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RESUMO

Objetivo: Investigar o papel do treinamento fisico (TF) em regular os processos
inflamatoério, de estresse de reticulo endoplasmatico e principalmente de apoptose em
neurdnios hipotalamicos responsaveis pelo controle da fome em camundongos obesos
induzidos por dieta rica em gordura. Metodologia: Quarenta e cinco camundongos Swiss
foram distribuidos em 3 grupos com 15 animais em cada (n=15): Controle - animais
sedentarios, alimentados com dieta padrao por 16 semanas; Obeso - animais sedentarios,
que receberam dieta hiperlipidica (DHL) por 8 semanas (OB); Obeso Treinado (OBT) -
animais alimentados com DHL por 8 semanas e, concomitantemente, foram submetidos
a um protocolo de TF. No inicio e ao final do experimento foram realizadas avaliagdes
morfofisioldgicas, moleculares e de ingestdo alimentar nos animais. O protocolo de TF
consistiu em corrida em esteira por 1h, 5 dias/semana, durante 8 semanas, a 60% da Pmax
dos animais. Vinte e quatro horas apds a tltima sessdo do TF extraiu-se os hipotalamos
dos animais para as analises do conteudo, fosforilagdo e/ou associagdo das proteinas
JAK2, STAT3, TNF-a, IL-6, IL-1B, JNK, IKK, TLR4 ¢ MyDD8S, Bcl-2, Bax, Casp9,
Casp8, FADD, APAF1, PERK, elF2a, NPY e POMC por imunoblot, imunoprecipitagdo
e/ou PCR-RT. Para avaliar apoptose, aplicou-se a técnica de TUNEL. A ativagdo de
macrofagos foi analisada pela marcagdo com F4/80. Resultados: A DHL foi capaz de
aumentar a massa corporal total, o indice de Lee, a glicemia e os niveis de colesterol total
e LDL nos animais obesos se comparado aos animais controles. Ao contrario, o TF foi
capaz de atenuar estes parametros. O TF aumentou a fosforilagdo das proteinas da via de
sinalizacdo da leptina (p-JAK2/p-STAT3) em neurdnios hipotaldmicos dos camundongos
obesos quando comparados a seus pares ndo exercitados. Tais resultados foram
acompanhados por menor conteido de TNF-a, IL-6, IL-1B ¢ TLR4 e reducdo da
fosforilagdo da JNK e IKK nos animais obesos treinados, se comparado aos animais
obesos que permaneceram sedentarios no mesmo periodo. Na mesma dire¢do, pode-se
observar maior ativagdo de macrdéfagos, provenientes da marcagdo com F4/80, nos
animais obesos sedentarios em relagao aos obesos exercitados. Também se observou
elevada fosforilacdo de elF2a e PERK nos animais obesos sedentérios, sendo que o TF
atenuou este aspecto. Além disto, o grupo obeso apresentou aumento na expressao das
proteinas pro-apoptoticas, BAX e PARPI1, e maiores associacdes das proteinas

APAF1/Casp9 e FADD/Casp8 e reducao na expressao da proteina anti-apoptotica Bel-2



se comparado aos animais obesos exercitados. Ademais, os dados obtidos por meio da
técnica de TUNEL, confirmaram o processo de apoptose de neurdnios hipotalamicos nos
animais obesos sedentarios. Por outro lado, o TF foi capaz de prevenir a fragmentacao do
DNA e aumentar o conteudo de Bcl-2 nos animais treinados. Por fim, observou-se que o
TF preveniu a diminui¢do da expressao do RNAm de POMC, o que explica o fenomeno
da reducdo de ingestao alimentar por estes animais ao compara-los aos seus pares obesos
sedentarios. Conclusdes: O TF pode reorganizar o controle do balango energético através
de respostas anti-inflamatérias e anti-apoptoticas em neuronios hipotalamicos

controladores da fome.

Palavras-chave: Treinamento fisico. Inflamag¢ao. Estresse de reticulo endoplasmatico.

Apoptose. Hipotalamo. Obesidade.



ABSTRACT

Objective: To investigate the role of physical training (PT) in regulating the
inflammatory processes, endoplasmic reticulum stress and especially apoptosis in
hypothalamic neurons responsible for controlling hunger in diet induce obese mice.
Methods: Forty-five Swiss mice were distributed into 3 groups of 15 animals each (n =
15): Control - sedentary animals fed a standard diet for 16 weeks; Obese - sedentary
animals that received high fat diet (HFD) for 8§ weeks (OB); Obese trained (OBT) -
animals that received HFD for 8 weeks, and concomitantly, were subjected to a PT
protocol. At the beginning and end of the experiment, morphophysiological variables,
food intake and molecular biology were evaluated. The TF protocol consisted of treadmill
running for 1 h, 5 days / week for 8 weeks, at 60% of Pmax of the animals. Twenty-four
hours after the last session of the PT, the extraction of hypothalamus was done for analysis
of the level, phosphorylation and / or association of, JAK2, STAT3, TNF-a, IL- 6, IL-1,
JNK, IKK, TLR4 and MyDDS8S8, Bcl-2, Bax, Casp9, Casp8, FADD, APAFI1, PERK,
elF2a, NPY and POMC by immunoblot, immunoprecipitation and/or RT-PCR. The
TUNEL technique was performed to evaluated apoptosis. In addition, the activation of
macrophages was analyzed by labeling with F4/80. Results: DHL was able to increase
total body weight, Lee's index, blood glucose and total cholesterol levels and LDL in
obese animals compared to the control animals. Rather, PT was able to attenuate these
aspects. PT increased phosphorylation of the proteins of leptin signaling pathway (p-
JAK2/p-STAT3) in hypothalamic neurons of obese mice compared to not exercised mice.
These findings were accompanied by lower content of TNF-a, IL-6, IL-18 and TLR4 and
reduced phosphorylation of JNK and IKK trained in the obese animals compared to the
obese animals which have remained inactive during the same period. In the same way, it
can be observed more macrophage activation in the inactive obese animals than obese
exercised by marking with F4/80. It was also observed high phosphorylation of PERK
and elF2a in obese sedentary animals, and PT attenuated this aspect. Moreover, the obese
group showed increased expression of pro-apoptotic protein BAX and PARP1, increased
associations of APAF1/Casp9 and FADD/Casp8 proteins, and decreased expression of
the anti-apoptotic Bcl-2 compared to obese trained animals. Furthermore, the data
obtained through TUNEL technique confirmed the apoptosis process of hypothalamic

neurons in sedentary obese animals. PT was able to prevent DNA fragmentation and



increase the Bcl-2 levels in the obese trained animals. Finally, the PT prevented the
decrease in POMC mRNA expression, which explains the phenomenon of the reducing
of food intake in these animals when compare them to their inactive obese pairs.
Conclusions: The PT can rearrange the control of energy balance through anti-

inflammatory and anti-apoptotic neurons in hypothalamic controlling hunger.

Keywords: Physical training. Inflammation. Endoplasmic reticulum stress. Apoptosis.

Hypothalamus. Obesity.
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1. INTRODUCAO

Estudos demonstram que o consumo de dieta rica em gordura promove resisténcia
a insulina e a leptina no sistema nervoso central, suprimindo os efeitos anorexigénicos
desses hormonios no hipotdlamo (De Souza ef al., 2005; Hossain et al., 2007; Picardi et
al., 2008; Milanski et al., 2009; Van De Sande-Lee et al., 2011). Esta disfun¢do
hipotalamica aos efeitos da insulina e da leptina, por consequéncia, causa uma progressiva
perda do balango entre ingestao alimentar e termogénese, resultando em ganho excessivo
de gordura corporal. O desarranjo na funcionalidade da insulina e da leptina no
hipotdlamo tem sido atrelado a ativacdo de proteinas intracelulares de agdo pro-
inflamatorias em reposta ao consumo de dieta rica em gordura, com prejuizos moleculares
na transducao do sinal destas biomoléculas (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009).
Em especial, estdo envolvidos ao processo inflamatorio quatro mecanismos distintos,
entre eles: (1) indugdo da expressdo da proteina supressora da sinaliza¢do de citocinas
(SOCS3), (2) ativagado da c-jun N-terminal quinase (JNK), (3) ativag¢ao da Ixappa kinase
(IKK) e também (4) inducdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) (De Souza et al.,
2005; Picardi et al., 2008; Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009; Romanatto et al.,
2009; Chiarreotto-Ropelle et al., 2013).

Tais proteinas apresentam efeito negativo sobre os sinais moleculares tanto da
insulina, quanto da leptina, por mecanismos distintos, provocando prejuizo na percep¢ao
central dos estoques periféricos de energia, o que acarreta em controle precario da
ingestao alimentar e do gasto energético adequado. O consumo de alimentos ricos em
acidos graxos saturados pode também causar a ativagdo das vias de apoptose em
neurdnios do hipotalamo envolvidos na regulacdo da fome e termogénese (Moraes et al.,
2009). Essa deve ser uma das explicagdes para o fato de que muitos individuos obesos
sdo incapazes de controlar a quantidade de alimento ingerido. Em um estudo com
humanos obesos, foi observado reducao da resposta cerebral a ingestdo de glicose e
aumento de citocinas inflamatérias no liquido cefalorraquidiano (LCR), sugerindo que
prejuizos permanentes ao sinal da insulina, por exemplo, podem acontecer nesses
pacientes (Van De Sande-Lee et al., 2011). Portanto, diante da obesidade, deve-se
considerar e entender que alteracdes moleculares em neuronios do hipotdlamo ocorrem
em decorréncia do excesso de gorduras saturadas ingeridas e, sendo assim, o sucesso do
controle da ingestdo alimentar sera cada vez mais reduzido. Dessa forma, estratégias que

interrompam ou atenuem o desenvolvimento da inflamacdo e, consequentemente da
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apoptose de células neuronais hipotaldmicas se tornam essenciais a prevengao e
tratamento da obesidade. Nesse contexto, o exercicio fisico tem se mostrado importante
tanto no aumento do gasto energético, quanto na modulagao de proteinas inflamatorias de
efeito negativo sobre a via de sinaliza¢do da insulina em tecidos periféricos (Ropelle et
al., 2006; Schenk e Horowitz, 2007; Pauli ef al., 2008; Da Silva et al., 2010; Ropelle et
al.,2013). No entanto, sdo poucos os estudos que investigaram o papel do exercicio fisico
sobre a inflamacdo e apoptose de células hipotalamicas envolvidas no controle da
ingestdo alimentar e termogénese. Além disso, ainda ndo ¢ bem conhecido o papel do
exercicio fisico em ativar proteinas de efeito anti-inflamatério e anti-apoptdtico no
hipotadlamo. Tais descobertas poderdo oferecer novos conhecimentos a respeito do papel
do exercicio fisico sobre mecanismos centrais de controle da fome e permitir novas

possibilidades terapéuticas contra a obesidade.

1.1.Hipotalamo e controle da fome

Nas ultimas duas décadas houve aumento surpreendente do conhecimento
cientifico a respeito dos fendmenos que participam do controle neural da fome e da
termogénese (Cintra et al., 2007). O ponto de partida para tais avancos foi a descoberta
do hormonio leptina e posteriormente de suas a¢des no sistema nervoso central (Zhang et
al., 1994; Friedman e Halaas, 1998). A leptina ¢ produzida pelo tecido adiposo branco
em quantidade proporcional ao conteudo de massa adiposa. Os principais sitios de agdo
da leptina sdo neurdnios localizados no nucleo arqueado do hipotdlamo (Zhang et al.,
1994; Friedman e Halaas, 1998). Ao menos dois grupos distintos de neurdnios estdao
presentes no nucleo arqueado, ambos apresentando receptores para leptina. Sdo eles:
neurdnios produtores dos neurotransmissores NPY e AGRP (NPY/AGRPérgicos) que sao
orexigénicos, e neurdnios produtores dos neurotransmissores POMC e CART
(POMC/CART¢rgicos) que sao anorexigénicos (Cintra et al., 2007).

Estes neuronios além de expressarem receptores para leptina, também expressam
receptores para insulina. A insulina ¢ um hormonio secretado pela célula beta pancreatica,
com importante efeito na modulagdo hipotalamica da fome (Schwartz et al., 2000).
Pesquisas revelaram que tanto leptina, quanto insulina, mas principalmente ambos,
agindo de forma combinada t€m a capacidade de inibir neuronios NPY/AGRPérgicos e
ativar neurdnios POMC/CART¢érgicos (Schwartz et al., 2000; Carvalheira et al., 2001;
Torsoni et al., 2003).
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Na situagao de jejum ou de reducdo da massa adiposa (emagrecimento), neuronios
NPY/AGRPérgicos encontram-se ativados. Nestas circunstancias conexdes axionais
entre neurdnios do nucleo arqueado sdo projetadas para neurdnios de segunda ordem
localizados na regidao paraventricular e lateral do hipotalamo. Estas proje¢des provocam
a inibicdo da producdo de neurotransmissores anorexigénicos ¢ ativadores da
termogénese (TRH - hormonio liberador de tireotrofina) e (CRH - hormonio liberador de
corticotrofina) no nucleo paraventricular, e ativagdo da produc¢do de neurotransmissores
orexigénicos e inibidores da termogénese (orexina e MCH) no nacleo hipotalamico lateral
(Cintra et al., 2007). O resultado desta regulagdo ¢ o aumento da fome e a reducdo da
termogénese. Por outro lado, em periodos pos-prandiais, ou quando, estoques de energia
no tecido adiposo sdo satisfatorios, ha aumento dos niveis sanguineos de insulina e
leptina, o que induz inibi¢do dos neurdnios NPY/AGRPérgicos e ao estimulo dos
neurénios POMC/CART¢érgicos. O resultado ¢ a inibicdo de neurdnios do nucleo
hipotalamico lateral, produtores de orexina e MCH e estimulo de neur6nios do nucleo
paraventricular, produtores de CRH e TRH (Cintra et al., 2007).

Nesta situacdo ocorrerd saciedade, acompanhada de aumento da termogénese
(Schwartz et al., 2000; Flier, 2004). Tal compreensdo tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores a respeito de possiveis mecanismos de resisténcia hipotalamica a

sinaliza¢do da insulina e leptina como participantes da génese da obesidade (Flier, 2004).

1.2.A¢do molecular da leptina e seu cross-talk com a via da insulina no hipotalamo

Ap0s a refeicdo, hd um aumento da sintese e liberagdo de leptina. No hipotalamo,
a leptina se liga ao seu receptor ObR, uma proteina transmembrana monomeérica, que
pertence a familia dos receptores de citocinas do tipo 1. O ObR ndo apresenta atividade
enzimatica intrinseca e depende de sua associagdo com a proteina quinase JAK?2 para a
transducao do sinal da leptina. A ligagdo da citocina-receptor (leptina-ObR) promove a
associacao e fosforilagdo da JAK2, ativando-a. Por sua vez, a JAK-2 fosforila o receptor
de leptina em tirosina. Ao fosforilar em tirosinano residuo 1138, ha o recrutamento do
fator de transcricdo STAT3 para o ObR, desencadeando a fosforilacdo em tirosina do
STAT3 e sua translocagdo para o nucleo, revelando a agdo direta da leptina para a
expressao génica. A fosforilagdo da STAT3 promove acdo positiva para a transcri¢ao de
neurotransmissores anorexigenos, como a POMC. Além disso, a ativagdo da JAK2
desencadeia o recrutamento e a fosforilagdo em tirosina dos substratos do receptor de

insulina 1 e 2 (IRS1/2), promovendo a associagcdo destes com a proteina P13k, a qual se
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torna ativa, configurando em comunicagdo comum entre as vias de sinalizac¢do da leptina
e insulina (Velloso, 2006; Velloso et al., 2008). Entretanto, vale a pena ressaltar que
mesmo existindo este cross-talk entre as duas vias, apenas a via da leptina ¢ quem
consegue aumentar a transcricdo de neurotransmissores anorexigenos via ativagao da
proteina STAT-3. Deste modo, ¢ observado que a insulina desencadeia um efeito
inibitorio mais imediato sobre a fome, por atuar predominantemente sobre o ritmo de
disparos neuronais, enquanto a leptina tem um efeito mais robusto, porém mais tardio,
por controlar a transcrigdo génica (Velloso, 2006). Segue abaixo, na figura 1, um desenho
esquematico resumindo as vias moleculares de sinalizagdo da leptina e sua comunicagao

com a via da insulina no hipotalamo.

