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RESUMO

Palavras chave: Sinalizacéo Insulinica; GLUT4; Exercicio Fisico; Inflamacéao.

A obesidade € uma condicdo que afeta muitos individuos e esta relacionada a
varios tipos de disfungbes, como a resisténcia insulinica. Esta patologia se da devido
a uma falha na sinalizacdo entre o hormdnio, proteinas intracelulares e o GLUT4 em
células musculares e adiposas. Alguns fatores contribuem para aumentar esta falha,
como o aumento da fosforilacdo em serina do IRS — 1 e atividade pro - inflamatoria.
Uma maneira indireta de se avaliar o grau de inflamacédo € analisar a expressao do
SOCS3, que estd mais expresso quando ha maior atividade inflamatéria. A pratica
de exercicio fisico aparece como uma importante ferramenta, pois melhora a
sensibilidade insulinica e pode aumentar a expressdo do transportador de glicose
até mesmo em animais obesos. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos
exercicios aerdbio continuo e com pesos combinados sobre a via de sinalizacdo da
insulina e expressdo de transportador de glicose GLUT4 em musculos de ratos
obesos. Foram utilizados 80 ratos Wistar subdivididos em 4 grupos, Controle
Sedentério (CS), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS) e Obeso Exercicio
(OE). Aos grupos obesos foi ofertada dieta ocidental com alimentos hiperlipidicos.
Os animais exercitados foram submetidos a dois protocolos de exercicio, aerdbio e
com pesos por seis semanas. O exercicio aerdbio foi desenvolvido em um
ergdbmetro. O modelo com pesos foi feito em aparelho para realizacdo de movimento

"squat jump". Os animais foram anestesiados para retirada dos musculos extensor
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anélise da expressdo da proteina GLUT4 e da fosforilagdo em serina®”’ e tirosina do
IRS foi utilizada a técnica de Western Blotting. Os animais obesos apresentaram
peso, adiposidade periepididimal e indice de massa corpérea superior aos animais
controle, mostrando que a dieta empregada induziu a obesidade nestes grupos. Os
animais OS apresentaram menor sensibilidade insulinica que os demais, quando
submetidos ao Teste de Tolerancia a Insulina e o exercicio nos obesos melhorou
esse quadro de resisténcia. Quando testados para a tolerancia a glicose, os animais
obesos tiveram leve tendéncia a captar menos glicose sanguinea. A hipertrofia do
musculo Gastrocnémio dos grupos obesos foi superior guando comparados com 0s
controles. No EDL o grupo CE apresentou aumento do conteido de RNAmM do
GLUT4 quando comparado com CS, e somente o grupo OE apresentou maior
conteudo de RNAmM de CKm quando comparado com OS. A fosforilacdo em serina e
tirosina do IRS nao foi diferente entre os grupos, porém o grupo OS tem discreto
aumento da fosforilacdo em serina quando estimulado com insulina. A expressao
proteica de GLUT4 s6 foi significante na fracdo de membrana microssomal do grupo
OE vs CS quando estimulados com insulina, embora h& discreta reducdo na
expressao desta proteina no grupo OS. Portanto conclui — se que a dieta ocidental
causou maleficios provenientes de um quadro de obesidade bem instalado e os
exercicios aerébio continuo e com pesos combinados foram eficazes para melhorar

alguns destes males causados pelo excesso de adiposidade.
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ABSTRACT

Key words: Insulin Signaling; GLUT4; Physical Exercise; Inflammation.

Obesity is a condition that affects many people and is related with some kind
of diseases, like insulin resistance. This pathology occurs because of an impairment
on activation of GLUT4 machinery (insulin signaling, activation of intracellular
proteins) in skeletal muscle and adipose tissue. Some factors contribute directly with
this illness, like increase IRS — 1 serine phosphorylation and pro — inflammatory
activity. An indirect way to measure inflammation is to analyze expression of SOCS3,
because when it is overexpressed means that there are more pro — inflammatory
activity. Literature shows that physical exercise can improve insulin sensitivity by
increases of GLUT4 expression even in obese rats. So we aimed to evaluate the
effect of combined aerobic continuous and weight — lifting exercise on insulin
signaling and GLUT4 expression on skeletal muscle of obese rats. Eighty Male
Wistar rats caged in four groups, Sedentary Control (SC), Exercised Control (EC),
Sedentary Obese (SO) and Exercised Obese (EO). Obese were fed with Western
Diet, composed by hyperlipidic food. Exercised animals were submitted to two
exercise protocols, aerobic continuous exercise in a treadmill and weight — lifting
exercise involving jumps on a metal platform. Animals were anesthetized and Soleus,
Gastrocnemius and Long Extensor of the Digits (LED) were removed for GLUT4
protein quantification and phosphorylation of IRS in Serine and tyrosine analyzed by

Western Blotting, and mRNA content analysis of GLUT4, CKm and SOCS3 by RT —
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PCR technique. Obese presented increase of body weight, adipose tissue weight
and body mass index when compared with control, showing that Western Diet
induced obesity in this population.

The group SO presented decrease of insulin sensitivity when compared with other
groups and exercise improved the sensitivity on ITT. On GTT, obese animals showed
a slight tendency to decrease glucose blood uptake. Gastrocnemius hypertrophy of
obese showed more hypertrophy than control animals. In LED, EC showed increase
on GLUT4 mRNA content compared to SC, and only CKm expression was higher in
EO when compared with SO. IRS — 1 phosphorylation in serine and tyrosine was not
different among groups, however SO group presented a discrete increase of
phosphoserine and a decrease of phosphotyrosine when stimulated by insulin.
GLUT4 expression was significant in microsomal membrane fraction in EO group
when compared with SC, after insulin stimulation, although there is discrete reduction
of content of this protein in SO group. So concludes that Western diet caused some
damages in obese and combined aerobic continuous and anaerobic exercise was

efficient to improve some aspects caused by adiposity excess.

XXi



22

1. INTRODUCAO

Atualmente a obesidade é um estado metabdlico que atinge grande parte da
populacdo mundial (cerca de 1,5 bilhdo de adultos tem sobrepeso e 200 milhdes séao
obesos), mas se transportarmos este quadro para as criancas podemos observar
claramente que esta realidade também esta presente nesta classe, pois segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, existem cerca de 43 milhdes de criancas (com
menos de 5 anos) com sobrepeso (OMS, 2011).

A obesidade é caracterizada pelo aumento expressivo dos estoques de acidos
graxos. Este aumento significativo da adiposidade esta intimamente relacionado com
o aparecimento de algumas patologias (doencas -cardiovasculares, doencas
hepaticas, resisténcia hormonal). As razées que levam o individuo a se tornar obeso
nao sdo exclusivamente Unicas, pois o individuo pode se tornar obeso desde fatores
comportamentais e ambientais, até fatores genéticos e metabdlicos (DAMASO,
2003).

Um dos estados metabdlicos que geralmente é encontrado em individuos
obesos é um quadro de dislipidemia, que é basicamente uma descompensacao dos
niveis de colesterol. O aumento das concentracdes de Acidos Graxos Livres (AGL)
acarreta na formacao de lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e
VLDL, respectivamente) e na reducdo de proteinas de alta e muito alta densidade
(HDL e VHDL, respectivamente), levando assim a um quadro aterosclerético e, com
0 passar do tempo, ao aumento da pressdo arterial até que ocorra o infarto do
miocardio. Essa disfuncéo dislipidémica pode também ser prejudicial as células B
pancreaticas, levando assim o individuo a desenvolver o Diabetes Mellitus tipo 2

(DM2) (MATIA et al., 2007; STENGHEL et al., 2007).
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Nas duas ultimas décadas a incidéncia do DM2 aumentou significativamente
(atingindo cerca de 150 milhdes de pessoas no mundo) (ZIMMET et al., 2001).

Este tipo de diabetes é comumente encontrado em populacées obesas, visto
que estas duas doencas estdo diretamente relacionadas (MOKDAD et al., 2003;
BASTARD et al.,, 2006). Essas duas patologias associam-se de forma direta a
resisténcia insulinica (RI), que é um déficit das funcdes normais da insulina
(REAVEN, 1988). Em suma, o DM2 inicia-se com a Rl que, numa situacao cronica,
leva a perda da funcéo das células B pancreaticas, que € produzir insulina (MATIA et
al., 2007; STENGHEL et al., 2007).

Segundo um levantamento feito pela Sociedade Brasileira de Diabetes, além
de afetar a qualidade de vida dos individuos, o0 DM2 tém impactos negativos para a
sociedade e para a saude publica, principalmente por ser uma das doencas que
geram maior comprometimento do orcamento da saude (BAHIA et al., 2011).

