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RESUMO

Introducdo: No decurso da obesidade o tecido adiposo branco funciona como
promotor de inflamac&o, condicdo relacionada com a resisténcia a insulina (RI),
enquanto o tecido adiposo marrom (TAM) pode contribuir com o equilibrio energético
através da termogénese. Paralelamente, em ambos os tecidos encontramos
macrofagos infiltrados que, em condi¢cdes fisiologicas, estdo majoritariamente
polarizados no sentido M2, ou seja, possuem um perfil anti-inflamatério. Contudo,
na obesidade ha um predominio da polarizacdo M1, contribuindo para inflamacéo
sistémica e RI. Nesse contexto, a literatura aponta que a falta de macré6fagos M2 pode
comprometer a termogénese do TAM, colaborando assim com o agravamento da
obesidade e RI. Objetivo: Investigar os efeitos do exercicio agudo de natacdo na
infiltracdo e no balanco da polarizacdo de macréfagos no TAM. Métodos:
Camundongos Swiss foram divididos em trés grupos experimentais: alimentados com
dieta padréo (CTL), alimentados com dieta hiperlipidica (DH) ou alimentados com
dieta hiperlipidica e submetido a um protocolo de exercicio agudo de natacédo (EXE).
Foram realizados testes de tolerancia a glicose (GTT) e a insulina (ITT) com a
finalidade de averiguar a resisténcia a insulina; e analises de imunofluorescéncia para
verificar a infiltracéo e polarizacdo de macréfagos. Resultados: Os grupos DH e EXE
apresentaram peso corporal final maior que o CTL, sem qualquer diferenca entre os
primeiros. O exercicio agudo foi capaz de reduzir a glicemia de jejum e a intolerancia
a glicose. Contudo, o exercicio agudo promoveu melhora na tolerancia a glicose.
Quanto aos macréfagos, a natacdo nao foi capaz de atenuar a infiltragdo, mas
promoveu substancial incremento na polarizacdo M2 e na quantidade de IL-10.
Conclusao: O exercicio fisico possui a capacidade de promover a polarizacdo de
macrofagos M2 no tecido adiposo marrom, contribuindo assim para um aumento da
termogénese. Dessa forma, o exercicio pode diminuir a inflamacéo subclinica e
crdnica por mecanismos que vao além da perda de peso, contribuindo para o controle

da resisténcia a insulina.

Palavras chaves: tecido adiposo marrom, obesidade, inflamacao, macréfagos



ABSTRACT

Introduction: During obesity, white adipose tissue works as a promoter of
inflammation, a condition related to insulin resistance (IR), while brown adipose tissue
(TAM) can contribute to energy balance through thermogenesis. At the same time, in
both tissues we found infiltrated macrophages that, under physiological conditions, are
mostly polarized in the M2 direction, that is, they have an anti-inflammatory profile.
However, in obesity there is a predominance of M1 polarization, contributing to
systemic inflammation and IR. In this context, the literature points out that the lack of
M2 macrophages can compromise the thermogenesis of TAM, thus contributing to the
worsening of obesity and IR. Objective: To investigate the effects of acute swimming
exercise on the infiltration and balance of macrophage polarization in TAM. Methods:
Swiss mice were divided into three experimental groups: fed a standard diet (CTL), fed
a high-fat diet (DH) or fed a high-fat diet and submitted to an acute swimming exercise
protocol (EXE). Glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance tests were performed in
order to ascertain insulin resistance; and immunofluorescence analyzes to verify
macrophage infiltration and polarization. Results: The DH and EXE groups presented
final body weight higher than the CTL, without any difference between the former.
Acute exercise was able to reduce fasting glucose and glucose intolerance. However,
these did not promote improvement in glucose tolerance. As for macrophages,
swimming was not able to attenuate the infiltration, but it promoted a substantial
increase in M2 polarization and in the amount of IL-10. Conclusion: Physical exercise
has the ability to promote the polarization of M2 macrophages in brown adipose tissue,
thus contributing to an increase in thermogenesis. Thus, exercise can reduce
subclinical and chronic inflammation through mechanisms that go beyond weight loss,

contributing to the control of insulin resistance.