Figura 1. Esquema ilustrativo da via de sinalizacdo da leptina e seu crooss-talk com a via

da insulina no hipotalamo.

' Insulina Leptin ab
3 ObR \ e ‘l Meio extracelular

P3 Meio lmracelular

Ingestéo Ingestao
alimentar alimentar

Figura 1. Sinalizacao das vias da insulina e leptina no hipotalamo. Depois de se ligar a leptina, o
receptor de leptina (ObR) promove a atracao e associacdo da proteina JAK2. Esta, por sua vez, ¢
fosforilada em tirosina e se torna ativa. A JAK2, entdo, promove a fosforilagdo de um fator de
transcricdo chamado STAT3. Quando fosforilado, o STAT3 desencadeia sua agdo nuclear,
aumentando a transcricdo de neuropeptideos POMC, anorexigénicos, diminuindo a ingestdo
alimentar. Sabe-se também que a JAK?2 possui a capacidade de fosforilar e ativar a P13k, proteina
componente da via da insulina, ¢ assim, promover um cross-talk entre as duas vias. Ao ativar a
PI3k é desencadeado uma reagdo em cascata da via da insulina, estimulando assim a fosforilagdo
da proteina Akt. Posteriormente, quando ativada a Akt promove a fosforilagao e extrusao do fator
de transcricdo Foxol, inibindo sua acdo nuclear. A inibicdo de Foxol no ntcleo leva a uma
diminuigdo da expressao de neuropeptideos NPY, orexigénicos.
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1.3.Adiposidade e disfun¢do hipotaldmica

Estudos com modelos experimentais tém identificado que na obesidade resultante
tanto de defeitos genéticos, como camundongos ob/ob (portador de mutacao no gene da
leptina) ou db/db (portador de mutacdo no gene do receptor de insulina), quanto em
animais obesos por ingestao de dietas hipercaldricas, a agao hipotalamica da insulina e da
leptina fica consideravelmente comprometida, aumentando a ingestdo alimentar (Cintra
et al.,2007; Picardi et al., 2008; Ropelle et al., 2008; Moraes et al., 2009). Sabe-se agora
que tais disfungdes sdo provenientes da inflamacdo de baixo grau presente nos
organismos com excesso de gordura corporal. Evidéncias preliminares verificaram maior
expressdo da proteina SOCS3 em animais obesos (De Souza et al., 2005; Romanatto et
al., 2009). A SOCS3 pertence a uma familia de reguladores da acdo de citocinas. Sinais
provenientes de citocinas ou hormonios, como a propria leptina, levam ao aumento da
expressdao do gene da SOCS3. Ela atua como bloqueador fisico dos sinais gerados pelos
hormdnios, ao se ligar a sitios funcionalmente ativos dos respectivos receptores da
insulina e leptina, ou de outras proteinas, que fazem parte das vias de sinalizagdo destes
hormdnios ou citocinas. Pode-se dizer até que a SOCS3 ¢ um sinal de feedback negativo
para o sinal da Leptina, tendo em vista que a STAT3 participa da transcri¢do de SOCS3.

Algumas proteinas citoplasmaticas como os substratos do receptor de insulina
(IRS-1 e IRS-2), que participam das vias de sinalizagdo da leptina e da insulina, podem
ser ligadas a SOCS3 e assim direcionadas para a degradacdo proteossdOmica, o que
diminui a quantidade de intermediarios das vias de sinalizacdo e, portanto, reduz a
propagacao do sinal emitido, inicialmente, pela insulina. Portanto, reduzir a expressao de
SOCS3 pode ser uma medida positiva na tentativa de atenuar a resisténcia a insulina e a
leptina no hipotalamo.

A identificacdo de outros envolvidos na disfun¢do hipotalamica gerada pela
obesidade surgiu a partir de estudos nos quais a expressao génica foi avaliada por meio
de um arranjo gé€nico que investigou mais de 1000 genes no hipotdlamo de animais
expostos a dieta padrdo e dieta hiperlipidica (De Souza et al., 2005). Esta investigacdo
identificou que aproximadamente 15% dos genes avaliados tinham sua expressdo
modulada pela ingestdo de uma dieta rica em gordura. Uma parcela desses genes era
composta por reguladores ou efetores da resposta imunoldgica, entre elas uma série de
citocinas pré-inflamatorias. Este processo inflamatério tem origem logo apos algumas
semanas da oferta da dieta rica em gordura. No hipotdlamo estas citocinas com funcdo

serina quinase, sendo elas a JNK e IKK previamente apresentadas, inativam alguns
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relevantes mediadores das respostas anorexigénicas da insulina e da leptina, colaborando
assim para a instalagdo da resisténcia a esses hormoénios (De Souza et al., 2005; Moraes
et al.,2009). A JNK e a IKK causam a fosforilagcdo dos substratos do receptor de insulina
(IRSs) em serina 307, com efeito negativo na via de sinalizacao da insulina. Além disso,
essas vias levam a producao de outros mediadores inflamatorios através do controle da
transcri¢do genética. A ativacao da IKK provoca a degradacdo do IKK e a dissociacao
do complexo IKK/NFkB. Este ultimo se transloca para o nucleo, onde participa da
transcricdao génica de proteinas inflamatorias como TNF-a, interleucinas 6 e 1P (IL-6 ¢
IL-1PB), iNOS, entre outras. Contudo, quando estas proteinas foram inativadas, seja por
meios farmacolédgicos, como por métodos genéticos, ocorreu a reversdo do fenotipo de
obesidade induzido pela dieta e melhora na resposta a insulina e leptina em células
hipotalamica ou em tecidos periféricos (De Souza et al., 2005; Pauli et al., 2008; Milanski
et al., 2009; Moraes et al., 2009; Romanatto et al., 2009).

Observou-se que animais obesos ¢ diabéticos também apresentam elevada
atividade da proteina PTP1B. A PTPI1B catalisa a retirada de grupos fosfato de residuos
tirosina presentes em varios intermediarios das vias de sinalizagdo da insulina e leptina
(Ropelle ef al., 2006; Picardi et al., 2008; Chiarreotto-Ropelle ef al., 2013). Portanto, ao
desfosforilar tais proteinas, a PTP1B, as tornam inativas. Similar a SOCS3, JNK e IKK,
a PTP1B também ¢ induzida através de mecanismos inflamatérios no hipotalamo.
Quando inibida sua atividade, animais submetidos a dieta hiperlipidica sdo protegidos da
obesidade (Picardi et al., 2008).

A ativacao das proteinas JNK, IKK e iNOS parecem estar atreladas ao TLR-4 (fol/
like receptor 4), um tipo de receptor de membrana que ¢ ativado na resposta imunologica
na presenca de lipopolissacarideo (LPS — uma biomolécula presente em bactérias
gramnegativas) e outros produtos microbianos (Tsukumo et al., 2007; Moraes et al.,
2009; Pauli et al., 2009). No entanto, o TLR-4 também ¢ sensivel a nutrientes como o0s
acidos graxos. A ingestdo elevada de gordura na dieta pode ativar esses receptores,
mesmo na auséncia de patdgenos, uma resposta inflamatoria capaz de interferir nos sinais
mediados pelos hormdnios controladores da fome e gasto energético, resultando em
obesidade (Tsukumo et al., 2007; Beutler, 2009; Milanski et al., 2009; Moraes et al.,
2009). Uma vez acionado o TLR-4 participa da resposta inflamatoria, ativando proteinas
como a JNK, IKK e iNOS. Portanto, a participacdo do TLR-4 parece ser importante neste
processo inflamatério. Além disso, descobriu-se que vias de sinaliza¢do inflamatdria

podem também ser ativadas pelo estresse metabdlico originado do interior da célula ou



25

de moléculas sinalizadoras extracelulares, neste ambito, pode-se destacar o estresse de
reticulo endoplasmatico. Foi demonstrado que a obesidade ¢ capaz de sobrecarregar a
capacidade funcional do reticulo endoplasmatico (RE) e que este “estresse do RE” leva a
ativacdo de vias de sinalizacdo inflamatorias e assim agrava a resisténcia a insulina
(Ozcan et al., 2004; Moraes et al., 2009).

As principais proteinas responsivas ao estresse de RE sdo: IRE-1 (inositol-
requiring enzyme-1), PERK (PKR-like endoplasmic-reticulum kinase) e ATF-6
(activating transcription factor 6). As duas principais vias inflamatorias que interferem
na acao da insulina, JNK e IKK, s3o ativadas em resposta a IRE-1 ¢ PERK, durante a
resposta ao estresse de RE (Ozcan et al., 2004; Moraes et al., 2009). A anélise de amostras
obtidas a partir de bidpsias feitas em pacientes magros e obesos demonstrou evidéncias
claras de estresse de reticulo no tecido adiposo e no figado de obesos e que a expressao
de proteinas envolvidas no estresse de RE ¢ determinante para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (Gregor et al., 2009). Ao se estudar o hipotdlamo de modelos
animais de obesidade, também foi evidenciado o fenomeno de estresse de RE,
desencadeando um prejuizo na sinalizagdo da insulina e leptina (Moraes et al., 2009;
Ropelle et al., 2010). Embora estes resultados sejam promissores, sdo necessarias novas
investigacoes, sobretudo no hipotdlamo, para determinar a real importancia do estresse
de RE no desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina na condi¢do de obesidade.
Nota-se, portanto, a existéncia de uma integrada rede de sinalizagdo celular envolvida na
resisténcia a acdo da insulina e leptina. Um resumo destas vias inflamatorias e de estresse
de reticulo endoplasmatico e suas agcdes negativas para as vias da insulina e leptina estdao

esquematizadas na figura 2.
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Figura 2A-2B. Inflamacao, estresse de reticulo endoplasmatico e resisténcia a insulina e
leptina.
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Figura 2A-2B. Vias inflamatorias e de estresse de reticulo endoplasmatico e seus reflexos nas
vias de sinalizac@o da insulina e leptina. Com a alimentacdo de uma dieta rica em acidos graxos
saturados e o aumento da sintese e liberacdo de TNF-a ocorre a ativacdo das vias inflamatérias
do TLR-4, pelos 4cidos graxos saturados, e do TNF-a, via a ligagdo do TNF-a em ao seu receptor.
Quando ativadas, estas vias inflamatdrias promovem a ativagdo de serinas quinases como a JNK
e a IKK. Estas serina quinases promovem a fosforilagdo em serina tanto do receptor de insulina,
bem como dos substratos do receptor de insulina. Além disto, a IKK ao estar ativada, desencadeia
a fosforilacdo do Ixp e deste modo, promove sua dissociagdo do fator de transcrigio NF«kB.
Quando livre na célula, o NFxB se transloca para o niicleo e aumenta a transcri¢do de citocinas
pro-inflamatorias (IL1-B, IL-6, TNF-a) e de proteinas como a PTP-1B. Ademais, sabe-se que a
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IL-6 promove a ativagdo da proteina STAT-3, que por sua vez, leva a um aumento de SOCS3. A
SOCS3 consegue se ligar fisicamente a proteinas da via da leptina e impede que estas proteinas
sejam ativadas. Por outro lado, a PTP-1B, por ser uma proteina tirosina fosfatase, desencadeia a
desfosforilagdo das proteinas JAK2 ¢ SOCS3, diminuindo a ativacdo da via da leptina e assim,
sua ac¢do inibitoria sobre a fome.

A progressao do processo inflamatério sabidamente prejudica a sinalizagao destes
hormonios (insulina e leptina), e mais do que isso, se mostra capaz de acionar mecanismos
pro-apoptdticos. O consumo de dietas ricas especificamente em 4cidos graxos saturados
leva a ativagdo de apoptose em neurdnios do hipotdlamo, comprometendo talvez, de
forma permanente, o mecanismo de controle da ingestdo alimentar e gasto energético

(Moraes et al., 2009).

1.4.Apoptose neuronal no hipotalamo atrelado a obesidade

Apoptose ou morte celular programada ¢ um fendmeno biolégico comum a todos
os organismos multicelulares. Este fendomeno pode ser retratado através de algumas
caracteristicas morfoldgicas observadas no momento em que a célula estd em apoptose,
sendo elas: condensacdo e fragmentacdo nuclear, deformag¢do de membrana,
fragmentagdo celular formando corpos apoptoticos, fagocitose da célula e auséncia de
resposta inflamatoria subsequente. Os momentos finais, independente do motivo da morte
celular, ¢ geralmente o resultado da ativagdo de um conjunto de proteinas conhecidas
como caspases 3, 6 e 7, também chamadas de executoras, que sdo proteases cisteinil
aspartato especificas (cysteinil aspartate-specific proteases) e mediam seus efeitos por
clivagem de substratos especificos na célula (Alberts, 2009).

As caspases e todos os componentes da maquinaria apoptotica, geralmente pre-
existem em células sauddveis em formas inativas. A ativacdo destas caspases pelas
caspases iniciadoras 8, 9 e 10 define as vias apoptdticas amplamente estudadas: a via
intrinseca (ou mitocondrial), mediada pelas proteinas Bcl2, que contém tanto membros
pré quanto anti-apoptoticos (Bax e Bcl-2, respectivamente), e a via extrinseca —
dependente da ativacao de receptores de morte: TNFR1 e FAS (Alberts, 2009).

A elevacao dos niveis circulantes de dcidos graxos saturados, como ocorre durante
o consumo de dietas com caracteristica ocidental, ou seja, ricas em gorduras de origem
animal, pode ativar vias inflamatorias e pro-apoptoticas através de diferentes
mecanismos. Um desses mecanismos, ainda pouco explorado, decorre da ativagdo de
receptores da familia do TLR (Beutler, 2009; Moraes et al., 2009). Como previamente

descrito, no topico anterior, os TLRs emergiram como componentes chaves na detec¢ao
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de patogenos e na indugdo de resposta antimicrobiana, preparando o sistema imunologico
inato através da liberacdo de mensageiros soliveis e interacdes célula-célula, como
previamente descritos. O patdgeno mais bem descrito como ativador classico do TLR-4,
também conhecido como PAMP (pathogen-associated molecular patterns) ¢ o LPS
bacteriano. Existem também os agonistas TLRs enddgenos, liberados do proprio
organismo, os chamados DAMPs (damage-associated molecular pattern), como LDL
oxidado, &cidos graxos e fibrinogénio, entre outros, os quais ao serem reconhecidos,
amplificam as respostas dos TLR primariamente originadas de componentes exogenos,
principalmente através de sinalizagdo TLR-2 e 4.