Ja estd bem descrito na literatura que um dos fortes indicativos para que o
individuo se torne primeiramente resistente a acdo da insulina e posteriormente
diabético, € um estado inflamatério bem caracterizado. Estudos mostram que a
correlacdo entre DM2 e marcadores inflamatorios como: Interleucina 6 (IL-6), Fator
de Necrose Tumoral Alpha (TNF-a) e proteina C reativa é relativamente alta
(VALERIO, 2006; PANVELOSKI — COSTA et al., 2011; CARVALHO et al., 2006).

A literatura mostra que estado de inflamacdo cronica esta intimamente
associado com a obesidade, DM2 e Rl (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005).
HOTAMISLIGIL et al verificaram que o TNF-a (citocina pro- inflamatéria) era
superexpresso no tecido adiposo branco de camundongos obesos e que isso
afetava a sensibilidade insulinica dos animais. Isto foi evidenciado em humanos

obesos pouco tempo depois, tanto no tecido adiposo (TA) quanto na musculatura
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esquelética (HOTAMISLIGIL et al., 1995; KERN et al., 1995).

Estudos posteriores mostraram a participacdo de outros marcadores
inflamatorios além do TNF-a, evidenciando que citocinas pro-inflamatorias também
tem sua expressdo aumentada em tecidos periféricos (TA, musculatura) tanto de
modelos animais de obesidade quanto em humanos obesos (DANDONA et
al.,2004).

A inflamacéo afeta negativamente a sensibilidade a insulina, fazendo com que
o sinal dado pelo horménio seja diminuido, levando assim o individuo a desenvolver
a Rl. Em situacdes normais, a insulina é produzida e liberada pelas células B
pancreaticas num estado pds prandial. A insulina tem como alvo tecidos periféricos
sensiveis a insulina (musculatura e tecido adiposo) que, através de uma ligacdo em
receptor especifico de insulina, desencadeia reacfes intracelulares que irdo ativar
transportadores de glicose presentes no microssoma da célula, fazendo com que
estes migrem para a membrana plasmatica e assim facam a captacdo da glicose
sérica por meio de difusao facilitada (MACHADO et al.,2006).

A sinalizacdo da insulina ocorre quando ha a ligagdo em seu receptor, o qual
€ uma proteina heterotetramérica, composto por duas subunidades extracelulares
(a) e duas subunidades transmembranicas (B) ligadas entre si por pontes dissulfeto
(azB2). Quando ocorre a ligacdo da insulina nas subunidades a, é ativada uma
reacao de autofosforilacdo acionando assim as subunidades 3, que por sua vez se
autofosforilam em vérios residuos de tirosina (Tyr®®°, Tyr4®, Tyr''®° Tyr'>! Tyr'316
Tyr'3?%) (WHITE e KAHN, 1994). Uma proteina chave que é ativada a partir desta
atividade tirosina quinase é o substrato 1 do receptor de insulina (IRS — 1), que foi o
primeiro a ser identificado dentre os substratos deste receptor (WHITE, 2002). O IRS

— 1 & uma proteina composta por 1.243 aminoacidos e possui uma massa molecular
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de 165 a 185 kDa (LEE e PILCH, 1994). Todos os membros da familia de substratos
de receptores de insulina (IRS — 1, IRS — 2, IRS — 3 e IRS — 4) possuem um sitio de
homologia a Plecstrina (PH) que permite a interagcdo com proteinas com dominio
SH2 e um dominio de ligacdo fosfotirosina proximo a regidao N — terminal (PTB)
(RAVICHANDRAN, 2001). Quando ocorre a autofosforilacdo do receptor de insulina
em residuos de tirosina, estes residuos se ligam no dominio PTB ativando assim o
IRS — 1, que por sua vez interage com proteinas efetoras com dominios SH2
(SALTIEL e KAHN, 2001), como a fosfatidilinositol 3 — quinase (PI3 quinase). A PI3 —
qguinase € uma proteina dimérica composta por uma subunidade catalitica e uma
regulatoria. A subunidade catalitica € ativada apoés a ligacdo entre proteinas IRSs e
dominios SH2 da subunidade regulatéria (BACKER et al., 1992). Quando ativada, a
PI3 — quinase gera alguns inositidios que ficam proximo a membrana plasmatica
(fosfatidilinositol 3, 4 bifosfato e fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfato) e atuam como
moléculas de reconhecimento para proteinas com atividade serina/treonina quinase.
As quinases dependentes de fosfoinositol — 1 e - 2 (PDK — 1 e PDK — 2) participam
da ativacdo da proteina quinase B (PKB ou AKT) e, por possuir também um dominio
PH, a AKT interage com os inositidios de membrana derivados da PI3 — quinase,
fazendo com que a PKB fique ativa (ALESSI e COHEN, 1998). Quando fosforilada
(em residuos de Ser*”® e Thr®) (YUNG et al., 2011), a AKT se torna ativa e
desempenha algumas funcdes celulares, como captacdo de glicose, sintese de
glicogénio e sintese proteica por exemplo.

Em individuos obesos, que possuem uma maior atividade inflamatoria (pois o
tecido adiposo produz e secreta citocinas inflamatorias como TNF — a e IL — 6),
ocorre uma diminuicdo da atividade tirosina quinase do receptor de insulina e IRS,

pois com a inflamacéo as fosforilagbes do receptor de insulina e de seus substratos
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sdo em residuos de Ser®’, mecanismo pelo qual leva a uma menor ativacdo de
proteinas intracelulares como PI3 — quinase, AKT e GLUT4 e consequentemente
uma menor captacdo de glicose (LEGER et al., 2008). Tal fenémeno propicia um
quadro de resisténcia a insulina e mais cronicamente o DM2 (DUARTE et al., 2006).

Quando ha o aumento da expressdo destas citocinas inflamatorias, ha o
aumento diretamente proporcional da expressao da proteina supressora de citocinas
3 (SOCS3). Esta proteina modula a via ativada pelas citocinas (JAK1/STAT?2),
fazendo uma ligacédo nos receptores JAK ou a cauda citoplasmatica dos receptores
de citocinas (GREENHILL, 2011). Estudos com ratas Sprague — Dawley que eram
submetidas a um protocolo de exercicio em esteira rolante evidenciam que ocorre
um aumento da expressao génica de RNAm de IL — 6. Isso faz com que ocorra uma
acao negativa direta na via de sinalizacdo da insulina, ja que quando ha um aumento
da expressdo de SOCS3 em paralelo a este aumento ocorre também uma menor
expressdo da AKT, proteina chave na cascata de sinalizacdo dado pela insulina
através de ligacdo com seu receptor, indicando uma atividade pré — inflamatdria na
célula que estd inibindo de certa forma a sinalizagcdo insulinica e,
consequentemente, afetando negativamente a homeostase glicidica (LEGER et al.,
2008).

Alguns autores sugerem o exercicio fisico como um forte contribuinte para a
manutencdo da homeostasia glicidica, pois melhora a sensibilidade a insulina,
auxiliando na reducdo de massa adiposa e com isso diminuindo atividade pré —
inflamatoria e aumentando a massa muscular (JESSEN e GOODYEAR, 2005). Foi
demonstrado que o exercicio aerdbio contribui positivamente para o aumento da
captacdo de glicose devido a um aumento de expressao proteica de GLUT4 no

sarcolema e tubulos T da musculatura esquelética de ratos. Foi demonstrado
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também que ha um aumento da captacédo de glicose em individuos treinados quando
comparados com pessoas sedentarias, com um aumento de 66% no contetdo de
GLUT4 nos treinados (YONEMITSU et al.,, 2001). A contribuicdo deste tipo de
protocolo de exercicio se da devido a beta — oxidacao de acidos graxos livres (AGL),
fazendo com que estes sejam metabolizados ao invés de serem armazenados em
forma de triacilglicerol (TALANIAN et al.,2007). Entretanto, como 0 exercicio com
pesos ativa mais a via glicolitica e os AGL néo sao recrutados predominantemente, a
literatura apresenta que apos algumas semanas, 0 exercicio com pesos faz com que
o individuo tenha um aumento da seccdo transversa do musculo (hipertrofia),
aumentando assim a area de captacdo de glicose, a taxa metabdlica de repouso
(aumentando a beta oxidacdo de AGL durante o repouso) e também o consumo de
energia pos — exercicio (EPOC) (MEIRELLES e GOMES, 2004).