Key words: brown adipose tissue, obesity, inflammation, macrophages.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é um problema de saude a nivel mundial, a cada dia o
namero de obesos aumenta cada vez mais, ou seja, ela cresce em niveis
alarmantes. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
2016 13% da populacdo mundial com 18 anos ou mais estava obesa e 39%
dos adultos estava com sobrepeso, ou seja, em futuro proximo as chances
desses individuos se tornarem obesos sdo grandes, aumentando ainda mais
esse numero (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). No Brasil, 0 quadro
nao é diferente, pois a Pesquisa Nacional da Saude (PNS) de 2019, apontou
uma evolucdo no aumento de pessoas obesas e com sobrepeso também no
Brasil. Segundo esses dados, ja em 2008 mais da metade da populacéo
brasileira estava com excesso de peso, enquanto que a obesidade em 2019
acometia 22,8,5% da populacdo masculina e cerca de 30,2% da populacao
feminina, como pode ser observado na Figura 1, que apresenta as informacgdes
do periodo de 2002 até 2019.

Figura 1 - Prevaléncia de déficit de peso, excesso de peso e obesidade na populacao de 20
anos ou mais de idade, por sexo Brasil — periodos 2002-2003, 2008-2009, 2013 e 2019
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Prevaléncia de excesso de peso e de obesidade na
populacao adulta de 20 anos ou mais de idade, por sexo

Brasil - 2002-2003 a 2019

EXCESSO DE PESO

minino

Masculino

POF 2002-2003 POF 2008-2009  PNS 2013 PNS 2019

OBESIDADE

Fontes: Pesquisa de Or¢gamentos Familiares 2002-2003/2008-2009
Pesquisa Nacional de Sa(ide 2013 e Pesquisa Nacional de Satde 2019 5”365

Fonte: Pagina do IBGE no facebook?.

O Vigitel (Vigilancia de Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico)
em uma de suas missdes, visa conhecer o estado de salude da populacdo
brasileira e apontar, dessa forma, possiveis medidas e intervencbes que
possam ser tomadas a fim de diminuir e tratar doencas crénicas nao
transmissiveis, como a obesidade. A pesquisa € realizada pela Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, através de ligacao telefénica para
qualquer individuo que tenha 18 anos ou mais, possua telefone fixo, e resida
em uma das 26 capitais brasileiras e ou no Distrito Federal podera participar
através de sorteio cego. Dados mais atuais, apresentados pelo VIGITEL de

! Disponivel em < https://www.facebook.com/ibgeoficial/posts/o-percentual-de-
pessoas-obesas-em-idade-adulta-no-brasil-mais-do-que-dobrou-em-1/4044276365599182/>
.Acessado em 12/03/2021.
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2019, apontam que a frequéncia de excesso de peso foi de 55,4%, enquanto a
frequéncia de adultos obesos foi de 20,3% (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

A preocupacdo com o crescente niumero de doencas cronicas nao
transmissiveis como a obesidade se da por elas serem um dos maiores
problemas de saude publica da atualidade, ocasionando um alto indice de
morte. Dados da OMS (Organizacdo mundial da satude) apontam que 71% das
mortes sdo causadas por doencas cardiovasculares, cancer, doencas
respiratorias e diabetes, que séo provenientes de condicfes pré-existentes, e
estdo em muitos casos correlacionadas com a obesidade, como fumo,
inatividade fisica, consumo de alcool e dietas ndo saudaveis (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

Tanto o sobrepeso quanto a obesidade podem ser entendidos como
um desequilibrio entre ingestdo alimentar e gasto energético, ou seja,
aparecem em individuos que consomem mais calorias do que o considerado
necessario para a homeostase, associado a niveis muito baixos de atividade
fisica ou ainda inatividade fisica (KOPELMAN PETER G., 2000; LANGIN,
2010).

Fatores genéticos podem contribuir para o ganho de peso excessivo,
sendo assim, a preocupacao torna-se ainda maior quando ja existem casos de
obesidade severa na familia. Por outro lado, o estilo de vida parece ser fator
chave para o desencadeamento desta doenca, a pressdo do mercado de
trabalho que exige horas de trabalho e dedicacdo, aliado com a oferta de
refeicdes prontas, baratas e com alto conteddo energético, contudo pobres em
vitaminas, minerais e fibras contribuem em grande parte para o
estabelecimento de quadros de obesidade. Pode-se compreender que a
obesidade pode ter varios agentes causadores, ou seja, € uma doenca
multifatorial (KOPELMAN PETER G., 2000; LANGIN, 2010).