Quando os ligantes encontram seus TLR especificos, ha o inicio de uma ampla
cascata de sinalizagdo, através de varias interacdes e reacoes de fosforilagdo com outros
adaptadores downstream (dependendo do TLR envolvido) que culminam na ativagdo do
complexo proteico formado pelas proteinas IKKo/B/y resultando na ativagao do fator de
transcrigdo NF-kB. Também pode ocorrer a ativacdo das quinases JNK e p38. Como
resultado, genes alvo inflamatérios como a COX-2 (ciclooxigenase 2) e iNOS sao
expressos (Pauli et al., 2009; Schaffler ¢ Scholmerich, 2010). E conhecida também a
participagdo dos TLR na apoptose, uma vez que muitos genes envolvidos neste processo
sdao também super regulados com a sinalizagdo TLR. Um dos receptores da familia dos
toll like envolvidos na ativagdo da via de apoptose, ¢ o TLR-4, cuja via de indugdo
apoptotica se concentra primordialmente na via extrinseca, baseada nos receptores de
morte, culminando na ativa¢do das caspases 8 e 10, iniciadoras, e, posteriormente, na
ativacdo da caspase executora, a caspase 3.

Evidéncias recentes mostram que a presenga de acidos graxos saturados no
hipotalamo, como o 4cido araquidico (4cido graxo saturado de 20 carbonos oriundos de
dietas ricas em gordura) por via intracerebroventricular, ativa o receptor TLR-4, de
maneira significativa, o que nao ¢ observado com os insaturados (Milanski et al., 2009).
Estudos experimentais recentes deixam claro que a dieta prevalente em gordura saturada
leva a inducdo de apoptose em células hipotalamicas, em regides controladoras da fome,
mais especificamente em neurdnios-chave (neurdnios anorexigénicos, que produzem o
neuropeptidio POMC) do nucleo arqueado e regido hipotalamica lateral, envolvidas no
processo do controle alimentar e termogénese (Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009).

O processo ¢ mediado pelo receptor TLR-4, que no sistema nervoso central esta
presente em grande quantidade nas células da microglia (mondcitos diferenciados em

macrdofagos no sistema nervoso central) e ndo nos neurdnios. Estas células percebem
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através dos receptores toll likes, a presenga de acidos graxos saturados, € iniciam a
sinalizacdo que conduz a inflamacao exacerbada local e promove resisténcia hipotaldmica
a leptina e insulina, além da ativa¢do de receptores TNFR1 em neurdnios, levando a sua
morte por indugao primordial da via extrinseca da apoptose (Moraes et al., 2009).

No entanto, este ¢ um efeito tempo-dependente, ou seja, se o estimulo de gordura
persiste, a sinalizagdo TLR-4 pode se atenuar, como um mecanismo de controle de
feedback negativo (Moraes et al., 2009). Logo, ocorre apenas uma inflamacdo local
modesta que passa a ser protetora, ao invés de pro-apoptotica. Experimentos em animais
que ndo possuem TLR-4, apos certo tempo sendo alimentados com dieta rica em gordura,
apresentam aumento da apoptose neuronal (Moraes et al., 2009). Ressalta-se que, mesmo
ocorrendo esse feedback negativo, onde o TLR-4 passa a ser protetor, muitos neuronios
jé& foram perdidos e com eles, o controle fino exercido pelo hipotdlamo em balancear a
ingestdo e o gasto energético, aumentando assim, a propensdo e desenvolvimento de
quadros de hiperfagia, colaborando ainda mais para a obesidade. Esses resultados, ainda
que obtidos em animais, sdo alarmantes e fortalecem a necessidade de agdes urgentes em
politicas preventivas em relacdo aos hébitos alimentares e de atividade fisica da
populagdo. Na figura 3, podemos ilustrar um desenho esquematico da interacdo das vias

inflamatérias com a apoptose.
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Figura 3. Vias de apoptose no hipotalamo.
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Figura 3. Vias de apoptose no hipotalamo. Sabe-se que existem duas vias principais para a
ativacao da apoptose, a via extrinseca e a via intrinseca. 1) via extrinseca: esta via pode ser ativada
pelo processo inflamatdrio, como por exemplo na presenca de TNF-a. Ao ativar o seu receptor, o
TNF-a promove a atragdo e ativagdo do fator de associagdo de dominio de morte, o FADD. O
FADD quando ativado consegue ativar as caspases efetoras, Caspase 8 ¢ Caspase 10. Estas
caspases, por sua vez, desencadeiam a ativagdo da caspase executora, a Caspase 3, responsavel
por ativar o processo apoptotico. 2) via intrinseca: quando ha um aumento da expressdo de Bax
em relagdo a Bcl-2, ocorre um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial para a
liberagdo e passagem de citocromos-C. Esta liberagdo de citocromos-C, quando em excesso,
promove a associagdo das proteinas APAF1/Caspase9. Deste modo, também ha uma sinalizacdo
para que se inicie o processo de apoptose.

Assim, a inflamacao instalada no hipotdlamo decorrente do ganho excessivo de
massa adiposa corporal abre caminhos para perturbacdes na correta sinalizagcdo de
neurdnios altamente especializados nos diferentes nucleos controladores dos processos
de fome e termogénese, prejudicando a sinalizagdo de leptina e insulina, que trazem sinais
adipostaticos e anorexigénicos da periferia para o sistema nervoso central, prejudicando
assim a resposta adequada apos a ingestao alimentar. Além disso, a inflamacao pode ainda
conduzir a respostas ainda mais criticas, como a apoptose neuronal. Nesse momento, um
déficit neuronal pode ter representagdes definitivas sobre o fino controle na resposta da
insulina e leptina. Por outro lado, o exercicio fisico tem se mostrado como uma ferramenta
capaz de atenuar a inflamag¢do em tecidos periféricos como musculo esquelético e figado
(Ropelle et al., 2006; Schenk e Horowitz, 2007; Lima et al., 2009; De Souza et al., 2010).

No entanto, teria o exercicio fisico capacidade de atuar positivamente protegendo ou
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reduzindo a inflamacao e a apoptose em células neuronais envolvidas no controle da fome

e termogénese em animais obesos?

1.5.Treinamento fisico aerobio no controle da ingestdo alimentar

Muito se tem estudado e tentado estabelecer uma compreensao sobre como ocorre
a fina regulacdo entre o balango energético e o controle da massa corporal. Apesar dos
beneficios a satide proporcionados pelos exercicios fisicos estarem bem documentados, o
impacto sobre a diminui¢ao da massa adiposa e controle da ingestao alimentar ainda ¢
controversa e necessita de maiores investigacdes, principalmente, no que tange as vias
biomoleculares de regulagdo da fome/saciedade e da sinalizacdo dos hormoénios que
regulam estes dois fenomenos, destacando neste sentido o papel da insulina e da leptina
neste contexto.

Um dos primeiros estudos que analisou o efeito do exercicio fisico na modulacao
do balancgo energético, foi o estudo de Monda e cols. de 1993 (Monda et al., 1993). Neste
estudo, Monda e colaboradores avaliaram a influéncia do exercicio fisico em ratos que
tiveram a indugdo de obesidade devido a lesdo na area do hipotadlamo ventromedial
(VMH). A lesdo da area ventromedial do hipotalamo promove aumento da ingestdo
alimentar, declinio do metabolismo de repouso, da atividade motora, além de desencadear
hiperinsulinemia e diminui¢do da atividade do sistema nervoso simpatico, por isto a
utilizagdo deste tipo de lesdo para a indugdo da obesidade. Monda e colaboradores
observaram que mesmo depois de 21 dias de natagdo consecutivos, nos quais 0s animais
nadaram por 30 min por dia, sem sobrecarga adicional, este protocolo ndo foi suficiente
para reverter a obesidade causada pela lesio no VMH, apesar do aumento do gasto
energético provocado pelo treinamento fisico (Monda et al., 1993).

Posteriormente, em 2005, Bi et al. ao estudar ratos Otsuka Long-Evans
Tokushima fatty (OLETF), linhagem esta que apresenta auséncia do receptor de
colecistoquinina A, e, possui fendtipo de obesidade, hiperfagia e diabetes, evidenciaram
que os ratos OLETF expostos a roda de atividade por 12 semanas, podendo realizar
exercicios fisicos voluntariamente, apresentaram reducdo da ingestdo alimentar, redugao
dos niveis de glicemia e leptinemia, quando comparados aos seus pares OLETF
sedentarios, revelando um papel importante do exercicio fisico em modular a ingestao
alimentar e seu papel no tratamento da obesidade e diabetes (Bi et al., 2005).

Contudo, apenas com o aprimoramento das técnicas de estudo de biologia

molecular ¢ que foi possivel se iniciar um melhor entendimento sobre como o exercicio
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fisico promove a modulagao dos circuitos hipotalamicos de controle da fome/saciedade e
do gasto energético. Estudos recentes puderam observar que o exercicio fisico altera a
expressdo e/ou a atividade das proteinas envolvidas na transducao do sinal da insulina em
hipotalamo apds estimulo com leptina, ou insulina, em ratos submetidos a uma sessao
aguda de exercicio de natagdo (Ropelle et al., 2010; Chiarreotto-Ropelle et al., 2013). As
infusdes intracerebroventriculares de leptina ou insulina reduziram a ingestao alimentar
nos ratos exercitados de forma mais acentuada do que se observou nos animais
sedentarios. Tanto a leptina, quanto a insulina, estimulou a fosforilagao das proteinas IRS-
1/2, assim como as associagdes destes substratos com a fosfatidil inositol 3 quinase
(PI3k). Observou-se também, que a fosforilacdo hipotalamica da Akt estava menor nos
animais sedentarios se comparados aos exercitados (Ropelle et al., 2010; Chiarreotto-
Ropelle et al., 2013). Esses dados dao suporte a hipotese de que o exercicio fisico pode
ter suas agoes supressoras do apetite mediadas pela via hipotalamica da PI3k.

Além disso, evidéncias cientificas documentam que a IL-6 produzida no exercicio
¢ capaz de atuar como um sensor de demanda energética no musculo e possivelmente,
também possa atuar em vias de sinalizacdo no cérebro envolvida na homeostase
energética. Quando ratos obesos foram pré-tratados com anticorpo anti-IL-6, os efeitos
anorexigénicos da insulina e leptina administrada intracerebrovetricular ndo foram
detectados. Desse modo, parece evidente que o exercicio fisico aumenta a sensibilidade
a leptina e insulina no hipotadlamo e isso, possivelmente, deve ocorrer, no minimo em
parte, pela producdo de IL-6.

Outro ponto que também ¢ observado a partir do aumento da producdo da IL-6
induzida pelo exercicio fisico, € a sua a¢do de desencadear a sintese e liberagao de outra
citocina, a interleucina-10 (IL-10), de carater anti-inflamatéria. A IL-10 é considerada
uma importante citocina imunorreguladora, classicamente anti-inflamatoria com
multiplos efeitos bioldgicos (De Souza et al., 2005; Ropelle et al., 2010). De maneira
interessante, o exercicio fisico através do aumento das citocinas IL-6 e IL10 podem
reorganizar a ingestdo alimentar e favorecer o equilibrio de energia através da resposta
anti-inflamatoria nos neurdnios do hipotdlamo. Coletivamente, IL-6 e IL-10 sdo
importantes interleucinas que contribuem para a agdo central da insulina e leptina
mediada pelo exercicio (Ropelle ef al., 2010). O aumento de IL-10 por sua vez tem efeito
supressor sobre o NF«B, atenuando a inflamagdo (Schottelius ef al., 1999). Em relagao
ao processo apoptotico foram poucos estudos que avaliaram o efeito do treinamento fisico

sobre este fendmeno. No entanto, aqueles que fizeram ndo foram direcionados ao
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hipotalamo (Kim et al., 2010; Lee et al., 2013; Paula et al., 2015). Tecidos como coragao,
pancreas e hipocampo tiveram aumento na ativagao de vias apoptdticas em resposta a
oferta da dieta hiperlipidica, inducdo farmacoldgica ou apds lesdo cerebral traumatica,
respectivamente. Ao contrario o exercicio fisico foi capaz de atenuar esse processo nos
respectivos tecidos nos animais (Kim et al., 2010; Lee et al., 2013; Paula et al., 2015).

Além destas observagdes em modelos animais, Thivel e colaboradores
demonstraram que apenas uma sessao de exercicio fisico ¢ capaz de produzir um efeito
sobre a ingestdo alimentar em adolescentes obesos. Os autores observaram que o
exercicio fisico de moderada a alta intensidade (75% VO2max) produz respostas positivas
para o controle da ingestdo alimentar nesta populagdo. Os adolescentes obesos que
realizaram exercicio fisico a 75% do VOamax apresentaram reducdo da ingestdo alimentar
tanto no almogo, como no jantar, quando comparados aos seus pares sedentdrios e aos
individuos obesos que realizaram exercicio fisico agudo de baixa intensidade (40% do
VOomax) (Thivel et al., 2012).

Uma das hipoteses para a melhora da sinaliza¢do da insulina esta ilustrado nos
estudos que identificaram que exercicio fisico esta relacionado com a redugao do processo
inflamatorio em tecidos periféricos. Animais obesos submetidos a uma sessao aguda de
exercicio de natagdo tiveram a expressao das proteinas IKK, JNK, PTP1B e iNOS
diminuida no musculo esquelético em relagdo aos animais nao exercitados (Ropelle et al.,
2006; Pauli et al., 2008; Da Silva et al., 2010; Pauli et al., 2010). Tal descoberta ¢ um
indicativo de que o exercicio fisico talvez possa modular o processo inflamatério e reduzir
0 processo apoptotico em neurdnios hipotaldmicos de animais obesos induzidos por dieta
rica em gordura.

Cabe agora, investigar se o treinamento fisico ¢ capaz de prevenir, retardar ou
reverter o processo inflamatério. Ademais avaliar, principalmente, se o exercicio fisico
aerobio de intensidade moderada ¢ capaz de regular o processo de apoptose em células
neuronais com papel crucial no controle da ingestdo alimentar e na termogénese.

A realizagdo deste estudo se justifica ao observarmos o qudo prevalente estd a
obesidade e suas co-morbidades no mundo atual, gerando aumento de gastos publicos
para os cuidados e tratamentos destas doencas. Além disto, este estudo tem como intuito
descrever e entender melhor sobre como o exercicio fisico pode atuar sobre a obesidade,
principalmente no que diz respeito ao controle da ingestao alimentar pelo hipotalamo, de
modo a elucidarmos como ele pode ser utilizado como uma ferramenta nao farmacolédgica

para o tratamento desta doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Investigar o papel do treinamento fisico aerobio sobre os mecanismos moleculares
de inflamagdo, estresse de reticulo endoplasmatico e apoptose em neurdnios

hipotalamicos de camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica.

2.2. Especilficos
Dentre os objetivos especificos do presente estudo, primariamente, buscou-se
através de ferramenta de bioinformatica analisar as correlagcdes entre biomoléculas
relacionadas a via inflamatoria com as moléculas inerentes as vias de apoptose. Assim o
primeiro objetivo foi:
1. Analisar através de ferramenta de bioinformatica as correlacdes entre a via de

sinalizacdo inflamatoria e de apoptose.