O exercicio com pesos € caracterizado por ter intensidade mais alta e menor
tempo de duracdo, portanto ha maior recrutamento da via ATP — CP e da via
glicolitica. Durante os primeiros segundos de exercicio, a via predominante é a via
ATP — CP (aproximadamente 10 a 20 segundos). A funcéo da fosfocreatina (CP) € a
ressintese do ATP. Quando a fosfocreatina é quebrada, o ADP recebe um
grupamento fosfato da CP e se transforma em ATP novamente, a proteina que
catalisa esta reacdo € a creatina quinase (CKm). O aumento da expressdo desta
proteina é um indicativo de que a musculatura esta tendo atividade anaerdbia por
mais tempo através da via alactica (sem producédo de lactato). Estudos apontam que
animais knockout para CK muscular ndo apresentam um pico de for¢ca quando
comparados com animais sadios durante eletroestimulacédo, mostrando claramente
gue esta € uma proteina chave para exercicios de alta intensidade e baixo tempo de

duracéo (BRIAN et al., 2002).
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Assim, o estudo objetiva avaliar o efeito das atividades aerdbia continua e
com pesos combinadas sobre a sinalizacdo da insulina e expressdo génica e
proteica do transportador de glicose 4 (GLUT4) em musculatura esquelética de ratos
obesos. O estudo tem como objetivo também investigar a expressdo de RNAm tanto
da proteina supressora da sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS3) para correlacionar
com possiveis alteracdes encontradas na via de sinalizacdo da insulina quanto de
RNAmMm de CKm para evidenciar o tipo de via metabdlica que esta sendo

predominantemente utilizada.
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2. METODOLOGIA

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 22°C a
24°C e com ciclos de luz artificial (12 horas claro e 12 horas escuro). Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Estadual Paulista (Processo N°79/2009, vide anexo 1).

Foram utilizados 80 ratos machos Wistar subdivididos em 4 grupos: Controle
Sedentério (CS); Controle Exercicio (CE); Obeso Sedentario (OS) e Obeso Exercicio
(OE) totalizando 20 animais por grupo. Os animais do grupo OS e OE foram
alimentados com uma dieta hipercalérica (dieta ocidental) composta por: mortadela,
bacon, salsicha, bolacha recheada e refrigerante ap6s o desmame, por oito
semanas (LAMAS, et al., 2004) (RIBOT, et al., 2008). Todos os grupos (CS; CE; OS

e OE) foram alimentados com racao padrdo e agua ad libtum.

Tabela 1 — Composic¢éo nutricional dos alimentos presentes na dieta

Macronutrientes e valor calérico

Alimento
Kcal Proteinas (g) Lipideos (g) Carboidratos (g)
Bacon 609 8,04 62,81 2,93
Bolacha 487 6,82 20,03 70,39
Mortadela 301 17,6 17,18 19,09
Refrigerante 41,67 Og Og 10,48
Salsicha 265 10,18 22,55 5,45
Racdao 378 23,00 4,00 49

*Valor por 100g de alimento (refrigerante por 100 ml).

Apos oito semanas de dieta, quando o peso corporeo do grupo obeso estava

bem superior aos animais do grupo controle, o treinamento foi iniciado.
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2.1. Treinamento dos animais

O protocolo de treinamento consistiu em trés séries de 12 repeticbes com
intervalo de um minuto entre as séries (exercicio com pesos), recuperacao passiva
de dois minutos (intervalo), e 10 ou 20 minutos de exercicio (por questdes
adaptativas dos animais ao aparelho) em esteira rolante (aerébio continuo), por seis

semanas.

e Treino com pesos

O modelo de treinamento de for¢ca usado foi o proposto por TAMAKI et al.,
1992, com algumas adaptacdes.

Foi utilizado um aparelho que foi desenvolvido pelos alunos do Grupo de
Pesquisa em Fisiologia da FCT UNESP de Presidente Prudente no qual o animal
ficou imobilizado a um colete adaptado sobre uma plataforma metalica. Uma
estimulacao elétrica foi dada na cauda do animal (10 V, 0.3s de duracdo com 2s de
intervalo), através da plataforma em que ele se encontrava. Com esta estimulacdo o
rato saltava, levantando o peso que estava na haste do aparelho (Figura 1). O
movimento “squat jump” foi testado e validado como indutor de hipertrofia em
animais, semelhante a hipertrofia obtida em humanos levantadores de peso.

(UCHIYAMA, et al., 2006).
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Figura 1 — Modelo da plataforma de forca, adaptado do proposto por TAMAKI et al., 1992.
Fonte: TAMAKI, T. et al. A weight-lifting exercise model for inducting hipertrophy in the hindlimb
muscles of rats. 1992

Para a predi¢ao da intensidade do treino os animais foram pesados todos os
dias e o peso trabalhado foi obtido através de porcentagens do peso corporal total. A
intensidade também foi elevada gradualmente, por questdes adaptativas (50 a 60%

da massa corporal total). (BARAUNA, et al., 2005).

e Treinamento Aerébio Continuo

O treinamento aerdbio continuo foi desenvolvido em um ergdmetro, uma vez
ao dia. O tempo de iniciacao foi de 10 minutos durante as duas primeiras semanas,
aumentando progressivamente por questdes adaptativas ao material e a atividade
fisica, sendo que nas quatro Ultimas semanas o tempo de treinamento foi de 20

minutos. O treinamento foi realizado trés dias por semana a uma velocidade de
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0,567 Km/h.

2.2. Analise da Lactacidemia (ap6s a 12 semana de treino)

Para destacar a utilizacdo das vias metabdlicas, foi realizada a andlise
lactacidémica, a fim de constatar se durante os protocolos de exercicio as vias
glicolitica lactica e oxidativa estavam sendo recrutadas. Para isso foram obtidas
amostras de 25 uL de sangue coletadas por puncao caudal de animais dos grupos
exercitados, em capilar heparinizado. Estas amostras foram imediatamente
transferidas para microtubos de 1,5 mL, contendo 50 pL de solucédo de NaF a 1% e
armazenadas em gelo, para leitura eletro-enzimatica (YSL 2700 STAT, Yellow
Springs Co., EUA). As amostras de sangue foram coletadas uma semana apds o

inicio dos treinamentos aerdbio continuo e com pesos.

2.3. Indice de Lee

Como indicativo de massa corporea, foi calculado o indice de Lee (similar ao

IMC para humanos), que € a raiz cubica do peso corporeo em gramas dividido pelo

comprimento naso — anal em centimetros x 100.

2.4. Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

Antes do inicio do treinamento e uma semana antes do sacrificio foi realizado

o TTI a fim de verificar a sensibilidade dos animais ao hormoénio. Apos ficarem de

jejum por 6 horas, os animais receberam uma dose de insulina via intraperitonial
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(11U/kg peso corporeo) e foi avaliada a glicemia por meio de glicofita e glicosimetro
(Biocheck TD-4225 / Bioeasy Diagnostica Ltda. / MG - Brasil) nos tempos 0 (basal -
antes da administracdo do horménio) e de 5 em 5 minutos até 30 minutos. Foi
calculada a constante de decaimento de glicose ao longo do teste, o que chamamos

de KITT (expresso em % de decaimento de glicose por minuto™).

2.5. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG)

O TTG foi feito antes do inicio do treinamento e uma semana antes do
sacrificio, apos ficarem 8 horas de jejum, foi administrando 1,5¢g glicose/Kg do peso
corpOreo via intraperitoneal em solucdo a 20% de glicose em salina 0,9%. As
amostras de sangue foram coletadas antes da aplicacdo de glicose (tempo 0) e a 5,
10, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a aplicacdo. Foi realizada uma pequena sec¢ao
na extremidade distal da cauda do animal e a glicemia foi mensurada por meio de

glicofita e glicosimetro (Biocheck TD-4225 / Bioeasy Diagndstica Ltda. / MG - Brasil).

2.6. Analise Histoldgica

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a Prof2 Dr2 Olga
Cristina de Mello Malheiro na prépria instituicao.

Foram analisadas 10 laminas com cortes de cinco pum de espessura,
produzidos em um micrétomo criostato rotativo, com espessura de cinco
micrébmetros (05 pym), e em seguidas coradas com Azul de Toluidina, para avaliagao
da area da seccdao transversa das fibras musculares. Foram observadas 200 fibras

musculares em cada lamina, de acordo com o protocolo estabelecido por MATHIEU
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et al., 1981.

Os cortes submetidos a coloracdo Azul de Toluidina foram observados em
microscopio optico Zeiss Primo Star, fotomicrografados pela camera Canon Power
Shot A650 IS. Para avaliacdo do grau de hipertrofia das fibras musculares foi
determinada por marcacéao interativa a area das amostras de 200 fibras por animal,
pelo sistema de analise de imagem computadorizada, através do software AxioVision

4.8.