Ao mesmo tempo em que a obesidade possui diversas causas, ela
também pode desencadear diversas comorbidades, como resisténcia a insulina
(RI1), diabetes mellitus tipo Il (DM2), dislipidemia, doengas cardiovasculares, e
até mesmo alguns tipos de cancer (KOPELMAN PETER G., 2000; LANGIN,
2010). Tal capacidade é possivel pela obesidade ser considerada uma doenca

cronica e de baixo grau inflamatério, situacdo que colabora para o
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desenvolvimento e/ou agravamento dessas comorbidades (YE, 2013; LEE E
LEE, 2014; MORRIS et al., 2015).

O indice de massa corporal (IMC), é um indicador que de maneira
simples, verifica se um individuo encontra-se no peso ideal, calculado a partir
da divisdo da massa em kg pela altura do individuo elevada ao quadrado. O
indice € amplamente utilizado pela OMS e pode ser conferido na tabela abaixo,
gue apresenta os valores e as respectivas faixas indicativas de classificacao de

peso e risco a saude.

Tabela 1 - indices de massa corporal e respectivas faixas indicativas

IMC (KG/M?) | CLASSIFICACAO | OBESIDADE/GRAU CLASSE | RISCO DE DOENCA
<185 Abaixo do peso 0 Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal 0 Normal
25—-29,9 Pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade Grau | Elevado
30-39,9 Obesidade Grau Il Muito elevado
>40,0 Obesidade Grau 1l Muitissimo elevado

Fonte: Elaborado a partir das informagdes disponiveis na pagina da World Health
Organization?

Dessa forma, estuda-se maneiras para amenizar ou conter a
obesidade. Nos capitulos abaixo sera discutido com mais profundidade como o
desenvolvimento da obesidade pode resultar em outras comorbidades a
exemplo da resisténcia a insulina. Também serd apresentado e discutido o
tecido adiposo marrom, apontado pela literatura como 6rgéo termogénico e que
contribui para a depuracdo de glicose e gorduras. Por fim, evidenciamos o
papel do exercicio fisico no controle e combate da obesidade e resisténcia a
insulina, e o seu possivel papel na ativacdo do tecido adiposo marrom, e
melhora do quadro inflamatério, possibilitando um melhor funcionamento do

mesmao.
1.1 Vias de sinalizagdo da insulina e resisténcia

Como discutido anteriormente, a Rl pode surgir diante da obesidade.

Para entender o como esse fendmeno ocorre, € necessario compreender o

2 Disponivel em: <https://www.euro.who.int/en/health-topics/disease-prevention/nutrition/a-

healthy-lifestyle/body-mass-index-bmi>. Acessado em: 12/05/2020
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papel e funcdo da insulina no controle glicémico de individuos saudaveis, para
entdo, compreender as mudancas decorrentes da obesidade.

Manter os niveis de acucar ideais no sangue é uma tarefa complexa.
De forma resumida, pode-se dizer que dois hormoénios ajudam nesse controle,
o glucagon e ainsulina. De forma didética, é possivel considerar que esses dois
hormdnios possuem papel antagbnicos, j& que o glucagon é secretado pelas
células a das ilhotas de Langerhans em quadros que a glicose sanguinea
diminui, sua principal funcédo € garantir um aumento da glicose (Guyton AC,
HALL JE, 2017).

Ja a insulina é produzida pelas células B pancreaticas, e induz a
absorcéo de glicose nos tecidos que possuem sensibilidade aos seus efeitos,
tais como o musculo esquelético e tecido adiposo, ja no figado a insulina tem
como principal funcéo inibir a neoglicogénese, producéo de glicose (KAHN,
2000; SALTIEL, ALAN R, 2001; YE, 2013). A liberag&o de insulina ocorre em
resposta ao aumento de glicose plasmatica ou de aminoacidos, como salientam
Fu, Gilbert e Liu (2013) e Saltiel, Alan R, (2001), em especial pela leucina, que
faz parte de um grupo de aminoécidos essenciais de cadeia ramificada,
conhecidos amplamente como BCAAs (NAIR E SHORT, 2005; XIAO et al.,
2011).