A seguir, procurou-se investigar os efeitos da dieta hiperlipidica e do exercicio
fisico sobre diferentes varidveis da composi¢ao corporal, do metabolismo e de biologia
molecular nos diferentes grupos experimentais, conforme descrito a seguir:

2. Avaliar varidveis da composi¢do corporal (massa corporal total, comprimento,
indice de Lee e massa de tecido adiposo epididimal); metabélicas (insulinemia de jejum,
glicemia de jejum e sensibilidade & insulina); do perfil lipidico (colesterol total, LDL,
HDL e triacilglicerol) nos animais dos grupos experimentais;

3. Investigar o comportamento da ingestdo alimentar em 12h apds estimulo com
leptina, durante o ciclo escuro (das 18h até 6h da manha);

4. Mensurar o conteudo e fosforilacdo das proteinas da via de sinalizagdo da
leptina (JAK2/STAT?3) e das proteinas da via da insulina, que a leptina também consegue
modular (IRS1 e IRS2) no hipotalamo;

5. Verificar a sinalizagdo de proteinas envolvidas nas vias inflamatorias (JNK,
IKK, SOCS3, IL1-B, IL-6, TNF-a, TLR4) por meio de imunoblots e imunoprecipitagao,
bem como a marcacdo da proteina F4/80, presente na superficie de macrdofagos ativados,
através de imunofluorescéncia no hipotalamo;

5. Mensurar o conteudo e a fosforilagao das proteinas mediadoras do estresse de

reticulo endoplasmatico (PERK e elF2a) no hipotadlamo;
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6. Avaliar a fragmentagao de DNA pela técnica de Tunel, e o contetido proteico e
associacdo das proteinas das vias pro-apoptoticas, Bad, Bax, Caspase 3, Caspase 8§,
FADD, Caspase 9, APAF1 e PARPI, por imunoblot e imunopreciptag¢do, no hipotalamo.

7. Estimar o conteudo da proteina anti-apoptotica, Bcl2, no hipotalamo;

8. Avaliar a expressio de RNAm dos neuropeptideos POMC e NPY no

hipotalamo.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido em duas diferentes etapas de pesquisa. Com
intuito de facilitar o entendimento do leitor, as etapas estdo apresentadas separadamente,

como descritas a seguir.

3.1. ETAPA EXPERIMENTAL 1

3.1.1. Analise de bioinformatica
Foram utilizados os valores de expressao relativa de RNAm de hipotalamo das
bases de dados de linhagens isogénicas de camundongos BXD (n=50), conforme
previamente publicado por (Andreux et al., 2012). Esses dados foram analisados
utilizando o sistema de analise Genenetwork, as analises de correlagcao foram realizadas
utilizando programa PrismGraph versao 5.0 e a analise de Heat map foi feita utilizando
o software Gene E. A partir das informagdes coletadas neste sistema os proéximos

experimentos foram realizados como descritos a seguir.

3.2.ETAPA EXPERIMENTAL 2
3.2.1. Desenho experimental

Foram utilizados camundongos Swiss com 1 més de idade. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polietileno individuais sob condi¢des controladas de ciclo claro-
escuro (12/12h), (luz ligada as 06:00h e desligada as 18:00h), temperatura controlada em
22 £ 2 °C, humidade relativa mantida em 45-55% e, ruidos no local inferiores a 85
decibéis. Foram utilizadas lampada de 100 W durante o periodo claro do dia (Phillips®
soft white light; 2700 K; 565-590 nm; 60 lux). Os experimentos foram conduzidos de
acordo com as diretrizes brasileiras para a pratica e utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos (DBCA) definidas pelo ministério da ciéncia, tecnologia e inovagao
e conselho nacional de controle de experimentagcdo animal — CONCEA. O projeto de
pesquisa foi previamente aprovado pela comissdo de ética para uso de animais, sob o
numero de protocolo 2805-1.

Os animais tiveram livre acesso a agua e ra¢ao convencional, ou dieta
hiperlipidica (DHL) e hipercalorica. Esta DHL tem sido previamente utilizada (De Souza
et al., 2005; Pauli et al., 2008) sendo adaptada e estruturada a partir de uma dieta padrao
pararoedores proposta pelo American Institute of Nutrition (AIN). Esta dieta hiperlipidica

contém 35% de lipidios, sendo 4% oriundos do 6leo de soja e os outros 31% de gordura
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suina (banha). Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos:
Controle (C, n=15), animais que receberam dieta padrao por 8 semanas; Obeso Sedentario
(OB, n=15), animais que receberam dieta hiperlipidica (DHL) por 8 semanas; Obeso
Treinado (OBT, n=15), animais alimentados durante 8 semanas a DHL, entretanto,
durante este mesmo periodo eles também foram submetidos a um protocolo de

treinamento fisico. Segue-se abaixo, na figura 4, o desenho experimental proposto.

Figura 4. Desenho experimental

. B Dieta Hiperlipidica (DHL)
Dieta Padrao (C) Protocolo de Treinamento Fisico (TF)

8 semanas 8 semanas

Testes

16° semana 24h apés a iltima sessdo

Swiss Controle (C) de exercicio realizou-se:
4 semanas Obeso sedentario (OB) Andlises morfofisiologicas
Obeso treinado (OBT) Teste de ingestio alimentar 12h
IP; IB; PCR;
Imunohistoquimica;
Teste de TUNEL

Figura 4. Desenho Experimental. Para as avaliagoes morfofisiologicas e para o teste de ingestdo
alimentar de 12h, utilizou-se n=15 para todos os grupos experimentais. Para as demais analises,
houve uma distribuicdo do n=15, visando um melhor aproveitamento dos animais. Para as analises
de imunoblot (IB) e imunoprecipitagdo (IP), utilizou-se um n=5 para cada grupo experimental.
Na analise de g-PCR-RT (PCR) também foram utilizados 5 animais para cada grupo
experimental. E, por fim, para as analises histoldgicas (Imunohistoquimica e Teste de Tunel) cada
grupo experimental foi composto por 5 animais.

3.2.2. Teste de Carga Incremental

Os animais foram adaptados ao exercicio em esteira rolante durante 5 dias,
10min/dia na velocidade de 3m/min, conforme padronizado por Ferreira e colaboradores
(Ferreira et al., 2007). O teste de carga incremental foi iniciado na velocidade de 6m/min,
com 0% de inclinacdo e incrementos de 3m/min a cada 3 minutos até a exaustdo
voluntéria dos camundongos, que ocorreu quando os mesmos encostaram 5 vezes no final
da esteira no intervalo de 1min. A poténcia maxima (Pméx), definida como a velocidade
(m/min) de exaustao do animal, foi utilizada para a prescri¢do de intensidade no protocolo

de treinamento aerdbio. A esteira utilizada teve seu sistema de choque desligado. Animais
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de todos os grupos que nao se adaptaram a esse processo foram excluidos do treinamento.
Desse modo, permaneceram no experimento todos aqueles que conseguiram realizar o
teste. Nao havendo distribui¢cdo de animais ndo corredores em nenhum grupo. O teste de
carga incremental foi realizado no inicio (semana 0), na quarta semana (semana 4) e ao
final da altima semana (semana 8) de treinamento. A aplicac¢ao do teste na quarta semana
teve como objetivo ajustar a carga de acordo com as adaptacdes do animal no periodo de
treinamento e a ultima, avaliar se o treinamento foi eficiente em melhorar o desempenho

dos animais.

3.2.3. Protocolo de treinamento fisico

O protocolo de treinamento fisico aerobio foi baseado no estudo de Ferreira et al.
(Ferreira et al., 2007). As sessoes foram realizadas sempre ao final da tarde (inicio as
18:00 horas). Considerando que este horario coincide com o ciclo de vigilia e, portanto,
mais ativo do animal.

O treinamento aerobio foi composto por 8 semanas divididas em duas fases: Fase
1 (F1) - composta por 4 semanas em que o volume foi aumentado gradativamente; Fase
2 (F2) - o volume da tltima semana da F1 foi mantido pelas proximas 4 semanas. Cada
semana experimental foi composta por 5 dias consecutivos de treinamento e 2 dias de
repouso. Na tabela 1 € possivel verificar as caracteristicas de intensidade, volume,

frequéncia, inclinagao e intervalo entre as sessdes do protocolo de treinamento.

Tabela 1. Protocolo de Treinamento Fisico Aerdbio

Semana de Fase do Intensidade | Volume | Sessbes | Inclinagéo | Intervalo entre
experimento | treinamento | (%Pmax)* (min) diérias (%) as sessoes (h)
1 F1 60 15 1 0 24
2 F1 60 30 1 0 24
3 F1 60 45 1 0 24
4 F1 60 60 1 0 24

5-8 F2 60 60 1 0 24

*Pmdax, poténcia maxima.

3.2.4. Avaliag¢do de pardmetros da composi¢do corporal e metabolicos
Os camundongos foram avaliados semanalmente quanto a variagdo da massa

corporal, através de balanca analitica (Gehaka — BK 3000II, Sao Paulo - Brasil). O
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comprimento dos animais foi avaliado no ultimo dia de experimento, a partir da medida
da distancia naso-anal dos animais. A partir dos resultados de massa corporal final e de
comprimento, seguiu-se o calculo do Indice de Lee, utilizando a formula da razdo entre a
raiz cubica da massa corporal e o comprimento dos animais, multiplicado por 10 (De

Oliveira et al., 2014).

3.2.5. Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal

No final do periodo experimental foi realizado o teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal. Através de corte na extremidade da cauda do animal, foi realizada uma
primeira coleta de sangue para a dosagem de glicemia equivalente ao tempo zero (t0) do
teste. Apos isso, 1,5 U/kg de massa corporal de insulina (Humulin R) proveniente da Eli
Lilly (Indianapolis, IN, USA) foram injetadas intraperitonealmente e amostras de sangue
foram coletadas através da extremidade da cauda dos animais nos tempos 5, 10, 15, 20,
25 e 30 min para a determinagdo do comportamento da glicemia nestes tempos. A
velocidade da constante do decremento da glicose (kITT) foi calculada usando a formula
0,693/t12. O t12 da glicose foi calculado a partir da curva da analise dos minimos
quadrados da concentracdo da glicose durante a fase de decaimento linear (Bonora et al.,
1989). A concentracao de glicose foi determinada através da utilizacdo de glicosimetro

(Advantage, Boehringer Mannheim, USA).

3.2.6. Investigacdo da ingestdo alimentar de 12 horas apos estimulo com leptina.
Os camundongos foram privados de alimento por 12 horas (das 06:00h as 18:00h),
mantendo acesso livre a agua. Apds este periodo, as 18:00 horas receberam injecao
intraperitoneal (ip.) de leptina (10ul/g, 10°M) ou salina (10ul/g). Para a analise da
ingestao alimentar, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas (modelo insight,
EB 309) por 4 dias, para se adaptarem ao ambiente novo e minimizar o estresse. E, no
quinto dia, apods estimulo com salina ou leptina foi avaliado o consumo de ragdao no

periodo de 12 horas (Moraes et al., 2009; Ropelle et al., 2010).

3.2.7. Eutanasia, coleta de sangue e extragdo do hipotalamo e tecido adiposo
branco

Para os experimentos a seguir, os animais foram privados de alimentos por 6

horas. Os animais foram anestesiados através da administracdo intraperitoneal de

ketamina/diazepam na dose de 50/5 mg/kg e o controle da anestesia foi avaliado através
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da perda dos reflexos das patas e da cornea. Posteriormente, a cavidade abdominal foi
aberta e ap0s a localizag@o da veia cava inferior, amostras de sangue dos animais foram
coletadas através de seringa de ImL. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3.500 rpm,
em centrifuga refrigerada Eppendorf, por 15 min e, o soro foi armazenado em freezer a -
80°C para posterior determinacdo das concentragdes de insulina e leptina através do
método imunoensaio enzimatico (ELISA), utilizando-se kits comerciais (BioSource®,
Camarillo, USA). O perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL e triacilglicerol) foi
analisado por kits enzimaticos especificos (LaborLab®, Sao Paulo, Brasil).

O hipotdlamo dos animais foi retirado e homogeneizado em tampdo de
imunoprecipitagdo contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de
pirofosfato de sddio, 100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato
de sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo
centrifugado a 12000 rpm durante 15 min. No sobrenadante, foi determinada a
concentragdo de proteinas utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976) e
posteriormente foi realizada a determinagdo do extrato total e o ensaio de
imunoprecipitacdo com anticorpo especifico. O tecido adiposo epididimal foi extraido e

sua massa foi avaliada em balanca de precisao.

3.2.8. Imunoprecipita¢do

Apds determinagdo da concentracdo das proteinas, foi realizada a
imunoprecipitagdo com anticorpo especifico. Apos incubacao, os imunocomplexos foram
recuperados com Proteina A Sepharose 6 MB durante 2h a 4°C e decantados por
centrifugacao (11000 rpm) durante 20 minutos, também a 4°C. O precipitado foi lavado
3 vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampao de lavagem (2mM ortovanadato de
sodio, 100mM Tris HCl; 1mM EDTA; 0,5% Triton X-100). O sobrenadante foi
descartado, ficando-se apenas com as proteinas precipitadas (imunocomplexos) (De

Souza et al., 2005; Moraes et al., 2009).

3.2.9. Imunoblot
Os imunocomplexos foram ressuspensos em tampao de Laemmli, contendo
100mmol/L de DTT. Apds rapida fervura, foram aplicados em gel de poliacrilamida para
separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram
transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da Bio-Rad. A

membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com anticorpo especifico. A ligacao
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de anticorpo com proteinas nao-especificas foi minimizada pela pré-incubagao da
membrana de nitrocelulose com tampao de bloqueio (5% de leite em pd desnatado;
10mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 1 hora. Apds incubagdo
com anticorpo primario para a proteina de interesse, foi realizada a incubagdo com
anticorpo secundario conjugado a enzima HRP peroxidase em temperatura ambiente e,
posteriormente, procedeu-se a revelacdo com exposicao a filmes de RX Kodak. As bandas
identificadas através da auto-radiografia foram quantificadas utilizando-se a
densitometria Optica pelo programa Un-Scan-it gel 6.1 (Silk Scientific Corporation, USA)
(De Souza et al., 2005; Ropelle et al., 2008).

3.2.10. Extracdo nuclear

A expressdo nuclear da proteina STAT3 foi obtida através de fragmentos do tecido
hipotalamico de animais ndo tratados e tratados 15 minutos antes com injecao de leptina
intraperitoneal (ip.). Os fragmentos do hipotdlamo foram homogeneizados em 2 vol. de
tampao STE (0.32 M sacarose, 20 mM Tris—HCI (pH 7.4), 2 mM EDTA, 1 mM DTT,
100 mM fluoreto de sédio, 100 mM pirofosfato de sddio, 10 mM ortovanadato de sodio,
1 mM PMSF, e 0.1 mg aprotinina/ml) a 4 °C, utilizando o Polytron homogeneizador. O
homogenato foi centrifugado (1,000xg, 25 min, 4°C) para a obten¢do dos pellets. Os
pellets foram lavados uma vez e suspendidos em tampao STE (fracdao nuclear). A fracao
nuclear foi solubilizada em tampao Triton [1% (v/v) Triton X-100/150 mM NaCl/10 mM
Tris/HCI (pH 7,4)/1 mM EGTA/1 mM EDTA/0.2 mM ortovanadato de sédio /20 uM
leupeptina A/0,2 mM PMSF/50 mM NaF/0.4 nM microcistina LR]. A fracao foi
centrifugada (15,000 g, 30 min, 4 °C), e o sobrenadante (extrato nuclear) foi armazenado
a -80 °C. (Ropelle et al., 2010). Em seguida foi utilizada a técnica de imunoblot para

analise da expressdo nuclear de STAT3 no hipotalamo.

