe-se que a polarizacdo de macréfagos M1 esta
relacionada ao aumento no metabolismo glicolitico devido a necessidade de consumo
energético imediato (BISWAS & MANTOVANI, 2012), e diminuicdo da oxidacdo de
acidos graxos (ODEGAARD & CHAWLA, 2011).

Em 2010, Kawanishi e colaboradores demonstraram que animais obesos
treinados exibiram capacidade de alterar o fen6tipo de macréfagos do tecido adiposo de
M1 para M2 (KAWANISHI ET AL., 2010). Os efeitos benéficos do treinamento aerdbio
moderado (~65-70% VO,max) sobre a prevencdo ou tratamento da inflamacéo crénica
de baixo grau, sdo promissores (PETERSEN & PEDERSEN, 2005, Lira, 2010 #15; LIRA ET
AL., 2012), no entanto, os mecanismos moleculares pelo quais o treinamento fisico
aerobio moderado é capaz de induzir reducdo da resposta inflamatoria cronica séo
incipientes.

H& indicios que mostram o papel fundamental do PPAR-y como importante
regulador dessa resposta anti-inflamatoria, nos macréfagos, assim como a relevancia
desse tipo celular na manutencgdo do grau de inflamagdo em doencgas metabdlicas como

a obesidade e o diabetes tipo 2 (T2D).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Conclusao 1. Com base nos dados aqui apresentados, sugere-se que a delecéo do
PPAR-y em macrofagos ndo afetou a composicdo corporal ou o desempenho fisico em
animais alimentados com dieta controle, no entanto o treinamento ndo apenas

proporcionou melhoras metabdlicas mas também na resposta imune de animais nocaute.

Concluséo 2. A inducdo da obesidade gerou uma maior hipertrofia em TAS de
animais KO, contudo a inflamagdo nesse tecido ndo foi exacerbada. J& macrofagos
peritoneais de animais KO HF mostraram-se mais susceptiveis ao estado inflamatorio

apos estimulo com LPS.

Conclusdo 3. E por fim o treino aerébio moderado protegeu ambos 0s genétipos
do ganho de peso, além de reduzir a ingestdo calorica e a hipertrofia do TAS de animais
KO. Além disso, parecer haver diferentes respostas na polarizacdo de macrdfagos de
acordo com o ambiente (peritbnio ou TA) em que se encontram. O exercicio ainda foi
capaz de sustentar seu perfil anti-inflamatério em macrdfagos peritoneais com
polarizacdo M2 prejudicada pela auséncia de PPAR-y via reducéo na expressdo do gene

TLR-4

Conclusdo geral. A delecdo do PPAR-y em macréfagos de animais obesos
reduziu marcadores M2 sem impedir o efeito anti-inflamatério na producdo de citocinas
mediado pelo exercicio fisico. Este efeito foi mantido possivelmente via reducdo na

expressao de TLR-4 nos macrofagos.
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