A insulina e o musculo esquelético, possuem uma interessante
relacdo. GROOP et al.(1989) explicam que, em jejum 0s niveis de insulina se
encontram baixos, que faz com que haja pouca captacdo de glicose pelo
musculo esquelético e, ao mesmo tempo, ocorra a lipélise pelos adipécitos e,
consequentemente, ha aumento de acidos graxos na corrente sanguinea. Além
disso, neste quadro de jejum, o musculo esquelético utiliza os &cidos graxos
como fonte energética, enquanto o cérebro utiliza exclusivamente a glicose.

Além do seu papel no controle glicémico, a insulina, dada a sua
capacidade anabodlica pode induzir a proliferacdo celular, promover um
aumento da fungdo mitocondrial e estimular a sintese de glicogénio e acido
graxo (SALTIEL, ALAN R, 2001; YE, 2007).

A figura 2 abaixo apresenta a sinalizagcdo da insulina, iniciada pelo
receptor de insulina (IR) especifico na membrana e que € uma proteina

heterotetramérica com duas subunidades alfa (a) e duas betas (B) (KAHN,
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2000). As subunidades a s&o externas a membrana celular, ja as subunidades
B sado proteinas transmembranas. Quando a insulina é ligada a porgdo a do
receptor, ocorre uma mudanca conformacional que leva a autofosforilacdo das
subunidades B. Uma vez que o IR é ativado, ele adquire atividade quinase,
capaz de promover a fosforilagdo do substrato do receptor de insulina 1 e 2
(IRS-1 e IRS-2) (KAHN, 2000). Uma vez fosforiladas as proteinas IRSs criam
sitios de ligacdo para diversas proteinas, como a fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), que resulta na sua ativacdo (Kahn, 2000). Essa ativacdo da PI3K
permite a maior fosforilagdo da proteina serina/treonina quinase b (Akt)
(CEFALU, 2001), enquanto a Akt, por sua vez, aumenta a captacéo de glicose
periférica do tecido muscular e adiposo por promover a translocacdo do
transportador de glicose 4 (GLUT-4) do citoplasma para a membrana
plasmatica e resulta em captacdo celular de glicose por difuséo facilitada apés
ingestao alimentar (ABEL, E. D et al, 2001).

Figura 2 - Funcionamento da via da insulina

Insulina Jo cice _ Muisculo
AV " Tecido Adiposo

L

R

T Captacao de glicose

Fonte: Tobar3 (17 de fevereiro de 2020, comunicacdo pessoas)

A RI pode ser definida como uma dificuldade de resposta dos tecidos

sensiveis a acao da insulina como musculo esquelético, figado e tecido adiposo

3 Fluxograma apresentado por Natéalia Tobar, em reunido do grupo de pesquisa.
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(KAHN, 2000; YE, 2013; LEE E LEE, 2014). Durante o desenvolvimento da RI
surge um quadro de hiperinsulinemia compensatoria, que € 0 aumento na
producdo de insulina pelas células B do pancreas com objetivos de manter os
niveis glicémicos dentro dos limites normais (YE, 2013). Em um proximo
estagio, a Rl se desenvolve até que ocorra disfungdes nas células f3
pancreaticas, situacao que agrava a dificuldade de acéo da insulina, pois essas
células ja ndo conseguem produzir altos niveis de insulina, ou seja, a sua
producdo torna-se menor que O necessario para manutencdo dos niveis
glicémicos adequados e leva a um quadro de hiperglicemia, caracterizado pela
instalacdo da DM 2 (CEFALU, 2001).

Além disso, o figado também possui um importante papel em
relacdo a RI, pois em situacdes de jejum prolongando, ocorre a producédo e
liberac@o de glicose para manter os niveis de agucar no sangue adequados
para a homeostase (YE, 2013; LEE E LEE, 2014). Por isso, durante a
alimentacdo de um individuo saudavel, o aumento na concentracao da insulina
inibe a producédo hepatica de glicose, mas em um quadro de RI, o figado

continua a produzir glicose mesmo em periodos pés prandial (YE, 2013).

1.2 Tecido adiposo branco: um 6rgéo endécrino

Outro elemento responsavel por contribuir com a Rl na obesidade é
o TAB (tecido adiposo branco). Este tecido € caracterizado pelo
armazenamento de gordura em periodos de balango energético positivo, ja em
situacdes de pouca ingestédo, a energia contida no TAB, pode ser mobilizada
para ser metabolizada (LANGIN, 2010). A sua estrutura € definida pela
presenca de adipécitos, células especializadas no armazenamento de grandes
goticulas de gorduras, como pode ser visto na figura 3 abaixo, o que confere a
este tecido grande capacidade de hipertrofia e em alguns casos hiperplasia,
sendo que o primeiro fendbmeno € a expansao no tamanho da célula, e o

segundo se refere a multiplicacdo da quantidade de células (GOSS, 1966).
Figura 3 - Morfologia do TAB
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. ¢ i
Fonte: Rafols, 2013, p.7.