3.2.11. Reagentes e anticorpos

Os reagentes e os aparelhos para o gel de s6dio dodecil sulfato de poliacrilamida
(SDS-PAGE) foram provenientes da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina, ditiotreitol
(DTT), paraformoldeido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). A membrana de
nitrocelulose (BAS8S, 0,2um) de Schleicher & Schuell. Os anticorpos utilizados foram
anti-JAK2, anti-p-JAK?2, anti-STAT3, anti-p-STATS3, anti-beta-Actin, anti-alfa-Tubulina,
anti-SOCS3, anti-PARP1, anti-Bcl2, anti-Bax, anti-APAF1, anti-FADD, anti-Caspase 8,
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anti-Caspase 9, anti-p-PERK, anti-PERK, anti-e[F2a, anti-p-elF2a, anti-TLR-4, anti-
Myd88, anti-TNF-a, anti-IL1-f, anti-IL-6, anti-JNK, anti-p-JNK, anti-p-IKK, anti-IKK
da Cell Signaling Technology, Inc. (USA) e da Santa Cruz Biotecnologia.

3.2.12. Imunohistoquimica

Ap6s perfusdo com paraformaldeido a 10%, o hipotalamo foi extraido e mantido
também em paraformol a 10%, por 24 horas. Posteriormente, para desidratag¢ao do tecido,
o orgdo foi processado com alcool em crescentes concentragdes (70%, 80%, 95% e
100%), xilol para diafanizacdo, e parafina. Blocos de parafina foram constituidos.
Posteriormente foram seccionados em micrétomo Olympus®, em cortes de 5,0 um e
fixados em laminas de microscopia. Apos este procedimento, os cortes foram submetidos
a marcagao simples usando anticorpo F4/80 de acordo com protocolo previamente
descrito (Torsoni et al., 2003; Araujo et al., 2004; Moraes et al., 2009). A Anélise e
documentacdo dos resultados foram realizadas utilizando o microscépio de
imunofluorescéncia Leica FW4500B. A avaliacdo semi-quantitativa foi alcangada por
contagem do niimero de células positivamente coradas, as quais foram contadas no nticleo
arqueado e hipotdlamo lateral, locais de coloragdo predominante dos anticorpos
utilizados. Campos de dimensodes iguais foram utilizados para delimitar a contagem,

sempre em aumento de 200x ou magnifica¢des de 100x.

3.2.13. TUNEL (Terminal Deoxinucleotide Transferase Biotin-dUTP Nick End
Labeling)

Secgdes hipotalamicas dos camundongos foram incluidas em parafina de acordo
com o0 método previamente descrito (Torsoni et al., 2003; Araujo et al., 2004; Moraes et
al., 2009). Apds os processos de desparafinizacao e hidratagao, os cortes foram lavados,
colocados em camara fechada e incubados com PBS 0,1M em pH 7,4 por 30 min em
banho-maria a 37° C. Apos, o PBS ser removido, as ldminas foram incubadas com
proteinase K (uma parte de proteinase K para 24 partes de PBS) por 15-30 min a 37° C.
Ap0s, a reagdo da proteinase K ser interrompida com a lavagem das sec¢des com PBS
por 4x de 2 minutos, as laminas entdo foram incubadas com 50ul por seccao com TdT
buffer por 5-10 min. Depois, sao incubadas com 50ul do coquetel 7dT end-labeling (TdT
buffer, Biotina-dUTP e TdT na proporcao de 90:5:5, respectivamente) por 60 min a 37°
C. A seguir, as laminas foram imergidas em TB buffer (7ris borate buffer) (1 parte de TB
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buffer 10x com 9 partes de agua destilada) por 5 min, em temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS 4x de 2 min. Apos a lavagem, foi
aplicado 50 pl de Blocking Solution (uma parte de blocking solution com 3 partes de PBS)
por 20 min em temperatura ambiente. Entdo, as laminas foram incubadas com 50 ul de
avidina—FITC (1 parte de avidina com 9 partes de blocking buffer previamente preparado)
por 30 min no escuro a 37° C. As secg¢des foram entdo lavadas por 2x de 15 min. no escuro
e em temperatura ambiente. As laminas entdo foram contracoradas com iodeto de
propideo em baixa concentragao e posteriormente montadas com as laminulas e esmalte.
A analise das laminas foi realizada em microscéopio de fluorescéncia Leica FW4500 B.

As células positivas foram expressas em % das células totais por campo.

3.2.14. gPCR-RT mRNA
A quantificacdo do mRNA dos neuropeptideos orexigeno NPY e o anorexigeno
POMC foram determinados por PCR em tempo real. Para tanto, as amostras de
hipotadlamo foram extraidas e preparadas através da homogeneizagdo em Trizol e 0o RNA
total foi isolado de acordo com as recomendacdes do fabricante. Uma aliquota de 3000
ng de RNA total foi utilizada para a sintese de cDNA com sistema de pré-amplificacdo
Superscript (Life Technologies). Os primers usados foram adquiridos da Life

Technologies.

3.2.15. Analise estatistica

Os resultados estdao expressos em média + erro padrao da média. O teste Shapiro-
Wilk’s foi aplicado para analisar a distribui¢do normal dos dados e, a homogeneidade foi
confirmada pelo teste de Levene. Para a comparag@o entre os grupos experimentais foi
utilizado o teste t de Student, quando comparou-se apenas dois grupos, € a analise de
variancia (ANOVA) two-way, seguida do teste post hoc de Tukey quando comparado
mais de dois grupos. Quando necessario, aplicou-se o teste de ANOVA one-way para
medidas repetidas, para avaliar o efeito do protocolo de treinamento fisico sobre os
resultados dos testes de desempenho (velocidade da Pmax e distancia percorrida durante
os testes). Foi adotado o nivel de significancia p<0,05. As andlises estatisticas foram

realizadas pelo programa PrismGraph versao 5.0.
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4. RESULTADOS

Para nortear os experimentos do presente estudo, foi utilizada a ferramenta de
bioinformatica para determinar a relagao entre a sinalizacao inflamatéria e apoptotica em
células hipotalamicas. Deste modo, utilizou-se uma base de dados de linhagens isogénicas
de camundongos BXD (n=50), como previamente publicado (Andreux ef al., 2012). Essa
analise de bioinformatica revelou forte correlagdo positiva entre os niveis de RNAm de
TNF (Tnf) com outros marcadores inflamatérios como Trafl, Traf5 e 11112 (Fig. 1A).
Além disso, essa analise demonstrou correlagdo positiva entre os niveis de RNAm de Tnf
com marcadores de apoptose como Bad, Caspl4 e Cardl4 (Fig. 1A). De forma
interessante, observa-se que as linhagens isogénicas com baixos niveis d¢ RNAm de Tnf
apresentaram um baixo milieu de marcadores apoptoticos, conforme demonstrado no
grafico de Heat map (Fig. 1B), sugerindo fortemente que a sinalizacdo inflamatoria esta
envolvida com a apoptose em hipotdlamo de camundongos. Desse modo, deu-se
seguimento as demais etapas de pesquisa, sendo a hipotese inicial do presente trabalho
confirmada de que aumento nos niveis de proteinas inflamatorias, especialmente TNF

estd associado com ativagdo de proteinas de vias de apoptose.

Figura 5. Analise de bioinformatica da relagao entre as vias inflamatorias e de apoptose.
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Figura 5. Analise de correlag@o entre os niveis hipotalamicos de RNAm de Tnf e marcadores
inflamatoérios e de apoptose em linhagens de camundongos BXD (n=50) (5A). Foi utilizada a
correlacdao de Pearson r>0,05 e p<0,002. O grafico de Heat map foi realizado com 6 diferentes
linhagens de camundongos BXD, utilizando o software Gene E (5B).
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Ap0s o periodo experimental e a aplicagao do protocolo de treinamento fisico com
0s animais obesos treinados, pode-se demonstrar, a partir dos resultados expressos na
figura 6, coletados nos testes incrementais, que o protocolo de treinamento fisico foi capaz
de induzir melhora no desempenho dos animais treinados. Nota-se um aumento, tanto na
velocidade maxima de corrida, quanto na distancia total percorrida pelos animais durante

o teste realizado ao final da oitava semana de treinamento (Figura 6).

Figura 6. Parametros de desempenho no teste de corrida em esteira.
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Figura 6. Parametros de desempenho avaliados no teste incremental de velocidade de corrida em
esteira no grupo OBT, grupo obeso induzido por DHL ofertada por 8 semanas e
concomitantemente submetidos ao protocolo de treinamento fisico (n=15). Dados referentes as
médias e erro padrao do grupo OBT nos diferentes periodos de avaliacdo. *diferente da Pmax e
distancia percorrida inicial e “diferente da Pmax e distancia percorrida da quarta semana, p<0.05.
Pmax, poténcia maxima de corrida.

Na Tabela 2, foram descritos os resultados referentes as varidveis da composig¢ao
corporal e metabolicos dos diferentes grupos experimentais. Pode-se notar que os animais
obesos sedentarios (OB) apresentaram maior aumento da massa corporal do que os
animais controles magros (C). Verifica-se que o grupo OBT teve um menor aumento da
massa corporal total quando comparado ao grupo OB (Tabela 2). Nota-se que os valores
iniciais de massa corporal eram muito similares entre os grupos. Resultados similares
foram encontrados para o indice de Lee e gordura epididimal. O comprimento dos animais
ndo diferiu entre os grupos.

Em relagdo aos parametros metabolicos, observa-se que a glicemia de jejum no
grupo de animais obesos sedentarios (OB) foi maior em relagdo ao grupo de animais
controle (C). Ao contrario, verifica-se que os animais submetidos ao protocolo de
treinamento fisico (OBT) apresentaram reducdo da glicemia de jejum se comparado aos

animais obesos sedentdrios (OB) (Tabela 2). A insulinemia dos animais obesos



46

sedentarios também foi maior em relagdo ao grupo controle. Este parametro foi reduzido
nos animais treinados (Tabela 2).

Na andlise da sensibilidade a insulina obtida através do teste de tolerancia a
insulina intraperitoneal, nota-se que a taxa de decaimento da glicose (KITT) foi menor no
grupo de animais obesos sedentarios (OB) se comparado aos animais controles (C). Por
outro lado, o treinamento fisico cronico foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina

(tabela 2).

Tabela 2. Variaveis da composi¢ao corporal e metabolicas

Variaveis C OB OBT
Massa Corporal Inicial (g) 27,4+0,6 279+0,8 28,0+ 1,1
Massa Corporal Final (g) 38,1+0,9 543+1,3" 459+ 1,2
Ganho de Massa Corporal (g) 10,7+ 1,1 26,4+1,2" 17,9+ 10,9
Comprimento (cm) 11,5+ 0,6 11,8 0,8 11,6 £0,5
indice de Lee 2,9+0,2 32+02° 3,1£0,2
Gordura epididimal (mg) 337,9+29,0 4979 + 26,3 366,4 + 32,9*
Glicemia de jejum (mg/dL) 119,3£5,9 276,6 +12,1° 177,1 £10,9*
Insulinemia de jejum (ng/mL) 1,7+0,3 53+0,7" 2,5+0,6™
KITT (% min) 44+04 2,3+0,5" 3,6 +04™

Tabela 2. Variaveis da composigdo corporal dos grupos: C, controle; OB, grupo obeso induzido
por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso induzido por DHL
ofertada por 8 semanas e concomitantemente ao protocolo de treinamento fisico (n=15 por grupo).
*diferente do grupo Controle; “diferente do grupo OB.

Na tabela 3, estdo descritos os valores das varidveis de perfil lipidico analisadas
nos diferentes grupos experimentais. Verifica-se que os animais do grupo OB
apresentaram aumento do nivel de colesterol total e de LDL, quando comparados aos
animais do grupo Controle (C). Em dire¢do oposta, observa-se que o treinamento fisico,
grupo OBT, foi eficiente em reduzir a concentragdo desses dois pardmetros, quando
comparou-se os animais obesos treinados aos seus pares sedentarios. Para as demais
variaveis do perfil lipidico (triacilglicer6is e HDL) ndo foram encontradas diferengas

entre 0os grupos.
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Tabela 3. Variaveis do perfil lipidico.

Variaveis C OB OBT
Colesterol Total (mg/dL) 983+32 1452+4,1*% 1224+28"
Triacilglicerol (mg/dL) 66,0 £ 16 91,2 +21 73,4+ 18,0
HDL (mg/dL) 75+4,0 72,0£5,0 77,0£5,0
LDL (mg/dL) 30,0£6,0 99,0+12,0%  38,0=6,0¢

Tabela 3. Variaveis do perfil lipidico nos grupos: C, grupo controle; OB, grupo obeso induzido
por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso induzido por DHL
ofertada por 8 semanas e submetido concomitantemente ao protocolo de treinamento fisico (n=15
por grupo). *diferente do grupo Controle; “diferente do grupo OB.

Na figura 7, estd apresentado o resultado referente a ingestao alimentar de 12 horas
ap6s estimulo intraperitoneal com leptina. Pode-se observar que os animais obesos
sedentarios (OB) tiveram maior ingestao alimentar, em calorias, quando comparados aos
animais controles magros (C). Por outro lado, os animais submetidos ao protocolo de
exercicio fisico tiveram maior resposta ao estimulo com leptina se comparado aos animais
obesos sedentarios (Figura 7). Isso demonstra que o exercicio fisico foi capaz de
preservar, a0 menos em relagdo ao grupo obeso, a sensibilidade a leptina no hipotalamo,

reduzindo a hiperfagia desses animais.
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Figura 7. Ingestao alimentar de 12 horas em resposta ao estimulo com leptina.
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Figura 7. Ingestao alimentar de 12 horas apos estimulo com leptina intraperitoneal nos grupos:
C, grupo controle; OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8
semanas; OBT, grupo obeso induzido por DHL ofertada por 8 semanas e submetido ao protocolo
de treinamento fisico durante o mesmo periodo (n=15 por grupo). *diferente do grupo C(+)
estimulado com leptina; “diferente do grupo OB(+) estimulado com leptina.

De acordo com os resultados encontrados na figura 8A, os animais obesos
sedentarios (OB) apresentaram diminui¢do da fosforilagdo das proteinas envolvidas na
transducdo do sinal da leptina (JAK2 e STAT3) se comparado aos animais controles (C)
no hipotadlamo. O contetido proteico de STAT3 nuclear foi maior no grupo controle se
comparado ao grupo obeso. Ao contrario os animais obesos exercitados apresentaram
maior fosforilagdo das proteinas da via de sinalizacdo da leptina e contetido de STAT3

nuclear em relagdo a seus pares sedentarios (Figuras 8B).
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Figuras 8A. Conteudo e fosforilagdo das proteinas da via de sinalizagdo da leptina no

hipotalamo.
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Figura 8A. Via de sinalizagdo molecular da leptina no hipotalamo obtido através de experimentos
de imunoblot e imunoprecipitagdo nos grupos C, grupo controle; OB, grupo obeso induzido por
dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas; (n=5 por grupo com estimulo com leptina ¢
n=3 para o grupo sem estimulo com leptina). *diferente do grupo controle (C) estimulado com
leptina; “diferente do grupo OB estimulado com leptina; p<0,05.
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Figura 8B
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Figura 8B. Via de sinalizagdo molecular da leptina no hipotalamo obtido através de experimentos
de imunoblot e imunoprecipitagdo nos grupos OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica
(DHL) ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso induzido por DHL ofertada por 8 semanas e
concomitantemente submetidos ao protocolo de treinamento fisico (n=5 por grupo com estimulo
com leptina e n=3 para o grupo sem estimulo com leptina). * diferente do grupo OB estimulado
com leptina; p<0,05.