2.7. Coleta do Material

ApOs 24 horas da Uultima sessdo de treinamento os animais foram
anestesiados via intraperitonial por meio do anestésico Thiopental Sédico (60mg/kg
peso corporal) e quando houve a perda dos reflexos corneanos e de retirada da pata
a dor, foi realizada a laparotomia mediana, com a exposi¢cdo da veia cava inferior e a
veia porta hepatica. Foram retirados tecidos antes e ap0s uma carga insulinica (1,5
IU de insulina regular, i. v. Veia porta) nos tempos de 75 segundos para o Extensor
Longo dos Digitos (EDL) e Séleo. Foi retirada a musculatura oxidativa e glicolitica a
fim de semi — quantificar o RNAmM de GLUT4, CKM, SOCS3 e GAPDH, e também
para a quantificacdo tanto da proteina GLUT4 quanto para avaliacdo do grau de
fosforilacdo de IRS — 1 em Serina®”’ e da pp 185. E foi retirada também a porcéo
medial do musculo Gastrocnémio para analise histolégica. Essas amostras foram
congeladas por imersdo em N — Hexana resfriada a — 70°C em nitrogénio liquido,
pelo método de congelamento de tecidos n&o fixados e posteriormente

armazenados em botijao de nitrogénio liquido para posterior analise.
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2.8. Semi — quantificacdo do RNAmM dos genes do GLUT4, da SOCS3,

da Creatina Quinase (CKm) e do GAPDH (gene constitutivo)

Para a semi — quantificacdo do gene do GLUT4, da SOCS3, da CKM e do
GAPDH, foi utilizada a técnica de RT-PCR (Transcriptase Reversa — Reacdo em

Cadeia da Polimerase).

2.8.1. Preparacao das amostras para o RT-PCR

As amostras de tecido muscular foram homogeneizadas em Homogeneizador
modelo OMNI TH - USA (Lodan) com BRASOL (LGC Biotecnologia, Cotia — SP,
Brasil) apds a extracdo dos tecidos e assim estocados em - 70°C para posterior
continuacdo do isolamento do RNA total (propor¢cédo: 0,1 g de tecido / 1mL de
BRASOL). A obtencdo do RNA total das amostras foi realizada de acordo com as
instrucdes do folheto do BRASOL (LGC Biotecnologia).

A avaliacdo da concentracdo de RNA total foi feita utilizando-se 1 pL da
amostra solubilizada de RNA total adicionado a 79 pL de agua DEPC para leitura em
espectrofotometro (Gene Quant, Amersham Biosciences, GE Healthcare) em 260

nm.

2.8.2. Obtencao da cDNA a partir do RNA total

Cinco pg de RNA total extraido dos tecidos foram submetidos a reagdo de

transcricdo reversa com primers randdmicos para a sintese de uma fita de DNA

complementar ao RNAm (cDNA). Para isto, foi adicionado em cada amostra: 1 pL de
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RNAse Out (inibidor de RNAse — 40U), 4 uL tampéao da enzima (50 mM de Tris-HCI
pH 8,3, 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,), 2 uL DTT (10 mM), 1 pL mistura de dNTPs
(0,5mM cada), 2 pL primers randémicos (150ng) e 1 pL da enzima Transcriptase
Reversa (Promega, USA), em volume final de 20 pL, completos com H,0 DEPC. Os
RNAs foram incubados por 1 hora a 42° C na presenca de 1 pL da enzima. Apds
este periodo as reacdes foram incubadas a 70° C por 2 minutos para desnaturacdo

dos hibridos formados.

2.8.3. PCR para amplificacdo dos fragmentos dos genes do

GLUT4, da SOCS3, da CKm e do GAPDH

Resumidamente o protocolo de PCR utilizado foi: 1 pl do produto final de RT
(cDNA), juntamente com 10 pmol dos primers especificos para SOCS3 Sense: 5 -
TTCAGCATCTCTGTCGGAAGAC - 3’; Antisense: 5’ - CGGCAGCTGGGTGACTTT -
3’ (37 ciclos, temperatura de anelamento 56°C — 113 pb); GLUT4 Sense: 5 -
CCCCTCCAGGGCAAAGGAT - 3’; Antisense: 5" - TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3
(24 ciclos, temperatura de anelamento 54°C, 203 pb); GAPDH Sense: 5 -
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC - 3’; Antisense: 5’ - GAAGATGGTGATGGGATTTC - 3
(40 ciclos, temperatura de anelamento 60°C, 119 pb); CKm Sense: 5 -
ATTGATGACCACTTCCTGTT - 3’; Antisense: 5’ - CTTCCTTCATATTGCCTCCT - 3
(36 ciclos, temperatura de anelamento 59°C, 183 pb); foram submetidas a
amplificagdo em 24 ul de um “mix” contendo 5,0 yl de tamp&o 10x Taq Polimerase
(Prodimol), 0,5 pl de cada dNTP 10 mM, 1,5 ul de MgCl, 50 mM, 0,125 ul da enzima
Taqg DNA Polimerase [5U/ul] (Promega, USA) e 15,875 pl de agua Mili-Q

autoclavada. As reagdes de PCR foram realizadas com um passo inicial de
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desnaturacdo do molde de cDNA a 95° C por 2 minutos. Em seguida foram
realizados ciclos de desnaturacdo a 95° C por 2 minutos, anelamento com
temperaturas especificas para cada primer conforme padronizacédo de cada gene, e
extensdo de 72° C por 45 segundos. Por fim, o material foi resfriado a 4° C para a
realizacdo da eletroforese em gel de agarose. As incubacfes foram realizadas em
termociclador automatico Techne TC-312.

Os produtos amplificados foram posteriormente submetidos a eletroforese em
gel de agarose — EtBr e visualizados com iluminacdo UV. As imagens foram
adquiridas em equipamento de fotovideodocumentacdo (KODAK Molecular Imaging
Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum. Inc) e para
analise densitométrica das bandas obtidas foi utilizado software Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, Maryland, USA), apropriado para este fim.

A expressao do RNAmM para os genes SOCS3, GLUT4, CKm, foi normalizada
pela expressdo do GAPDH (proteina constitutiva), calculada pela razdo entre os

valores da densitometria do gene de interesse e do gene constitutivo.

2.9. Avaliacdo do Grau de fosforilacdo em tirosina da ppl85 e em

Serina®" do IRS -1

Esta etapa foi realizada na Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina
Veterindria no Departamento de Ciéncias Basicas, Campus de Aracatuba,

UNESP, com a colaboracao da Profa. Dra. Doris Hissako Sumida.



38

2.9.1. Preparacao das amostras

Imediatamente ap0s a extracdo (75 segundos para os musculos Séleo e EDL
estimulados com insulina), os tecidos foram homogeneizados em Polytron (24000
rom durante 10 s) em 2 mL de tampédo de extracdo (Tris 100mM pH 7,5; EDTA
10mM; SDS 10%; NaF 100 mM, Pirofosfato de Na 10 mM, Ortovanadato de Na
10mM), e mantidos em banho — maria (100°C) por 10 minutos, transferidos para
gelo, e entdo centrifugados a 12000 rpm durante 40 minutos (4°C). Do sobrenadante
foram retiradas aliquotas para a determinacdo da concentracéo protéica pelo método
de Bradford (Bio — Rad Protein Assay — Bio — Rad Laboratories, Hercules, USA), e
foi realizada a leitura das concentracfes pelo método de BRADFORD e para
estoque em tampéo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10%; fosfato de

sédio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%).

2.9.2. Western Blotting

Este método envolve as seguintes etapas:

oSDS - PAGE (gel de poliacrilamida)

Através deste método é possivel separar proteinas de acordo com seu peso

molecular.

Foi aplicado no gel 185 ug de proteina de extrato tecidual solubilizadas em

tampédo Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo as amostras foram fervidas por

5 minutos. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio — Rad e
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a corrida no gel de “stacking” foi sob voltagem constante de 30 mV até que ocorra o
empacotamento da amostra. Posteriormente foi aplicada uma voltagem constante de
100 mV para a corrida no gel de resolucdo durante 2 horas em contato a um tampéao
de corrida (Tris 50mM, glicina 375mM, SDS 0,1%, EDTA 1,8%).

Juntamente com as proteinas, foi colocado um padrdo de proteinas com

pesos moleculares conhecidos (marcador).

elmunodeteccéo

AplOs a separacdo das fracBes protéicas no gel, foi feita a transferéncia
eletroforética destas fracbes em membrana de nitrocelulose Hybond — C Super
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). A transferéncia foi
realizada em voltagem constante de 100 V, durante 1 hora e 15 minutos a 4°C
utilizando — se como tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%, SDS 0,02%).