O TAB também néo possui restricbes quanto ao seu crescimento.
Um Unico adipdcito branco é capaz de armazenar uma grande gota lipidica que
abrange de 85-90% de seu citoplasma e esse tecido € composto basicamente
por adipdcitos, macréfagos, tecido conjuntivo, nervoso e vascular (ESTEVE
RAFOLS, 2014). Além disso, ele possui pequenas quantidades de mitocéndrias
gue exercem sua funcdo somente para subsidiar a funcéo lipogénica, ou seja,
tem pouca capacidade oxidativa (MANTOVANI et al., 2004).

Antigamente, acreditava-se que o TAB era somente capaz de
armazenar gordura para ser usada em periodos de baixa ingestdo alimentar,
porém foi descoberto que € um tecido com funcbes enddcrinas capaz de se
comunicar com diversos outros tecidos através da secrecdo de horménios e
citocinas, conhecidas em seu conjunto como adipocinas (CINTI, 2002; LANGIN,
2010). Os adipocitos do TAB também séo capazes de produzir uma citocina
pré-inflamatéria em especial chamada de fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a).

Ha consenso na literatura atual que o TNF-a é capaz de promover
RI, pois estudos, como o de Hotamisligil et al. (1994), demonstraram que a
administracdo de TNF-a faz com que a agao da insulina fosse prejudicada, uma
vez que fora possivel observar a diminuicdo da captacdo da glicose e até
mesmo a expressédo do GLUTA4. Outro estudo mais recente de Lauterbach e
Waunderlich (2017) mostrou que o TNF-a é capaz de comprometer a fosforilagéo
em tirosina do IR e do IRS, uma vez que a via de captacdo da glicose é

interrompida.
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Na obesidade o consumo de calorias é descontrolado, e isso acarreta
a rapida e intensa expansdo do TAB. Para evitar que o TAB se expanda de
forma ectopica, ou seja, em areas que nao sao comuns ter gordura, inicialmente
ocorre uma inflamacdo para permitir a expansdo saudavel desse tecido,
permitindo a preservacao e integralidade diante das adaptagdes metabdlicas
que o tecido enfrenta diante a supernutricdo (VILLARROYA et al., 2018).
Contudo, como na obesidade a expansao do TAB € constante, essa inflamacéo
pode ter repercussdes que contribui para o aumento de contetudo inflamatério
e agravamentos das comorbidades resultantes da obesidade.
A concepcdo do TAB como 6rgdo enddcrino € importante, pois
como nao possui limites para seu crescimento também néo tera restricdes a
guantidade de adipocinas secretadas, ou seja, desequilibrios como aumento

da inflamacgéo nesse tecido podem gerar repercussoes sistémicas.

1.3 Sistemaimune

Durante o periodo de expansao do TAB algumas células do sistema
imune podem migrar até este tecido para promover as mudancas necessarias
para a sua expansdo. Um exemplo sdo os macrofagos que invadem o TAB e
dao suporte a sua expansao, tendo como produto a inflamacéo.(VILLARROYA
et al., 2018).Dessa forma, € necessario compreender o funcionamento do
sistema imune, e as cascatas de eventos que resultam da infiltracdo e
polarizacdo de macrofagos na obesidade.

Em um mundo repleto de doencas se vé a necessidade de um
sistema que seja eficiente ao combate a virus, protozoarios, bactérias, entre
outros causadores de maleficios. O sistema imune é essencial para a
manutencdo da espécie contribuindo com adaptacdes necessarias a medida
gue o meio ambiente se modifica e apresenta novas ameacgas.