A seguir, foram avaliadas algumas proteinas envolvidas no processo inflamatdrio
de baixo grau no hipotalamo (Figura 9A e 9B). Observa-se aumento no conteido de TNF-
a, fosforilacdo de JNK e IKK, aumento no conteudo proteico de IL1-p e IL-6, SOCS3 e
TLR4, como também da associacdo TLR-4/MyDD88 no hipotalamo dos animais obesos
(OB) em relagdo ao grupo controle (C). Por outro lado, notou-se que o protocolo de
treinamento fisico foi eficiente em reduzir o processo inflamatério quando comparado

aos animais obesos sedentarios (Figuras 9A e 9B).



Figura 9A. Via de sinalizac¢ao inflamatéria no hipotalamo
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Figura 9A. Analise do conteudo total, fosforilacao e associacao das proteinas da via inflamatoria
nos experimentos de imunoblot e imunoprecipitagdo dos diferentes grupos experimentais. C,
grupo controle; OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas
(n=6 por grupo). *diferente do grupo controle; p<0,05.
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Figura 9B. Via de sinalizacao inflamatoria no hipotalamo.
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Figura 9B. Analise do conteudo total, fosforilagdo e associag@o das proteinas da via inflamatoria
nos experimentos de imunoblot e imunoprecipitagdo dos diferentes grupos experimentais. OB,
grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso
induzido por DHL ofertada por 8 semanas e concomitantemente submetido ao protocolo de
treinamento fisico (n=6 por grupo). *diferente do grupo OB; p<0,05.

Depois da avaliagdo da via inflamatoria, foram estudas os efeitos da dieta
hiperlipidica e do treinamento fisico sobre proteinas da via molecular de estresse de
reticulo e de apoptose no hipotadlamo. Observa-se na figura 10A aumento na fosforilagao
das proteinas mediadoras do estresse de reticulo, p-PERK e p-elF2a nos animais obesos
sedentarios quando comparado aos animais controles (C). Por outro lado, o treinamento
fisico foi capaz de reduzir a fosforilagdo destas proteinas no hipotdlamo (Figura 10B).

Além disso, verifica-se que os camundongos obesos sedentarios apresentaram
aumento do contetdo e associag¢do de proteinas de apoptose, tanto da via extrinseca, bem
como da via intrinseca. Houve aumento do conteudo proteico de Bax ¢ PARP1 e uma
elevada associagdao do FADD com a Caspase 8, e da APAF1 com a Caspase 9 nos animais
obesos sedentdrios quando comparados aos animais do grupo controle. Em adi¢do, nota-
se que a obesidade induzida por DHL levou a uma diminui¢do do contetdo proteico de

Bcl-2, proteina com agdo anti-apoptodtica (Figura 10A).
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Em contrapartida, o treinamento fisico foi eficaz em reduzir o processo
apoptdético, desencadeando uma diminui¢do na expressdo das proteinas Bax ¢ PARP1 ¢
na associac¢do das proteinas APAF1/Caspase9 e FADD/Caspase8. Os animais submetidos
ao treinamento fisico também apresentaram um aumento no conteudo da proteina Bcl-2

no hipotalamo (FiguralOB).

Figura 10A. Via de sinalizacdo relacionadas ao estresse de reticulo endoplasmatico e de

apoptose no hipotalamo.
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Figura 10A. Via de sinalizagdo de proteinas relacionadas ao estresse de reticulo endoplasmatico
e de apoptose no hipotalamo obtidos através dos experimentos de imunoblot e imunoprecipitagdo
dos grupos C, grupo controle; OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada
por 8 semanas; (n=6 por grupo). * diferente do grupo controle; p<0,05.
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Figura 10B. Via de sinalizacdo relacionadas ao estresse de reticulo endoplasmatico e de

apoptose no hipotalamo.
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Figura 10B. Via de sinalizagdo de proteinas relacionadas ao estresse de reticulo endoplasmatico
e de apoptose no hipotadlamo obtidos através dos experimentos de imunoblot e imunoprecipitagdo
dos grupos OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas; OBT,
grupo obeso induzido por DHL ofertada por 8 semanas ¢ concomitantemente submetido ao
protocolo de treinamento fisico (n=6 por grupo). “diferente do grupo OB; p<0,05.

Como segundo método para avaliar o dano celular e a indugdo do processo
apoptotico foi realizado o ensaio com o teste do TUNEL, complementando os resultados
de imunoblot. Esta técnica permite avaliar marcacdo da fragmentagdo de DNA, processo
este inerente ao mecanismo de apoptose. As imagens obtidas através do TUNEL, mostra
que os animais obesos sedentarios tiveram aumento da fragmentagao de DNA (apoptose)
no hipotalamo se comparados aos camundongos controles. Por outro lado, o treinamento

fisico redugdo a fragmentacdo de DNA (Figura 11).
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Figura 11. Anélise da fragmentagdao de DNA através da técnica do TUNEL

Teste de Tunel em amostras de nucleo arqueado (Arc)

Figura 11. Analise da fragmentacdo de DNA através da Técnica de TUNEL dos diferentes grupos
experimentais. C, grupo controle; OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL)
ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso induzido por DHL ofertada por 8§ semanas e
concomitantemente submetidos ao protocolo de treinamento fisico (n=5 para cada grupo
experimental). As setas brancas sdo as marcagdes no merge dos nucleos com fragmentagdo de
DNA, marcados pelo TUNEL. As imagens estdo amplificadas em 400x (barra de escala, 10pm).

Como complemento das andlises prévias realizadas com objetivo de avaliacao do
processo inflamatorio instalado no hipotdlamo dos animais obesos, realizou-se a
marcagdo da proteina F4/80, presente na superficie de macréfagos quando estio em
atividade. Nota-se, na figura 12, que os animais do grupo OB tiveram um aumento na
expressao da proteina F4/80, evidenciando uma maior ativagdo de macrofagos
(microglia) no hipotdlamo dos animais obesos sedentarios. Ja, ao observar os resultados
dos animais do grupo OBT, verifica-se que ocorreu uma redugdo da ativacdo de
macrofagos, na micréglia, dos animais treinados, em comparagdo aos seus pares

sedentarios.
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Figura 12. Marcacao de F4/80 para avaliagcdo da ativagao de macréfagos no hipotalamo

(micréglia).

Figura 12. Anélise da ativagdo de macréfagos pela marcagdo da proteina F4/80 nos grupos C,
grupo controle; OB, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica (DHL) ofertada por 8 semanas;
OBT, grupo obeso induzido DHL ofertada por 8 semanas e concomitantemente submetido ao
protocolo de treinamento fisico. Todos os grupos estavam distribuidos igualmente, com um n=5
por grupo. As setas brancas sdo as marcacdes no merge da proteina F4/80 presente na superficie
de macroéfagos ativados. As imagens encontram-se com uma amplificagdo de 400x (barra de
escala de 200pum e 50um).

Posteriormente, realizou-se a andlise da expressao de RNAm dos neuropeptideos
reguladores da fome e da saciedade, NPY e POMC. Nao houve diferenca entre os grupos
experimentais quando avaliou a expressdo de RNAm de NPY. Contudo, os animais
obesos sedentarios apresentaram reduc¢do da expressio de RNAm de POMC em
comparagdo aos seus pares magros, do grupo controle. Por outro lado, o treinamento
fisico foi eficiente em promover o aumento da expressao de RNAm do neuropeptideo
POMC nos animais obesos treinados, em comparagao aos camundongos do grupo obeso

sedentario.
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Figura 13. Expressao de RNAm dos neuropeptideos reguladores da fome/saciedade,
NPY e POMC.
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Figura 13A-13B. Analise da expressdo de RNAm dos neuropeptideos NPY (13A) e POMC (13B)
dos diferentes grupos experimentais. C, grupo controle; OB, grupo obeso por dieta hiperlipidica
ofertada por 8 semanas; OBT, grupo obeso induzido por dieta hiperlipidica ofertada por 8 semanas
e concomitante submetido ao protocolo de treinamento fisico (n=5 para cada grupo experimental).
*diferente do grupo controle; “diferente do grupo OB; p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Estudos em modelos animais € humanos mostram que o consumo de dieta rica em
gordura saturada leva a um estado de hiperfagia, aumento da massa corporal total e
acréscimo do tecido adiposo (Moraes et al., 2009; Ropelle et al., 2010; Van De Sande-
Lee et al., 2011; Thaler et al., 2012). Nesse contexto, cada vez mais tem se dado destaque
ao estudo das fungdes e dos disturbios relacionados ao hipotdlamo, considerado o centro
regulador da fome e da termogénese (Velloso, 2006). No entanto, no estado de obesidade,
células adiposas e infiltradas por macréfagos secretam diversas biomoléculas como
citocinas pré-inflamatorias e, outros fatores, que prejudicam as a¢des da insulina e da
leptina, induzindo hiperfagia. Dentro deste contexto, no presente estudo, procurou-se
investigar o papel do exercicio fisico sobre os processos de inflamagdo, estresse de
reticulo endoplasmatico e apoptdtico em camundongos obesos induzidos por uma dieta
rica em gordura saturada. Considerando que esta seja uma estratégia ndo farmacologica,
com efeitos relevantes sobre o hipotdlamo e, portanto, de combate a obesidade, mas que
ainda ndo esta totalmente compreendido.

De modo a elucidar os fendmenos previamente apresentados, os experimentos
foram distribuidos em duas etapas. Primariamente, procurou-se investigar na etapa 1,
através da técnica de bioinformatica, a correlagdo entre as proteinas inflamatorias, em
especial do TNF-a sobre o processo de apoptose, analisando as proteinas envolvidas nas
vias apoptdticas. Tal investigacdo auxiliou nas tomadas de decisdes e, confirmaram as
evidéncias na literatura de que o aumento da inflamagdo esta associado com a ativagdo
de proteinas pro-apoptoticas. J4, na etapa 2, procurou-se investigar os efeitos do exercicio
fisico cronico (treinamento) aerdbio realizado concomitantemente a inducao de obesidade
sobre algumas varidveis da composi¢do corporal, varidveis metabdlicas e o
comportamento alimentar apds estimulo com leptina. Foram avaliados ainda nesta etapa
os efeitos da dieta e do exercicio fisico sobre o perfil lipidico nos diferentes grupos de
animais.

Os resultados encontrados permitem considerar que a dieta hiperlipidica induziu
aumento da massa corporal total, indice de Lee e da gordura epididimal nos
camundongos. Apenas os animais que receberam a dieta hiperlipidica e foram
concomitantemente submetidos ao protocolo de treinamento fisico tiveram essas
variaveis reduzidas em relacdo aos animais obesos sedentarios. Estes dados estdo de

acordo com diversos estudos que utilizaram de dieta similar ao do nosso trabalho para a
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inducgdo de obesidade em modelos animais (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009;
Ropelle et al., 2010; Cintra et al., 2012; Chiarreotto-Ropelle et al., 2013; Ropelle et al.,
2013).

Corroborando com estes resultados de aumento da adiposidade, verifica-se que a
taxa de decaimento da glicose a partir do estimulo com insulina no teste de tolerancia a
insulina foi menor nos grupos que receberam a dieta rica em gordura se comparados aos
animais magros. A resisténcia a insulina também fica evidente pelos resultados de
insulinemia e glicemia de jejum, que foi maior nos animais obesos sedentarios. Este
fendmeno pode ser explicado ao observar que a hiperinsulinemia no organismo de
animais obesos ¢ uma tentativa de se compensar a resisténcia a este hormonio. Ao se
analisar a hiperglicemia de jejum, também se evidencia que a quantidade de insulina
produzida pelas ilhotas pancreaticas nao esta sendo suficiente para suprir a resisténcia a
este hormonio em tecidos insulino dependentes para a captacdo de glicose, conduzindo
estes animais a este quadro de hiperglicemia. Dados muito semelhantes podem ser
encontrados em estudos da literatura que fizeram uso de dieta hiperlipidica para inducao
de obesidade e observaram queda na taxa de utilizacao de glicose nos animais (Da Silva
et al., 2010; De Souza et al., 2010; Da Luz et al., 2011; Marinho et al., 2012; Rao et al.,
2013).

Sobre este topico, a literatura € recorrente em demonstrar que o exercicio fisico €
capaz de aumentar tanto a sinalizacdo dependente de insulina (via IR/IRSs/PI3k/Akt),
quanto a independente de insulina [via proteina quinase ativada por AMP (AMPK)] e
calcio-calmodulina) envolvidas com a captacdo de glicose no musculo esquelético
(Ropelle et al., 2005; Pauli et al., 2009). Ademais, o exercicio fisico tem sido eficaz em
reduzir o contetido de proteinas inflamatérias como TNF-q, IKK, JNK, entre outras em
tecidos periféricos como por exemplo, no musculo esquelético, contribuindo com o
aumento da sensibilidade a insulina do organismo de roedores obesos (Ropelle et al.,
2006; Da Silva et al., 2010). Estes efeitos do exercicio fisico sobre variaveis relacionadas
ao metabolismo da glicose em geral perduram por 24 a 48 horas apos a ultima sessdo de
esforco fisico (Chibalin et al., 2000). Deve-se refor¢ar que muitos desses efeitos positivos
do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina sdo encontrados mesmo quando nao
ha alteracao no contetido de gordura corporal (Ropelle ef al., 2006; Pauli et al., 2008;
Marinho et al., 2012).

As andlises relacionadas ao perfil lipidico mostram que os valores de colesterol

total e LDL foram maiores no grupo obeso sedentdrio comparado aos animais controles
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magros. Entretanto, o grupo OBT, de animais obesos submetidos ao treinamento fisico
simultaneamente a oferta da dieta rica em gordura, teve os valores de colesterol total e
LDL reduzidos quando comparado ao grupo obeso sedentario. Tanto o triacilglicerol,
quanto os niveis de HDL, ndao foram modificados entre os grupos estudados.
Reconhecidamente, a melhora da satilde metabolica (glicemia e sensibilidade a insulina)
com redu¢do na concentracdo de colesterol ¢ LDL e menor aumento da massa adiposa
promovem beneficios a satde e previne as complicagdes associadas a obesidade (Park et
al., 2012; Lee et al., 2014). Os efeitos da atividade fisica no perfil lipidico envolvem a
reducdo nos triacilglicerdis e um aumento no HDL, e ambos podem estar relacionados
com redugdo da resisténcia a insulina. Embora tais evidéncias sejam encontradas em
resposta ao treinamento fisico, quase sempre estdo associados a um maior tempo de
treinamento ou maior volume de exercicio (Kraus ef al., 2002).