A membrana de nitrocelulose foi inicialmente incubada com uma solucao
bloqueadora (solucdo basal — SB — NaCl 150mM, Tris 10mM, “Tween 20 0,02%, pH
7,2 — acrescida de 5% de leite desnatado — 0% de gordura) durante 30 minutos a
temperatura ambiente, e entdo lavada com solugdo basal por 3 sessdes de 10
minutos. Em seguida, a membrana foi incubada com solucéo (Solucdo Basal+3% de
leite desnatado) contendo os anticorpos especificos (anti — fosfotirosina ou anti —
fosfoserina®’ diluidos 1:400 e 1:2000 respectivamente) por 4 horas em temperatura
ambiente. Posteriormente foram realizadas 3 lavagens com solugdo basal.
Posteriormente foi feita uma incubacdo com os anticorpos secundarios anti-IgG,

marcado com peroxidase (HRP), diluido 1:10000, em solucdo bloqueadora BSA 1%
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durante 1 hora. As membranas foram lavadas vigorosamente com tampao PBS e
colocadas em contato com 3mL de reagente de deteccédo n° 1 acrescidos de 3mL de
reagente de deteccdo n°2 do kit ECL™ — Western Blotting Detection Reagents
(GEHealthcare, AMERSHAM Biosciences, UK) por 1 minuto.

Por fim, a membrana de nitrocelulose seca foi exposta a filme de RX
(Hyperfilm — Amersham Phamarcia Biotech, Buckinghamshire, England), durante um
dia, a temperatura ambiente. O filme foi processado com solucédo reveladora e
reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Sdo Paulo, BR).

A intensidade dos blots foi avaliada por densitometria éptica, utilizando — se
um software (IMAGE MASTER 1D - Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, England).

2.10. Metodologia de quantificacdo do GLUT4

A quantificacéo da proteina GLUT4 das amostras foi feita por meio da técnica

de Western Blotting.

2.10.1. Preparacao das Amostras para o Western Blotting

Para Western blotting foi feito o processo de fracionamento de membranas
celulares em membrana plasmatica (PM) e microssomal (M), para tecido muscular
esquelético (Soleo e EDL). Para isso os tecidos musculares foram homogeneizados
em tampao TRIS HCI 10mM; EDTA 1mM, sacarose 250mM, pH 7,4, usando-se
POLYTRON PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN) e centrifugados a 1700 rpm

durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi guardado e o precipitado
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ressuspenso em mesmo tampao (1/3 do volume inicial) e submetido novamente a
centrifugacéo (1700 rpm) por 10 minutos a 4°C. Os dois sobrenadantes juntos foram
submetidos a uma centrifugacdo a 16000 rpm durante 60 minutos, a 4°C. O
sedimento, correspondendo a fracdo plasmatica (PM), foi ressuspenso em 500 L de
tampédo de homogeneizacao e estocado a —20°C até a utilizacdo. O sobrenadante foi
submetido a ultracentrifugacdo (47000 rpm) durante 60 minutos, a 4°C. O
sedimento, correspondente a fracdo microssomal (M), foi ressuspenso em 300 pL de
tampéo de homogeneizacao e estocado a —20°C até a utilizacao.

A concentracdo de proteina total das diferentes fracbes de membranas

celulares foi avaliada através do método de Lowry (LOWRY, 1951).

2.10.2. Western Blotting — Quantificacdo do conteudo de

proteina GLUT4

A deteccédo das quantidades de proteinas GLUT4 nos musculos Sdéleo e EDL
foi realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida, com a utilizacdo de
kit de quimioluminescéncia (ECL) para deteccéo das bandas.

Quantidades iguais de proteinas serdo solubilizadas em tampéo de Laemmli,
sujeitas a SDS-PAGE (10%) e entdo transferidas eletroforeticamente para
membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM
Biosciences, UK). ApGs bloqueio com leite desnatado em pé durante 1 hora, as
membranas foram incubadas com anticorpo anti-GLUT4 (Chemicon) (diluicdo 1:
3000 em PBS/BSA 8%), durante 3 horas a 37°C. Posteriormente foi feita uma
incubagé@o com os anticorpos secundarios anti-lgG, marcado com peroxidase (HRP),

diluido 1: 10000, em solucédo bloqueadora BSA 1% durante 1 hora. As membranas
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foram lavadas vigorosamente com tampdo PBS + Triton e colocadas em contato
com 4 ml da combinacdo da solucdo A e solucdo B (Solucédo A: 8,856 ml de agua
destilada, 100 pl de Luminol 2,5 mM e 44 pl de Acido Cumarico 400mM e 1 ml de
Tris 1M pH 8,5; Solucéo B: 8,9939 agua destilada, 6,1 ul de Peroxido de Hidrogénio
e 1 ml de Tris 1M pH 8,5) por 1 minuto e expostas a Hyperfiim® (IGF — Corporation,
New Jersey, USA) por periodos de 1 hora a -70°C para deteccdo das bandas
resultantes. As imagens obtidas ap0s revelacdo foram analisadas por densitometria
Optica, utilizando-se um “software” (IMAGE MASTER ID — AMERSHAM Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, UK).

O anticorpo anti-GLUT4 utilizado consistiu em antisoro comercial de coelho

(Chemicon International, Temecula, California).

2.11. Analise estatistica

Para anélise dos dados foi utilizado o método estatistico descritivo, com 0s
resultados apresentados como média + EPM. A avaliacdo estatistica dos resultados
foi feita através da comparacao das médias, utilizando o Teste ANOVA, paramétrico.
O teste de Bonferroni foi utilizado para analise de multipla comparacdo post-hoc,
quando necessario. As diferencas entre os grupos foram consideradas significantes

guando o valor de P for menor que 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Perfil Morfométrico

A Tabela 2 abaixo apresenta o perfil morfométrico dos animais no dia do
sacrificio. Pode-se observar diferenca significativa entre peso corporeo, tecido

adiposo periepididimal e indice de Lee entre os grupos sedentarios e obesos.

Tabela 2 — Perfil Morfométrico dos animais dos grupos: Controle Sedentario (CS),
Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentéario (OS) e Obeso Exercicio (OE).

Grupo Peso Corpéreo (Q) Peso T. A. (9) indice de Lee
CS 465+14,7 5,2+0,7 29,8+0,4
CE 434+11,3 4+1 29,4+0,3
oS 528+24* # 9,8+3,5# ** 30,6+0,5* #
OE 499+16,3* 8,9+4,1* ## 30,6+0,8**

Para o Peso Corporeo: ** P < 0,001 vs CE; # P < 0,05 vs CS; * P < 0,05 vs CE; para o Tecido
Adiposo Periepididimal (T. A.): * P <0,05vs CS; * P < 0,001 vs CE; # P < 0,01 vs CS; ## P <
0,01 vs CE; para o indice de Lee: * P < 0,05 vs CS; # P < 0,001 vs CE; * P < 0,01 vs CE. N =
10.

3.2. Evolucédo do peso corpdreo

Os animais foram pesados semanalmente e a imagem a seguir mostra a
evolucdo do peso corpdreo semana apos semana mostrando que 0s animais obesos
sdo considerados significativamente mais pesados do que 0s animais controles a

partir da segunda semana de dieta (Figura 2).
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Figura 2 — Evolucé@o do peso corpéreo dos animais. Peso na segunda semana: * P < 0,05 vs CS e

CE. N =10.

Na Figura 3 sédo apresentadas as imagens dos animais para melhor

visualizacdo da alteracéo de peso corpéreo apos a imposicao da dieta.

Figura 3 — Em “A” animal do grupo Controle Sedentario; em “B” animal do grupo Controle Exercicio;

em “C” animal do grupo Obeso Sedentario; em “D” animal do grupo Obeso Exercicio.
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3.3. Controle de ingestéao

A quantidade de racao e dieta ofertada aos animais foi controlada diariamente
para se obter o consumo alimentar em gramas e posteriormente estes valores foram
convertidos em Kcal. Podemos observar que a ingestdo em gramas dos animais foi
similar entre os grupos, porém, quando estes valores séo transformados em Kcal, o

consumo caldrico dos animais obesos € superior aos controles (Tabela 3).

Tabela 3 — Controle de ingestdo alimentar

Controle Obeso A controle
e obeso
Semanas A A
Ingestdo Ingestdo Ingestdo Ingestao

Ingestdo Ingestéo

keal kcal)*
(9) (kcal) (9) (kcal) @) (keal)

1 164,45 493,35 173,8 701,59 -9,35 -208,24
2 122,1 366,3 150,8 665,65 -28,7 -299,35
3 146,55 439,65 175,85 698,21 -29,3 -258,56
4 176,9 530,7 146 643,45 30,9 -112,75
5 135,45 406,35 177,15 777,56 -41,7 -371,21
6 229,85 689,55 2149 774,56 14,95 -85,01

7 151,35 454,05 245,7 963,61 -94,35  -509,56*
8 189,75 569,25 178,25 668,93 11,5 -99,68

9 139,8 419,4 153,7 625,96 -13,9 -206,56
10 187,1 561,3 167,5 670,38 19,6 -109,08
11 179,8 539,4 165,9 611,04 13,9 -71,64

12 185,8 557,4 147.,6 656,94 38,2 -99,54

13 208,7 626,1 221,8 852,46 -13,1 -226,36
14 239 717 210,66  1002,86 28,34  -285,86#

* P < 0,003 vs Controle (valor correspondente ao periodo: 12 — 72 semana em Kcal).