Apés a primeira infancia, as células do sistema imune sao
produzidas na medula 6ssea e sdo classificadas pelos hematologistas em
glébulos brancos de 5 populagdes diferentes, conforme pode ser visto na figura
4 abaixo que reproduz a classificacdo de Nicholson (2016), de acordo com a
proteina que a célula expressa em sua membrana celular: neutrdfilo, linfécitos,

monodcitos e basofilos/eosinéfilos. Ainda sobre essas células, entre essas
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proteinas se encontram 0s receptores que interagem com o meio ambiente,
que podem se ligar a receptores de outras células ou a moléculas soluveis
como as citocinas (CHAPLIN, 2010; NICHOLSON, 2016).

Figura 4 - Glébulos brancos

Globulos brancos Funcoes
Neutrofilos ?} Resposta precoce, fagocitose, e
- morte local

Resposta precoce, fagocitose, e

Linfécitos ‘ Imunidade adaptativa, sub dividida entre
células T e B.

Monocitos apresentacao de antigeno.
Quando maduro se torna macréfago no
. ; tecido.
Basofilos e Granuldcitos, raros na
Eosindfilos circulagdo Defesa contra parasitas e alergias.

Fonte: Adaptado de Nicholson, 2016, p. 276.

As células de forma geral apresentam diversos tipos de receptores em
suas superficies, que podem desempenhar papel fundamental como transporte
de glicose para dentro da célula. A respeito dos receptores do sistema imune,
estes estdo a procura de qualquer sinal de infeccéo, perigo, ou grande morte
celular. Os receptores também se fazem presentes dentro das células, pois
alguns virus ficam alojados no citoplasma da célula o que dificulta o seu
reconhecimento pelo lado de fora, esses receptores internos podem se ligar a
estruturas como acidos nucleicos virais. Isso permite a célula reconhecer a
infeccéo e induzir a producéo de citocinas que atuam como um “alarme” para o
inicio da autofagia, processo conhecido como imunidade adaptativa e é
responsavel por reconhecer esse tipo de virus (CHAPLIN, 2010; NICHOLSON,
2016).

De forma geral, o sistema imunolégico divide-se em dois. O primeiro
denominado sistema imune inato e é a primeira linha de defesa do organismo,
capaz de combater diversas infeccbes através dos receptores de

reconhecimento padrdo (PRRs), que detectam os padrbes moleculares
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associados a patdégenos (PAMPs), como bactérias e fungos e induzem
respostas inflamatodrias. Sdo varias as classes dos PRRs como os Toll-like
receptors (TLRs) (JANEWAY, 1989; ESTEVE RAFOLS, 2014; IWASAKI,
MEDZHITOV E HAVEN, 2015). Esses receptores, identificam padrées comuns
nas paredes celulares de bactérias gram negativas e fungos, tais como o
lipopolissacarideo (IWASAKI, MEDZHITOV E HAVEN, 2015). J& o segundo é
0 sistema imune adaptativo, que tem a sua resposta dada pela codificacédo de
elementos genéticos, que se reorganizam e criam moléculas para se ligar ao
antigeno, ou patdgeno em si, a fim de inativa-lo e se desenvolve ao longo da
vida, uma vez que o0 organismo precisa ser apresentado ao antigeno
(CHAPLIN, 2010).

1.4 Ainflamacéo

Em condi¢bes fisioldgicas, a inflamacdo é uma resposta celular e
molecular de defesa do organismo a qualquer patdgeno ou infeccdo e é
necessaria para a recuperacao de orgaos e tecidos (YE, 2013; LEE E LEE,
2014). Uma vez que uma bactéria infecta e gera a inflamacao no organismo, as
células de patrulha, conhecidas como neutréfilos, sdo sinalizadas e vao até o
local da infec¢do onde liberam as chamadas quimiocinas, que sdo citocinas
especificas sensiveis a estimulos de inflamacdo. O aumento da expressao
dessas quimiocinas atrai as demais células de defesa para o sitio de
inflamacdo, sendo que os macréfagos sdo as primeiras células a serem
recrutadas (LEE E LEE, 2014).

Outro fenbmeno que parece contribuir para a inflamacao na obesidade
€ a hipdxia ocasionada pela hipertrofia do TAB no qual ocorre um estreitamento
dos vasos sanguineos diminuindo a circulagdo sanguinea no local
(TRAYHURN, 2013). Essa situacdo envolve a lise celular, que promove a
liberacdo de grandes quantidades de acidos graxos, e migracdo de macrofagos
para o local que apresenta efeitos em promocé&o de inflamacéo, principalmente
pela via ativacdo do Toll-like receptor 4 (TLR4). Devido a migracao de
macréfagos também ocorre a expressao de TNF-a e IL-6, entre outras citocinas
inflamatoérias (EGUCHI E MANABE, 2014). Esse efeito € conhecido como
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lipotoxicidade, que tem como consequéncia atrapalhar a sinalizacao fisiol6gica
de insulina, ou seja, promover Rl (EGUCHI E MANABE, 2014).