Os efeitos do exercicio sobre a trigliceridemia ¢ obtida pelo estimulo a produgao
e atividade da lipoproteina lipase, o que promove a metabolizagdo de quilomicrons e
VLDL (Gabriel et al., 2013; Freese et al., 2014). Em consequéncia, ha reducdo na
forma¢dao de LDL pequenas e densas, com predominio de uma fragdo maior de LDL,
menos aterogénica (Halverstadt et al., 2007; Sondergaard ef al., 2014). Em adi¢ao, pelo
estimulo a agdo da lipoproteina lipase, formam-se particulas nascentes de HDL (Olchawa
et al., 2004). Contudo, como previamente considerado, caracteristicas especificas do
exercicio, como intensidade, frequéncia e duragcdo das sessdes sdo determinantes para o
beneficio conferido ao metabolismo lipidico. Por exemplo, o aumento dos niveis de HDL
plasmatica parece estar relacionado ao maior volume de treinamento aerdbio, quando
comparado apenas ao aumento de intensidade deste tipo de exercicio (Kraus et al., 2002).
Tal adaptagdo estd também relacionado ao efeito do treinamento fisico do tipo aerdbio
que ¢ capaz de aumentar o niumero de fibras de contragdo lenta (Tipo Ila e IIb), dotada de
elevada capacidade de metabolizar acidos graxos advindos das lipoproteinas ricas em
triglicerideos, através da acdo da lipoproteina lipase. O referido mecanismo esta
associado ao aumento da concentracao de HDL. Isto explica no minimo em parte, por que
em nossos resultados ndo foram encontradas alteragdes sobre variaveis do perfil lipidico,
talvez a exposi¢do por mais tempo a dieta hiperlipidica ou maior periodo de treinamento
fisico sejam necessarios.

Cabe ressaltar, que a intensidade do protocolo de treinamento fisico utilizado foi
de 60% da poténcia maxima de corrida, por ser considerada uma velocidade equivalente,

ou proxima do limiar anaerdbio dos animais, definida em experimentos prévios (Ferreira
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et al., 2007). Portanto, este exercicio ¢ considerado de dificuldade moderada de execugao,
uma vez que a intensidade referente ao limiar anaerébio representa o estagio no qual a
producdo e remocdo de lactato se equivalem. Por isso, o protocolo de exercicio foi
realizado com aumento progressivo do volume, iniciando com 15 minutos até atingir 60
minutos, respeitando o principio da sobrecarga do treinamento. Para garantir que esta
intensidade fosse mantida ao longo do programa de 8 semanas de treinamento, na quarta
semana do protocolo de treinamento, foi realizado um segundo teste de poténcia maxima,
para que a carga fosse ajustada para cada animal. Os resultados obtidos mostram que a
velocidade maxima de corrida e a distancia percorrida aumentaram no ultimo teste de
poténcia maxima, realizado na oitava e ltima semana de treinamento, o que demonstra
que o protocolo de exercicio fisico adotado foi eficiente em promover aumento de
desempenho nos camundongos obesos treinados.

As proximas analises realizadas no presente estudo foram direcionadas a
investigar os efeitos da dieta rica em gordura e do exercicio fisico sobre as respostas
hipotalamicas frente a estimulos com leptina e insulina. Entende-se, que os desarranjos
moleculares que acontecem no hipotadlamo inicialmente induzido por ingestdo de dieta
rica em gordura e subsequentemente pelo acimulo excessivo de gordura (obesidade),
promovendo a manutengdo do tonus inflamatdrio sejam o principal aspecto relacionado
ao desenvolvimento de uma constelacdo de anormalidades metabodlicas que inclui a
resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemias e doengas cardiovasculares, todas elas
presentes no risco cardiometabdlico.

Na literatura observa-se tanto em modelos animais como em humanos, que
distarbios no hipotdlamo podem desencadear hiperfagia e com isso a instalagdo e
progressao da obesidade (De Souza et al., 2005; Picardi et al., 2008; Velloso et al., 2008;
Ropelle et al., 2010; Van De Sande-Lee et al., 2011; Thaler et al., 2012). Por outro lado,
o exercicio fisico tem se destacado como uma importante ferramenta nao farmacologica
com efeitos robustos sobre o hipotalamo atenuando a disfungdo hipotalamica associado a
obesidade (Ropelle ef al., 2010; Chiarreotto-Ropelle et al., 2013). Quando se analisa os
resultados da ingestdo alimentar com estimulo de leptina, pode-se notar que os animais
obesos sedentarios apresentaram maior resisténcia a esta citocina, identificado pela maior
ingestdo de alimento no periodo de 12 horas. No entanto, o grupo de camundongos
submetidos ao treinamento fisico apresentou menor ingestao quando comparado ao grupo
de animais obesos sedentirios quando estimulados com leptina. Através deste

experimento foi possivel observar que o treinamento fisico teve efeito preventivo,
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atenuando aos efeitos deletérios da dieta hiperlipidica sobre a via de sinalizagdo da
leptina. Isto foi confirmado pelo aumento da fosforilagdo das proteinas JAK2 e STAT3
no hipotélamo, proteinas inerentes a via de transdugao do sinal da leptina.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com os dados encontrados
por Thivel e colaboradores. Ao investigar a ingestao alimentar de adolescentes obesos,
Thivel e colaboradores encontraram que a realizagdo de exercicio fisico agudo de
moderada-alta intensidade (75% do VOamsx) se mostrou eficiente em reduzir a ingestao
alimentar de adolescentes obesos, tanto no almogo, quanto no jantar, quando comparados
aos seus pares sedentdrios e aos que realizaram a sessao de exercicio fisico agudo de baixa
intensidade (40% do VOamsax) (Thivel et al., 2012). Deste modo, pode-se notar que tanto
em humanos, como em camundongos, o exercicio fisico possui efeito positivo para o
controle da ingestdo alimentar, promovendo reducdo da hiperfagia encontrada na
condicao de obesidade.

Em um outro estudo, também avaliando a ingestdo alimentar em humanos com
sobrepeso e obesidade, Martins e colaboradores evidenciaram que para exercicios
isocaloricos, com gasto energético de 250 kcal, tanto o exercicio intervalado intenso (tiros
em cicloergdmetro de perna de 8 segundos, atingindo 85 a 90% da frequéncia cardiaca
maxima (FCméx), com intervalos de recuperagao de 12 segundos, pedalando de 20 a 30
rpm), quanto moderado (exercicio em cicloergdmetro de perna a 70% da FCmaéx), tiveram
as mesmas respostas para os hormonios reguladores da fome. Para estas duas
intensidades, os individuos exercitados obtiveram reducio dos niveis grelina e aumento
dos niveis de glucagon-like peptide 1 (GLP-1), justificando, pelo menos em partes, a
redugdo da ingestdo calorica encontrada no estudo de Thivel e colaboradores (Martins et
al., 2015).

Na condic¢do de obesidade, o tecido adiposo, especialmente localizado na regido
visceral do corpo secreta diversas biomoléculas como citocinas pro-inflamatdrias e outros
fatores, que estdo envolvidos na indugdo da resisténcia a insulina e a leptina. Dado a
severidade de complicacdes e o impacto deste tipo de gordura tem sido utilizado o termo
adiposopatia (Adiposopathy) (Bays, 2012). O conhecimento adquirido nas tultimas
décadas permite agora considerar que o prejuizo na agdo da insulina e da leptina pode
ocorrer apds a ingestdo de alimentos ricos em lipidios, com predominancia de acidos
graxos saturados, os quais sdao capazes de ativar receptores de membrana denominados

receptores do tipo Toll (TLR), especificamente o TLR4, e acionar proteinas pro-
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inflamatoérias e de estresse de reticulo endoplasmatico (Milanski et al., 2009; Moraes et
al., 2009; Cintra et al., 2012).

Do ponto de vista pratico, esse receptor reconhece patdgenos por apresentar
afinidade a estrutura lipidica do LPS. Composto por acidos graxos laurico (C12:0) e
miristico (C14:0), o LPS bacteriano dispara resposta inflamatoria intensa € o sistema
imune sinaliza para a destrui¢cao do micro-organismo invasor. Contudo, tais acidos graxos
estdo presentes na alimentacdo humana (por exemplo, gordura saturada) e, em excesso,
podem ativar os receptores TLR4, sem que haja, necessariamente, infec¢ao bacteriana.
No entanto, a ativacdo do TLR4 culminard com prejuizos na transdugdo do sinal da
insulina e leptina (Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009; Cintra ef al., 2012). Nesse
sentido, a dieta ofertada para indugdo de obesidade aos animais em nosso estudo ¢
constituida da sua fra¢do lipidica de banha de porco, fonte de gordura saturada. Isso
explica o caos metabdlico observado nos animais tratados com a dieta hiperlipidica ¢ a
inducdo de inflamagao.

Proteinas inflamatorias como TNF-a e IL-1p, produzidas a partir de um estimulo
oriundo do TLR, por exemplo, iniciam suas vias, ativando proteinas com atividade de
serinas quinase como a c-Jun N-terminal quinase (JNK) e a lkappa Kinase (IKK), que
por sua vez, desencadeiam a fosforilagdo tanto do receptor de insulina, como dos
substratos do receptor de insulina em serina € ndo mais nos substratos de tirosina destas
proteinas. Isto prejudica a transducdo do sinal da insulina e seus efeitos biologicos
intracelulares. A compreensdo da fina regulacdo das proteinas envolvidas em tais vias &
essencial para os desdobramentos na compreensdo do disturbio, a fim de propor
estratégias mais eficientes contra a doencga (Cintra et al., 2012; Chiarreotto-Ropelle et al.,
2013). Além disso, a ativagdo do complexo IKK/NF«B a partir da ativagao do IKK pelo
TLR, permite dissociagdo e a migracdo do NFkB para o ntcleo, onde este fator de
transcricdo exerce seu papel, desencadeando um aumento do contetdo de proteinas
inflamatérias, como por exemplo, a SOCS3, proteina que exerce efeito negativo na
sinalizacdo da leptina (Moraes et al., 2009; Ropelle et al., 2010; Cintra et al., 2012;
Chiarreotto-Ropelle ef al., 2013).

Os animais obesos deste trabalho apresentaram aumento de citocinas
inflamatoérias, quando comparado aos animais magros. Por outro lado, o treinamento
fisico foi capaz de reduzir o contetdo proteico das proteinas pré-inflamatorias (TNF-a,

IL-6, IL-1B, IKK, JNK, SOCS3 e TLR-4) nas células hipotalamicas. Isto explica, ao
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menos em parte, as respostas positivas obtidas com a inje¢do de leptina, reduzindo a
ingestdo alimentar nesses animais obesos treinados.

Resultados similares foram observados em resposta ao exercicio fisico agudo de
baixa intensidade e longa duracdo em ratos obesos. Ropelle e colaboradores
demonstraram que animais exercitados agudamente apresentam redu¢ao do conteudo de
proteinas inflamatdrias em neurdnios hipotalamicos, que foi acompanhado por redugdo
da hiperfagia (Ropelle ef al., 2010). Os resultados revelados por Ropelle e colaboradores
apontam para um efeito anti-inflamatério do exercicio fisico obtido através do aumento
da interleucina 6 e interleucina 10 (IL-6 e IL-10) a nivel hipotalamico. A IL-10 exerce
efeito inibitorio sobre o fator de transcricdo NF«B e, portanto, do processo inflamatdrio
de baixo grau (Schottelius ez al., 1999). Concomitante a redu¢do da inflamagao, os autores
também mostraram redugdo do fendmeno de estresse de reticulo endoplasmatico,
repercutindo positivamente para a melhora da sinalizagao intracelular da insulina e leptina
(Ropelle et al., 2010). Contudo, ainda ndo ¢ totalmente esclarecido na literatura cientifica
se estas respostas promovidas pelo exercicio fisico ocorrem a partir dos tecidos
periféricos, como o musculo esquelético, e a partir dele ¢ que ha um reflexo no sistema
nervoso central, ou se elas acontecem diretamente no sistema nervoso central (SNC), ou
se hd uma comunicacgao destes dois sistemas (SNC e periferia), onde uma melhora em um
dos sistemas pode influenciar a resposta dos demais. Este conflito na literatura pode ser
evidenciado no estudo de Kilic e colaboradores, que avaliaram a resposta das
concentragdes de IL-6 plasmaticas e no liquor apds uma sessdo exaustiva de exercicio
fisico agudo (Kilic et al., 2014).

Kilic e colaboradores submeteram trés grupos de ratos Wistar a um exercicio de
natacdo exaustivo (determinando a exaustdo quando os animais ficaram submersos por
10 segundos). Posteriormente, os autores avaliaram a concentracdo plasmatica e no liquor
dos animais 24h e 48h apds esta sessdo exaustiva. Os trés diferentes grupos do estudo
foram: controle sedentario (ratos Wistar que nao realizaram um protocolo de treinamento
prévio); grupo treinamento moderato (ratos Wistar que treinaram por 8 semanas, lh por
dia, 5 vezes por semana); grupo treinamento vigorosos (ratos que iniciaram seu
treinamento nadando 30 min na primeira semana, com um aumento de 30 min em cada
semana, até atingir 2,5h na quinta semana. A partir desta semana, o volume se manteve o
mesmo até atingirem 8 semanas de treinamento (Kilic ez al., 2014).

Apoés este periodo de treinamento, realizou-se uma sessdo exaustiva e as

avaliagdes das concentragdes plasmaticas e no liquor de IL-6. Os autores nao observaram
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diferenca nas concentragdes plasmaticas de IL-6, quando se comparou os grupos € os
tempos avaliados. Entretanto, encontrou-se diferenca na concentraciao de IL-6 no liquor
dos animais que realizaram o treinamento vigoroso 24h apds a sessdo de exercicio
exaustiva em comparagao aos seus pares controles sedentarios e os que realizaram o
protocolo de treinamento fisico moderado (Kilic et al., 2014).

Deste modo, fica claro que mais estudos sdo necessarios para um melhor
entendimento da a¢do do exercicio fisico em relagdo as citocinas produzidas pelo esfor¢o
fisico e, principalmente, na existéncia, ou nao, desta comunicacao integrada entre a
periferia e o sistema nervoso central.

Dados encontrados em nosso estudo apontam para uma redugao do estresse de
reticulo endoplasmatico nos animais treinados em relagdo aos animais obesos sedentarios.
Além disso, também foi possivel observar uma diminui¢ao da ativa¢do de macréfagos no
hipotalamo dos animais obesos treinados em relagao aos seus pares obesos sedentarios.
Este resultado pode ser visto por uma menor marcacdo da proteina F4/80 em tecido
hipotalamico. Cabe reforcar, que o trabalho realizado por Ropelle e colaboradores avaliou
apenas o efeito agudo do exercicio fisico e as andlises foram feitas imediatamente apds o
término do exercicio (Ropelle et al., 2010). Os dados obtidos no presente estudo permitem
considerar que a preven¢ao do aumento na adiposidade corporal dos animais mediante a
realizagdo de exercicio fisico € capaz de atenuar o processo inflamatério e de estresse de
reticulo em neurdnios localizados no hipotalamo.

Em outro estudo, também utilizando o treinamento fisico aerobio, de intensidade
moderada, durante 26 semanas, € a inducao de obesidade por dieta rica em gordura, Yi e
colaboradores evidenciaram que o treinamento fisico conseguiu proteger a inflamagao
hipotalamica existente na condi¢cdo de obesidade (Yi ef al., 2012). Ao se utilizarem de
camundongos deficientes do receptor de LDL (/dlr -/-), Yi et al. confirmaram que ha um
aumento da ativacao da microglia no hipotdlamo dos camundongos que receberam dieta
rica em gordura. Por outro lado, o grupo de camundongos /d/r -/- que recebeu dieta rica
em gordura e que foi submetido a um protocolo de treinamento fisico aerdbio, de
intensidade moderada, por 26 semanas, teve reducdo da ativagdo da microglia no
hipotdlamo (Y1 et al., 2012). Estes dados encontrados por Yi e colaboradores estdo de
acordo com os dados encontrados neste presente estudo, no qual observou-se aumento da
marcacao da proteina F4/80, indicando aumento da ativacao de macrofagos (microglia)

em tecido hipotaldmico nos camundongos swiss obesos induzidos por dieta hiperlipidica,
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enquanto houve uma redugdo da ativagao macrofagica nos camundongos swiss obesos
treinados.