# P < 0,002 vs Controle (valor correspondente ao periodo: 82 — 142 semana em Kcal). N = 10.
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3.4. KITT

O teste de tolerancia a insulina foi realizado em dois momentos, antes do
inicio do treinamento (A) e uma semana antes do sacrificio (B). O comportamento
glicidico dos animais foi semelhante em A, como pode ser observado pelo valor da
constante de decaimento de glicose calculado apés o teste (kITT). Porém, em B os
animais do grupo OS apresentaram uma diminuicdo da sensibilidade a insulina

comparado aos demais grupos (Figura 4).
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Figura 4 — KITT antes do inicio do treinamento (A) e uma semana antes do sacrificio (B): * P < 0,05

vs OS. N =10.

3.5. TTG - Teste de tolerancia a glicose

Na 82 e na 142 semana foi realizado o Teste de Tolerancia a Glicose (TTG), no
qual foi administrado uma dose de glicose e durante um periodo de tempo foi
acompanhada a agdo do horménio insulina através de coletas de glicemia. Na figura
5, em “A”, a remocgao da glicose € melhor no grupo Controle quando comparado ao
grupo Obeso (82 semana). Em “B” (142 semana), a remogéo do grupo OS é pior

guando comparado aos grupos CS e OE e tem uma remoc¢ao melhor que CE.
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Figura 5 — Teste de Tolerancia a Glicose em “A” teste pré treino e em “B” teste pds treino: Controle

Sedentario (CS); Controle Exercicio (CE); Obeso Sedentario (OS); Obeso Exercicio (OE). N = 5.

3.6. Andlise Lactacidémica (ap6s 12 semana do treino)

Na Figura 6 é apresentada a andlise lactacidémica dos animais exercitados
(CE e OE) a fim de verificar o acumulo de lactato durante o protocolo de exercicio.
Pode — se observar que de acordo com a sobreposi¢do das séries, a producdo de
lactato comeca a ser superior a remocao e a partir dai comeca a existir o acimulo
deste metabdlito (predominio da via glicoliotica lactica). Porém, durante o exercicio
aerébio continuo, que tem predominio da via oxidativa, comeca a haver uma
tendéncia a remocdo deste produto e durante todo o treino 0s dois grupos se

comportam de maneira semelhante.
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Figura 6 — Concentracdes de lactato nos momentos: Repouso, antes da 12 série, antes da 22 série,
antes da 3?2 série, 3’ corrida, 5’ corrida, 7’ corrida e final do treino.Concentracdo de lactato no

momento 3’ corrida: * P <0,05vs OE.N=5

3.7. Andlise Histoldgica

Foi retirada a porcdo medial do musculo gastrocnémio e foram feitas as
laminas que posteriormente foram coradas com Azul de Toluidina para a avaliacao
da area da seccéo transversa das fibras. O exercicio foi eficiente para aumentar a
seccdao transversa do musculo dos animais treinados (CE e OE) quando comparados
com o0s animais controle sedentario. Porém os animais do grupo OS também

apresentaram maior hipertrofia que os animais controle (CS e CE) (figura 7).



49

Analise Histologica do
Musculo Gastrocnémio

CS

Figura 7 — Andlise Histoldgica musculo Gastrocnémio. * vs CS P < 0,05; **vs CS e CE P <

0,01. N = 200 fibras.

3.8. PCR GLUT4, SOCS3, CKM e GAPDH

Na figura 8 temos a expressado génica do GLUT4 expressa em UAx100. Em
“A” temos a musculatura oxidativa (Sdéleo) e em “B” a musculatura glicolitica (EDL).
No musculo Sdéleo a expressao génica do GLUT4 ndo foram encontradas diferencas
significativas. No musculo EDL este aumento sO existiu no grupo CE quando
comparado com CS.

Na figura 9 temos a expressado génica de CKm expressa em UAx100. Em “A”
temos a musculatura vermelha (Séleo) e em “B” a musculatura branca (EDL). No
musculo glicolitico ndo foram encontradas diferengcas entre os grupos. Porém, na
musculatura oxidativa os animais do grupo OE tiveram a expressdo de CKm
significantemente superior aos animais do grupo OS.

Na figura 10 foi analisada a expressdo génica de SOCS3 expressa em
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UAx100. Em “A” temos a musculatura Solear e em “B” o musculo Extensor Longo
dos Digitos. No musculo Séleo houve comportamento semelhante entre os grupos,

da mesma forma aconteceu na musculatura glicolitica.
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Figura 8 — Conteido de RNAmM de GLUT4 corrigidos pelo GAPDH e expressos em unidades
arbitrarias (UA x 100). Em “A” contetdo de RNAmM da musculatura oxidativa (Séleo) e em “B”

contetido de RNAmM da musculatura glicolitica (EDL). * P < 0,05 vs CS.N =4 -5,



51

Creatina Quinase (CK)

CJcs

110 4 1104

100 100 o

90 90 4

s NI

60 -

80

70 A

60 4

50 4 50 -|

mRNA UAx100
mRNA UAx100

40 4 40

30 4 304
20 4 204

10 4 104

Creatina Quinase (CK)

0 . 0
1

GRUPOS

T
1

GRUPOS

[C_1cs
[ cE
I OS
I OE

Figura 9 — Contetdo de RNAm de CKM corrigidos pelo GAPDH e expressos em unidades arbitrérias

(UA x 100). Em “A” conteido de RNAmM da musculatura oxidativa (S6leo) e em “B” conteudo de RNAm

da musculatura glicolitica (EDL). * P < 0,05 vs OS. N =4 - 5.
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Figura 10 — Contelldo de RNAmM de SOCS3 corrigidos pelo GAPDH e expressos em unidades
arbitrarias (UA x 100). Em “A” conteudo de RNAmM da musculatura oxidativa (Séleo) e em “B”

conteddo de RNAm da musculatura glicolitica (EDL). N =5 —7.

3.9. Western Blotting IRS -1

Para a avaliacdo do grau de fosforilagdo do IRS, foi realizado um ensaio de
Western Blotting — ECL para a quantificacdo da fosforilacdo em tirosina da pp185 do

IRS — 1. Também foi realizado um ensaio de immunobloting para avaliar a

307

fosforilagdo do Substrato 1 do Receptor de Insulina em Serina™" (via inibitéria).



3.9.1. Fosforilacdo em Serina®”’
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A Figura 11 apresenta resultados da via inibitéria da sinalizac&o insulinica

através da fosforilacdo de IRS em Ser*®”. Em “A” o musculo Séleo e em “B” o

musculo EDL. Na musculatura oxidativa os animais exercitados apresentaram um

discreto déficit na fosforilagdo em residuos de Serina®®’ quando estimulados com

insulina, o contrario do que aconteceu com os sedentarios que, quando estimulados

com o horménio tiveram uma tendéncia ao aumento da fosforilacdo nesta regiao.

Quando analisada a musculatura glicolitica, os grupos CS e OE ndo apresentaram

aumento quando estimulados com insulina, porém, os animais CE e OS tiveram

tendéncia a este aumento. Vale ressaltar que o grupo OS teve um aumento maior

apos a sinalizacdo do horménio.
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Figura 11 — Grau de fosforilacdo de IRS — 1 em Serina®”’, resultados expressos em UA/ug de

proteina. Em “A” Séleo e em “B” Extensor longo dos Digitos. N = 4.
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3.9.2. Fosforilacdo em Tirosina

A Figura 12 representa a fosforilacdo da pp 185 em tirosina do IRS — 1 e tem
papel importante na ativacdo de proteinas intracelulares importantes que culminarao
na ativacdo do transportador de glicose 4 para a manutencdo da homeostasia
glicidica. Em “A” o musculo Séleo e em “B” o musculo EDL. Na musculatura solear a
fosforilacdo da ppl85 em tirosina do IRS — 1 é semelhante entre os grupos. No

Extensor Longo dos Digitos todos os grupos se comportaram da mesma maneira.
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Figura 12 — Fosforilagdo do IRS — 1 em pY (fosfotirosina). Em “A” a fosforilagdo da musculatura

oxidativa (Séleo) e em “B” fosforilagdo da musculatura glicolitica (EDL). N =4 — 5.

3.10. Quantificacdo de conteudo proteico de GLUT4

O conteudo da proteina GLUT4 foi quantificada pela técnica de Western
Blotting — ECL. A figura 13 apresenta os dados da musculatura oxidativa e apenas o

grupo OE apresenta diferenca significativa no conteudo de GLUT4 na fracdo de
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membrana microssomal apds ser estimulado com insulina quando comparado com a
fracdo microssomal do grupo CS ap6s estimulo insulinico. O grupo OS apresenta um
menor conteudo proteico antes do estimulo, e ap0s a carga de insulina apenas a
fracdo de membrana plasmatica sofre uma alterac&o positiva e o grupo CE tem uma
leve diminuicdo na expressdo de GLUT4 apds o estimulo de insulina.

A figura 14 apresenta dados da expresséo da proteina GLUT4 expressos em
UA/ug de proteina da musculatura glicolitica. Ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 13 — “Immunoblot”, imagem tipica de um ensaio de Western Blotting — ECL. Conteldo proteico
de GLUT4 do musculo Séleo por meio da técnica de Western Blotting — ECL. * P < 0,05 vs CS (M +).

N =4.
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Figura 14 — “Immunoblot”, imagem tipica de um ensaio de Western Blotting — ECL. Conteldo proteico

de GLUT4 do musculo EDL por meio da técnica de Western Blotting — ECL. N = 4.
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4. DISCUSSAO

Embora alguns fenbmenos ainda ndo estarem bem elucidados na literatura,
muitos maleficios causados pela obesidade ja estdo bem descritos. E sabido que
uma pessoa obesa tem grandes chances de desenvolver patologias relacionadas ao
aumento da reserva de gordura, problemas cardiovasculares e resisténcia hormonal
sdo uma delas (BASTARD et al., 2006).

Como o perfil alimentar da sociedade moderna € rico em acidos graxos, as
pessoas estao cada vez mais obesas (BERTRAND et al., 2011). Por uma questao de
praticidade, a populacdo prefere muitas vezes comer um alimento pré — preparado a
um alimento que leva um tempo maior para ser preparado, o problema é que estes
alimentos possuem caracteristicas diferentes, na maioria das vezes o primeiro tem
uma quantidade maior de acidos graxos que o segundo. PAN e colaboradores
desenvolveram trés estudos de coorte (300 mil pessoas) e mostraram que pessoas
gue consomem carne vermelha tem maior propensdo a desenvolver o DM2 e que
alimentos processados como salsicha, mortadela e bacon, por exemplo, contribuem
em 51% para o aparecimento desta patologia principalmente pela alta quantidade de
gordura saturada, sodio e nitritos. Eles acreditam que este ultimo (que é uma
espécie de conservante) pode ser transformado em nitrosamina no organismo, e
este composto pode ser toxico para as células B pancreaticas aumentando assim o
risco do Diabetes Mellitus tipo 2 (PAN et al., 2011).

Neste estudo, ratos Wistar alimentados com dieta ocidental apresentaram
aumento de 13% no peso corporal e de 88% na massa de tecido adiposo
periepididimal quando comparados com os animais controle. O indice de Lee

também acompanhou estes resultados, pois se encontrou aumentado nos animais
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obesos e o0s animais obesos exercitados apresentaram discreto declinio destes
quesitos. Podemos observar claramente tanto o efeito da dieta quanto o efeito do
treinamento na Figura 2. Este grafico apresenta a evolucdo do peso corpéreo dos
animais semana a semana. A diferenca entre os animais obesos e controles comeca
a aparecer a partir da 22 semana e segue até o final do estudo. Podemos ver
também o efeito do exercicio, pois 0s animais exercitados apresentam uma evolucao
de peso semanal bem mais baixa do que os sedentarios, o que pode ser calculada
conforme a formula: A% = {[(Massa Final — Massa 12 semana de treino/ 12 semana
de treino) x 100] / 6 semanas} (BERNARDES, 2004). Podemos observar que, por
semana, os animais do grupo CS apresentam uma evolucdo no peso de 2,6%, CE
de 1,3%, OS 1,6% e OE 0,8%. Com isso podemos ver que, embora 0s animais
estejam obesos, 0 exercicio se mostrou eficiente para atenuar os efeitos causados
pela dieta hiperlipidica, provavelmente através do aumento da oxidacdo de acidos
graxos, em relacdo ao peso corporal dos animais conforme ja discutido em alguns
estudos da literatura (PANVELOSKI COSTA et al., 2011).

A ingestéo alimentar em gramas nao é diferente entre os grupos, porém guando
estes valores sdo convertidos em Kcal, os animais obesos tém uma ingestao
calorica significativamente superior aos animais controle, fazendo com que os
animais optem pela dieta ocidental ao invés da racdo padrdo, a qual também era
ofertada a estes animais.

Ja estad bem estabelecido que o quadro de resisténcia insulinica ttm uma relacéo
muito estreita com um estado inflamatorio cronico subclinico, e esta disfuncao
metabolica, caracterizada pelas altas concentracfes de citocinas pro — inflamatérias,
causa um aumento da ativacdo de proteinas intracelulares capazes de modular

negativamente o sinal dado pela insulina, diminuindo assim a ativagdo do
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transportador de glicose 4, culminando numa menor captacao de glicose plasmatica
(ARKAN et al., 2005; CAl et al., 2005; TATARANNI e ORTEGA, 2005).

Quando avaliado o kITT, vemos que antes do treinamento 0s animais nao
apresentaram diferencas significantes, pois provavelmente nesta etapa o quadro de
obesidade ainda ndo estava bem instalado e vale ressaltar que o tecido adiposo
também é um Orgao sensivel a acao da insulina, portanto também contribui para a
captacao da glicose sérica. Além disso, uma maior captacdo de glicose no periodo
de instalacdo da obesidade é fator crucial para aumentar estoque de triglicerideos no
tecido adiposo nos obesos. Porém, quando o teste foi realizado ao final do estudo,
observamos que os animais obesos apresentam uma resposta alterada a sinalizacéo
do horménio insulina. Em compensacédo os animais obesos que treinam apresentam
maior sensibilidade ao horménio do que os animais OS, mostrando que 0 exercicio
fisico combinado pode melhorar a sensibilidade insulinica, até mesmo de individuos
gue ja sao resistentes ao hormonio.

No teste de tolerancia a glicose, na 82 semana (Pré Treino), 0s animais controle
tinham uma taxa de remocéao de glicose melhor que dos animais obesos (0,18 e 0,10

%/minuto ~ !

respectivamente). Na ultima semana o teste foi feito também, e os
animais obesos que treinaram, apresentaram um discreto aumento na taxa de
remocao da glicose quando comparados com 0s animais obesos que nao treinaram.
Os animais do grupo Controle Exercicio apresentam uma taxa de remocao menor
que 0s outros grupos, porém a glicemia destes animais antes do inicio do teste
(tempo 0) é menor que os outros grupos e mesmo tendo um coeficiente angular
menor que todos os grupos (0,17 para CE e 0,28; 0,23; 0,25 para CS, OS e OE

respectivamente) apresenta uma glicemia pos teste igual a CS e OE. O grupo OS

teve uma glicemia pos teste discretamente superior aos outros grupos. Neste caso a
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insulina produzida pelo pancreas dos animais esta sendo efetiva para manter a
homeostasia glicidica, porém nao se sabe se o grupo Obeso Sedentério ja apresenta
um quadro de hiperinsulinemia compensatoria, que pode explicar o fato de estes
animais apresentarem uma remocao normal de glicose no TTG e durante o TTI se
apresentar resistentes, pois se estes animais podem estar liberando uma quantidade
de insulina superior ao normal para compensar o quadro de Rl que foi apresentado
no Teste de Tolerancia a Insulina ja que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia
tem forte correlacao (RIZVI, 2010). O que pode explicar a baixa taxa de remocéao de
glicose dos animais exercitados é o aumento da atividade simpéatica causada pelos
estimulos elétricos. VERAGO e colaboradores mostram que animais que recebem
estimulos elétricos nas patas agudamente (3 sessdes de choques), apos cada uma
ocorre 0o aumento das concentracdes de corticosterona e glicose. A hiperglicemia
ocorre talvez pela acdo da corticosterona sobre o efeito das catecolaminas em
conjunto com a acdo do glucagon, que estimulam a glicogendlise e a
gliconeogénese hepatica. Estes animais também foram submetidos ao TTG, e estes
apresentaram aumento da glicemia ap0s injecdo i. v. de glicose, esta hiperglicemia
foi superior aos animais controle e esta diferenca continua 30 minutos apés a dose.
As concentragdes de insulina, como esperado foram proporcionais as concentracoes
de glicose plasmatica (que foi maior e mais prolongada que os controle), mostrando
que a resposta pancredtica a glicose se mantém inalterada, porém a captacdo de
glicose periférica esta prejudicada (VERAGO et al., 2001; FARIAS — SILVA et al.,
2002). Este mecanismo pode envolver o aumento das concentraces de Ca**
intracelular causando alteracdo na eficacia do GLUT4 migrar para a membrana
plasmatica captar glicose (REUSCH et al., 1991; BEGUM et al., 1992; BEGUM et al.,