O estresse de reticulo endoplasmatico leva a ativa¢ao de mediadores inflamatdrios
como o complexo IKK/NF«B, prejudicando a sinalizagdo da leptina e da insulina no
hipotalamo (Ozcan et al., 2009). Curiosamente, embora a inibigao do estresse de reticulo
endoplasmatico no hipotdlamo de camundongos obesos reduza a resisténcia a leptina, este
ndo diminui a adiposidade (Milanski et al., 2009; Ozcan et al., 2009). A inter-relagdo
entre a sinalizagdo do TLR-4 e de estresse de reticulo endoplasmatico foi evidenciado em
experimento que demonstrou que a oferta de dieta rica em gordura falhou em induzir
estresse de reticulo endoplasmatico em camundongos nocautes do TLR-4 no figado,
tecido adiposo e musculo esquelético (Pierre et al., 2013).

Tomados em conjunto, estes dados sugerem que, no hipotalamo de roedores
obesos, a disfun¢do de estresse de reticulo endoplasmatico surge como uma consequéncia
da ativacdo TLR4 e pode ser modulada por citocinas anti-inflamatdrias. O impacto da
inibi¢do do estresse do reticulo endoplasmatico sobre a disfungdo hipotalamica na
obesidade ¢ suficiente para reduzir parcialmente a resisténcia a leptina, mas ndo o
suficiente para promover mudancas significativas na adiposidade (Milanski et al., 2009;
Ozcan et al., 2009). Tais observagdes reforgam ainda mais a importancia dos dados
obtidos no presente estudo ja que o treinamento fisico proposto foi capaz de atenuar o
aumento de massa corporal (adiposidade), que foi acompanhado por redugao da ativagao
da via do TLR-4 e de estresse de reticulo endoplasmatico, restaurando a sinalizagdo da
leptina e da insulina.

Observa-se também que o treinamento fisico quando aplicado concomitantemente
com a oferta da dieta hiperlipidica teve efeito supressivo sobre o processo apoptotico no
hipotalamo dos camundongos. Adicionalmente, revelou-se que o treinamento fisico
também aumentou o conteudo da proteina Bcl-2, de efeito anti-apoptotico. Além disso, o
protocolo de exercicio proposto foi capaz de atenuar tanto a ativagao de proteinas de vias
extrinsecas (como a associagdo da FADD/Caspase 8), como também intrinsecas de
apoptose (diminuicdo do conteido proteico de Bax e da associacdo entre
APAF1/Caspase9). Complementando a andlise sobre apoptose, observou-se também que
o treinamento fisico foi eficiente em reduzir a fragmentacdo de DNA, evidenciado por
uma menor marcacao do tecido hipotalamico na técnica de TUNEL. Em resposta a essas
adaptagdes promovidas pelo exercicio fisico, verificou-se maior expressao do RNAm de

POMC (neuropeptidio anorexigénicos) nos animais obesos exercitados em relacdo aos
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animais obesos sedentarios, o que corrobora com a diminui¢do da hiperfagia nos animais
treinados.

Estudo conduzido por Ropelle e colaboradores mostrou que tanto uma sessao
aguda de exercicio aerobio de natagdo (sessdo de 6 horas de natacao, composto por duas
séries de 3 horas com intervalo de 45 minutos entre as séries, sem sobrecarga adicional
aos animais), bem como de corrida (sessdo agudo de 90 minutos, com velocidade de 7 a
10 m/min, com inclina¢do de 5%) foram eficientes em reduzir a ingestdo alimentar de
ratos obesos, resultados que corroboram com os achados do presente estudo. Além disto,
Ropelle et al. encontraram que ao se exercitarem, oS animais apresentaram maior
expressao de RNAm de POMC se comparado aos animais obesos sedentarios € menor
expressao de RNAm de NPY, o que justifica esta redugdo da ingestao alimentar (Ropelle
et al., 2010). Contudo, neste presente estudo, apenas pode-se verificar o aumento de
transcricdo de RNAm de POMC nos animais obesos treinados, diferente do estudo de
Ropelle e colaboradores, porém com o mesmo efeito sobre o controle da hiperfagia nos
animais obesos treinados (Ropelle et al,, 2010). Entretanto, quando os autores
investigaram os efeitos do exercicio fisico sobre a via de sinalizagdo da leptina,
observaram que apods a realizacdo de uma sessdo de exercicio fisico aerobio houve uma
melhora na sensibilidade a leptina nos ratos obesos, aumentando a fosforilagdo em
tirosina da JAK-2 e STAT-3 (Ropelle et al., 2010). Estes resultados foram semelhantes
aos encontrados neste estudo, no qual os animais obesos treinados também apresentaram
aumento da sensibilidade a leptina, e consequentemente, da ativagdo de sua cascata de
sinaliza¢do. Porém, vale documentar que o protocolo de exercicio fisico agudo utilizado
por Ropelle e colaboradores teve duragdo de 6 horas (3 horas de sessdo, com 45 minutos
de intervalo, e mais 3 horas de exercicio) e baixa intensidade, sem carga. E, as andlises
ocorreram imediatamente apos o término do esfor¢o. Por outro lado, neste presente
estudo, utilizamos de um protocolo de 1 hora em cada sessao de treino a 60% da Pmax
(intensidade moderada), sendo este exercicio mais facilmente tolerado pelos animais,
permitindo num futuro préximo a aplica¢do e comparagdo com seres humanos.

Em outro estudo recente, Chiarreotto-Ropelle e colaboradores conseguiram
observar um aumento da fosforilagdo e ativacdo das proteinas da via de sinalizagdo
intracelular da leptina, JAK2 e STAT3 no hipotdlamo com exercicio fisico agudo. Esta
melhora possibilitou um melhor controle da ingestao alimentar, e assim, do balanco
energético dos animais obesos exercitados. Entretanto, diferente deste presente estudo,

que utilizou o treinamento fisico de esteira como protocolo de exercicio fisico, os autores
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utilizaram um protocolo agudo de exercicio fisico, de natagao com duragdo de 6 horas (2
sessOes de 3 horas de natagdo com intervalo de 45 minutos entre elas), de intensidade
baixa (sem carga sobre o animal), com andlises realizadas logo ao final do esfor¢o
(Chiarreotto-Ropelle et al., 2013).

Quanto ao processo inflamatério e de estresse de reticulo endoplasmatico, os
resultados encontrados no trabalho de Milanski e colaboradores foram similares ao do
presente trabalho. Em ambos os estudos foi observado que os animais obesos induzidos
por dieta hiperlipidica sedentarios tiveram aumento dos niveis de TLR4 e de sua ativagao,
ou seja, sua associacdo com a proteina MyDD88. Ademais, a obesidade provocou um
aumento do conteudo proteico das citocinas inflamatoérias, IL-1p, TNF-a, IL-6 e, por
conseguinte, teve uma maior ativagdo das vias inflamatoérias, evidenciada pelo incremento
de fosforilagdo da JNK e das proteinas marcadoras de estresse de reticulo, p-PERK e p-
elF2a (Milanski et al., 2009).

Em relagdo ao processo apoptotico foram poucos estudos que avaliaram o efeito
do treinamento fisico sobre este fendmeno. No entanto, aqueles que fizeram ndo foram
direcionados ao hipotalamo. No estudo de Lee e colaboradores, os autores tiveram como
objetivo mensurar o efeito do treinamento fisico aerobio em esteira sobre as vias
apoptoticas no coragdo de ratos Zuckers obesos (Lee et al., 2013). Os autores
evidenciaram que o treinamento fisico reduziu a fragmentacdo de DNA, analisada pela
técnica de TUNEL, diminuiu os niveis proteicos de TNF-a, do dominio de morte
associado a Fas (FADD), de Bax, caspase 9, caspase 8 e caspase 3 nos ratos Zuckers
obesos submetidos a 12 semanas a um protocolo de treinamento fisico aerdbio, quando
comparado aos seus pares obesos sedentdrios. Todos estes parametros das vias de
apoptose estavam aumentados nos animais obesos sedentdrios ao compara-los aos ratos
Zucker magros (Lee et al., 2013).

Em outro estudo, foi investigado o efeito do treinamento fisico de esteira sobre a
memoria de curto prazo e sobre as vias apoptdticas no hipocampo de ratos com lesdao
cerebral traumatica (Kim et al., 2010). Kim e colaboradores aplicaram um protocolo de
treinamento aerobio de 10 dias consecutivos, com duracdo da corrida por 30 minutos/dia
apos dois dias que os ratos sofreram lesdo cerebral traumatica (LCT). Corroborando com
os resultados encontrados neste presente estudo, Kim et al também encontrou que o
treinamento fisico aerdbio provocou diminui¢do da fragmentacao de DNA nos ratos com
LCT ao compard-los aos seus pares sedentarios e lesionados. Os autores também

mostraram que o treinamento fisico conseguiu levar a uma reducdo de Caspase 3 e Bax
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no hipocampo dos animais lesionados. Além disto, o treinamento fisico foi eficiente em
aumentar a expressao da proteina anti-apoptética, Bel-2 (Kim et al., 2010). Os resultados
obtidos em nosso estudo apontam para mesma direcdo, no qual o treinamento fisico
conseguiu reduzir os niveis das proteinas pro-apoptoticas, Bax ¢ PARP1, e também da
associacao e, por conseguinte, ativacao das proteinas APAF1/Caspase 9 e FADD/Caspase
8. Adicionalmente, o treinamento fisico aplicado aumentou os niveis de Bcl2 no
hipotalamo dos animais obesos treinados.

Estudo mais proximo ao nosso foi conduzido por Borg e colaboradores (Borg et
al., 2014), que investigaram se os efeitos do exercicio fisico no aumento da sensibilidade
a leptina no hipotalamo sdo dependentes da ultima sessdo de exercicio fisico (Borg ef al.,
2014). Contudo, ao analisar o efeito de um protocolo de treinamento fisico aerdbio de
corrida em esteira, aplicado nas ultimas 6 semanas do periodo experimental, em
camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica por 12 semanas, os autores
observaram que ndo houve alteragdo na sensibilidade a leptina, na ingestao calérica e na
via de sinalizacdo celular de leptina nos animais obesos ¢ nos animais obesos treinados
(Borg et al., 2014).

Ao pensar em um estudo translacional, transpondo estes resultados para a
aplicacdo do treinamento fisico como forma de tratamento para a obesidade j4 instalada
em humanos, pode-se refletir sobre o estudo de van de Sande-Lee (2011). Neste estudo,
ao analisar o sangue e o liquido cefalorraquidiano (LCR) de individuos obesos pré e pos-
cirurgia bariatrica, pode-se notar que a redu¢do de massa corporal induzida por este
procedimento cirdrgico possibilitou uma diminui¢ao dos niveis de diversas citocinas pro-
inflamatoérias no sangue destes individuos, como TNF-a, IL-1p3 e IL-6. Além disto, houve
um decréscimo na concentracdo de IL-6 e aumento da citocina anti-inflamatoria, IL-10,
no LCR destes individuos apos 238 dias da realizagdo da cirurgia bariatrica (Van De
Sande-Lee et al., 2011). No entanto, a atividade cerebral em resposta a ingestao oral de
uma solucao de dextrose avaliada por procedimento de ressondncia magnética funcional
ndo foi normalizada mesmo apo6s a realizagdo da cirurgia bariatrica. Indicando que talvez
possa ocorrer morte neuronal e o controle da ingestao alimentar seja perdido, dificultando
as agdes que visam o tratamento da obesidade.

Por outro lado, observa-se que no presente trabalho os animais que foram
treinados concomitantemente a oferta de dieta rica em gordura tiveram reducao de massa
corporal em relacdo aos seus pares obesos sedentarios e o processo apoptotico atenuado.

Isso reforga a importancia de um aumento de gasto calérico induzido pelo exercicio fisico,
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reduzindo entdo o ganho de massa corporal e também de uma alimentagao adequada e
saudavel para prevenir o aparecimento de disturbios hipotalamicos. Neste sentido, o
exercicio fisico pode ser uma estratégia segura e eficaz para a prevengdo do aumento da
massa adiposa, com efeitos sobre circuitos chaves responsaveis pelo controle da fome.

Dentre as limitagdes do presente estudo pode-se destacar que ao processarmos as
amostras de hipotdlamo, para a realizagdo dos experimentos de imunoblot e
imunoprecipitacdo, ndo foi possivel separarmos os neurdnios das células da glia
(microglia). Uma analise separada poderia trazer informagdes adicionais em relagdo a
expressdao de TLR4 ou se a inflamagdo no hipotalamo ¢ decorrente da ativacao apenas
dos macréfagos do SNC, a microglia, ou se ela ocorre diretamente nos neuronios, levando
ao prejuizo na via de sinalizagdo da leptina.

Levando em conta tais limitagdes e considerando os resultados obtidos no presente
estudo, ¢ possivel inferir que o treinamento fisico aerébio de corrida em esteira realizado
concomitantemente a oferta de uma dieta rica em gordura atenua a inflamacao de baixo
grau, o estresse de reticulo endoplasmatico e o fendmeno de apoptose em neurdnios
hipotaldmicos de camundongos obesos, reorganizando o balango energético e permitindo
atenuacdo do aumento da massa corporal e adiposa. Na figura 14, esta desenhado um
esquema que ilustra os principais resultados encontrados neste presente estudo. Por fim,
considerando que estudos prévios com animais € humanos indicam que o processo
apoptotico pode acontecer em neurdnios hipotaldmicos na condi¢do de obesidade,
induzindo distirbios permanentes no controle da fome, os resultados obtidos no presente
estudo se tornam ainda mais relevantes e permitem um novo conhecimento do papel do

exercicio fisico como terapia nao farmacologica para a prevencao da obesidade.
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Figura 14. Modelo ilustrativo com os principais resultados do estudo
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Figura 14. A obesidade induzida por dieta hiperlipidica desencadeou distirbios no hipotdlamo
dos animais obesos, como a inflamagdo subclinica, estresse de reticulo endoplasmatico (ER),
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina. Além disto, este aumento
da ativacdo das vias inflamatorias desencadeou uma maior ativagdo das vias apoptoticas no
hipotalamo dos animais obesos sedentarios, provocando, por fim, um desequilibrio no balango
energético destes animais. Por outro lado, o treinamento fisico proposto foi eficiente em reduzir
a inflamag@o e o estresse de reticulo, melhorando a sensibilidade & insulina e leptina no
hipotalamo dos animais obesos treinados. Deste modo, tanto por diminuir a ativagdo das vias
apoptoticas, como por aumentar a atividade da via anti-apoptotica, mediada pela proteina Bel-2,
o treinamento fisico foi capaz de melhorar a hiperfagia ¢ a obesidade nos animais treinados em
relacdo aos seus pares sedentarios.




72

6. CONCLUSAO
Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o treinamento fisico foi
eficiente em prevenir o aumento da adiposidade corporal, a inflamagdo, o estresse de
reticulo endoplasmatico e o processo apoptético induzidos pela oferta de uma dieta
hiperlipidica no hipotadlamo em camundongos Swiss. Tal fato reorganizou o controle do
balango energético e foi acompanhado pelo aumento da sensibilidade a leptina no

hipotalamo dos animais exercitados.
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