1993; REUSCH et al., 1993).
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As concentracfes de lactato dos animais atingiram as concentracdes entre 5 e
5,5 mmol/L. Teoricamente esses valores ndo seriam suficientes para afirmar que os
animais eram submetidos a um protocolo de exercicio anaerdbio, entretanto, estudos
prévios desenvolvidos em nosso laboratorio mostraram que no exercicio de salto
isolado, com recuperacao passiva (7 minutos apds o término da sesséo de treino),
0S animais acumulavam aproximadamente 7,05 e 7,64 mmol/L (controle e obeso
respectivamente) (PANVELOSKI — COSTA et al.,, in press). Como no protocolo
descrito neste estudo, apos o treino de salto, os animais fazem exercicio aerébio
continuo com predominio da via metabodlica dos acidos graxos, e isto esta bem
descrito na literatura como acelerador da remocdo de acido lactico da corrente
sanguinea e na literatura, como o valor descrito como limiar anaerébio de animais é
inferior a 7 mmol/L (GOBATTO et al., 2010), podemos inferir que o exercicio de salto
realizado no presente estudo possui maior participacdo do metabolismo glicolitico
durante o protocolo de exercicio(VOLTARELLI, 2004).

Na Figura 7 fica claro o aumento da seccao transversa do musculo gastrocnémio
dos animais que treinam, pois sao relativamente superiores aos animais sedentarios.
Um dado curioso é que os animais OS apresentaram um maior didmetro de fibras do
gue o0s animais controle. Isto pode ser justificado pelo fato destes animais
apresentarem um peso mais elevado do que animais controles, o que pode ser
considerado como sobrecarga para 0os membros inferiores, contribuindo para
apresentacao de uma maior secgao transversal.

Uma das vias estimuladas pela sinalizacdo de citocinas pro — inflamatorias € a
via das serinas/treoninas quinases (IKKB e JNK) que a partir do momento em que se
tornam ativas, aumentam a fosforilacdo da subunidade catalitica do receptor de

insulina (B) e do IRS — 1 em residuos de serina, diminuindo assim o sinal insulinico e
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consequentemente uma menor ativacdo de proteinas chave da cascata de
sinalizacdo da insulina e contribuindo para uma menor captacdo de glicose
(HIROSUMI et al., 2002; YUAN et al.,, 2001; PRADA et al., 2005). Em modelos
experimentais recentes foi demonstrado que o estresse de reticulo endoplasmatico e
espécies reativas de oxigénio, tém participacdo na ativacao destas serinas/treoninas
quinases (FURUKAWA et al., 2004; LIN et al., 2005; NAKATANI et al., 2005).
Algumas citocinas (IL — 6 e TNF — a por exemplo) atuam classicamente através da
ligacdo em seus receptores (SHOELSON et al., 2006), porém outras vias podem
também ativar estas serinas/treoninas quinases, como a via dos Toll Like Receptors
(TLRs) (AKIRA et al, 2006). Alguns conjugados lipidicos, como o0s
Lipopolissacarideos (LPS), ligam-se facilmente a esses receptores e ativam IKKp e
JNK, e como estes conjugados lipidicos sdo muito expressos em dietas
hiperlipidicas, acredita — se que em populacdes obesas a ativacao destes receptores
por meio de LPS é maior e que ha forte relacdo entre ativacdo de TLRs, resisténcia
insulinica e obesidade (LEE et al.,2001).

Quando analisada a expressao génica de GLUT4, CKm e SOCS3, apenas na
musculatura glicolitica se observou aumento da expressdo de GLUT4 nos controles
exercitados, o que esta de acordo com o pressuposto de que o treinamento imposto
tem mais caréter glicolitico e menos oxidativo. O aumento de expressdo de CKm na
musculatura oxidativa do grupo obeso exercicio pode ser justificada pelo tipo de
treinamento imposto, durante o qual esteja predominando a via anaerébia alactica.
Inesperadamente, ndo foram encontradas diferencas significativas na expressao de
SOCS3, apenas um discreto aumento na musculatura glicolitica do grupo obeso
sedentario, que pode ser justificada pelo tipo de alimentacdo e/ou habito sedentario,

sugerindo, portanto, discreto grau de inflamacao neste grupo.
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Quando analisadas a fosforilacdo em Serina®®’ do IRS — 1, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre o0os grupos. Quando avaliamos a
fosforilacdo em tirosina da ppl85 do IRS — 1, encontramos um comportamento
semelhante entre os grupos. Como mostra o KITT os animais OS apresentam
resisténcia ao hormoénio insulina, mas provavelmente o problema ndo ocorre nas
etapas iniciais da sinalizacdo e, sim, em alguma outra proteina chave por ativar o
GLUT4, como a regulacao negativa da fosforilagdo da AKT. YUNG et al. mostraram
gue o estresse de reticulo modula a especificidade dos substratos fosforilados da
AKT, pela supressao de sua fosforilacéo, prejudicando assim o transporte da glicose
(YUNG et al., 2011).

A literatura mostra que a musculatura oxidativa tem maior participacdo na
captacdo de glicose no organismo como um todo, e, portanto, a expressdo de
GLUT4 € maior na musculatura Solear do que no Extensor Longo dos Digitos.
Quando comparamos a expressao protéica no musculo Sdleo, apenas o grupo OE
apresentou maior expressao de GLUT4 na membrana microssomal que os animais
controle sedentarios quando estimulados com insulina e o grupo OS apresenta uma
tendéncia a ter uma expressao menor de transportador de glicose tanto na fracao de
membrana microssomal quanto na fracdo de membrana plasmatica, corroborando
com os dados encontrados no presente estudo (KITT, TTG).

Na musculatura glicolitica a expressao protéica do GLUT4 ndo é diferente entre
0s grupos. Esses dados mostram que o grupo Obeso Sedentario pode apresentar
alguma deficiéncia na cascata de sinalizacdo da insulina, porém as variaveis
analisadas néo sao suficientes para inferir qual proteina esta prejudicando este sinal.
Como ja é sabido, sao varias as proteinas envolvidas na maquinaria de ativacao do

GLUT4 (P13 — K, AKT, PKCa, PKC®, e m-TOR) (ZICK, 2003) e além das proteinas,
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fatores transcricionais podem induzir a regulacdo deste gene e seus mecanismos
podem ser ativados de forma distinta. Estudos mostram que a inativagdo do NFk — B
causa aumento da expressao génica de GLUT4. E este aumento também ocorre em
resposta a atividade contratil, por ativacdo dos MEF2A, MEF2D, GEF e HIF - 1a,
estimuladores do gene GLUT4 (SILVA et al., 2005). E como estes fatores ndo foram
guantificados neste estudo, existe a hipotese de algum ou alguns desses fatores
estarem interferindo na cascata de sinalizacdo da insulina direta ou indiretamente
modulando negativamente a ativacdo do transportador de glicose 4, diminuindo
assim a captacdo da glicose sanguinea e prejudicando assim a homeostasia

glicidica.
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5. CONCLUSOES

Podemos concluir com estes resultados que a dieta ocidental foi eficiente para
gerar um estado metabolico de obesidade e que os individuos que consomem esta
dieta estdo propensos a serem obesos e resistentes insulinicos. Quando temos a
opcao de escolher o tipo de alimento, preferimos os mais palataveis aos menos
palataveis, agravando ainda mais o quadro de obesidade. E o treinamento
combinado parece diminuir os efeitos negativos deste tipo de alimentacdo causando
uma melhora, mesmo que discreta em alguns fatores, como tolerancia a glicose,
expressdo de RNAm de GLUT4 e SOCS3, fosforilacdo em Serina®®’ e em Tirosina
da pp185 do IRS — 1 e expressédo proteica de GLUT4. Estes dados mostram que o
exercicio fisico em conjunto com uma boa alimentacdo, podem ser ferramentas

importantes tanto na prevencao quanto na intervencao da obesidade.
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7. ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacédo do comité de ética em pesquisa, processo n°79/2009.
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Antdaio Corréa Pinto Jomwor, sob orientagso da Profa Dra. Patricla Monteiro Seraphim.

Processo no. TH2009

NMecebamos o nou prajeto, o gqual fol examinadn pRin Assessar, tendo recebido o
parecer anexo.
Decomente do exposto, esle Comitd, em concorddncia com O parecensta,
consiiera o projeto APROVADOC
Informamos. ainds. que diante do cronograma do desanvolvimento da
pesquisa, ficam estabelecidas as datas de 01/042011 e 18012012, 08 prazos para
encamihamento ao CEP de relatérios parcial ¢ final sucinito (vide medelo na pagina da

FCTY.
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