1.5 Células do sistema imune: macréfagos

Paralelo ao TAB, que por si s6 é capaz de produzir citocinas
inflamatorias, na obesidade ocorre o aumento da infiltracdo de macréfagos, que
fazem parte do sistema imune inato e patrulham todos os 6rgaos contribuindo
para a homeostase, imunidade, combate a patégenos e recuperacao tecidual
(LAUTERBACH E WUNDERLICH, 2017). Uma caracteristica importante
dessas células é sua plasticidade, ou seja, capacidade de se ajustar a
diferentes tecidos e condi¢bes, tornando-se macréfagos residentes de
determinado tecido, ou 6rgdo (BASHIR et al., 2016). Dessa forma, essas
células adquirem as caracteristicas necessarias para a defesa daquele local e
adquirem funcdes e adaptacdes especificas ao microambiente ao qual estao
expostos (HUME et al., 2002; BASHIR et al., 2016).

Nesse contexto, os macrofagos residentes do TAB expressam
multiplos PRRs, que os permite ter uma enorme gama de respostas
imunolégicas a diversos sinais de perigos (LAUTERBACH E WUNDERLICH,
2017). Uma vez que o patdgeno é reconhecido, os macréfagos permeiam um
estado inflamatério que resultara no recrutamento de outras células do sistema
imune para os sitios de infec¢des (IWASAKI, MEDZHITOV E HAVEN, 2015).

Além da quantidade de macrofagos, outro aspecto de grande
importancia € o tipo de ativacdo em que essas células se encontram. Para
determinar qual ativacdo serd realizada, alguns estimulos sdo necessarios,
como: produtos vindos de microbios, células danificadas, linfécitos ativados ou
perante outras patologias (WANG, LIANG E ZEN, 2014). Assim, para
desempenhar suas func¢des, os macrofagos podem apresentar diversos tipos
de ativacdes, que, por razdes didaticas, classificam-se em duas categorias
extremas: pro inflamatoria e anti-inflamatodria, denominadas respectivamente
tipo M1 e M2 (LAUTERBACH E WUNDERLICH, 2017).

Os macrofagos M1 ou de ativacdo classica sao cruciais para

combater infecgcbes e oferecem imunidade contra tumores, contudo, sua
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ativacdo excessiva pode resultar em lesdo ao tecido e autoimunidade, entre
outros problemas (LAUTERBACH E WUNDERLICH, 2017). Além disso,
mediadores inflamatérios como lipopolissacarideos (LPS) e inteferon-y
parecem ter um papel crucial na polarizagdo de macréfagos no sentido M1
(MARTINEZ et al., 2008; MORRIS et al., 2015; BASHIR et al., 2016). Uma vez
polarizado, os macrofagos M1 exercem uma capacidade enorme em produzir
citocinas inflamatérias tais como: TNF-q, IL-6 e IL1-B (MANTOVANI et al., 2004;
MARTINEZ et al., 2008; MORRIS et al., 2015; BASHIR et al., 2016). Essa
classificacdo de polarizacdo gera espécies reativas a oxigénio, como 6xido
nitrico, por meio da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (LUMENG et
al., 2007; BASHIR et al., 2016).

Por sua vez, os macréfagos de ativacdo alternativa ou M2 possuem
baixa expressdo pré-inflamatéria, como aponta Lumeng et al., (2007), e sao
estimulados pelas citocinas Th2 IL-4 e IL-13 (SCHRODER et al., 2004;
MARTINEZ et al., 2008; MORRIS et al., 2015; BASHIR et al., 2016). Além disso,
eles produzem altos niveis da IL-10, que é altamente anti-inflamatoria como
constata, Lumeng et al., (2007), e também a arginase, uma enzima que
blogueia a atividade INOS e converte a arginina em ornitina, utilizada na
reparacdo tecidual (BRONTE E ZANOVELLO, 2005; LAUTERBACH, E
WUNDERLICH, 2017). Em individuos magros, a relacdo de macréfagos M1 e
M2 é regulada, ou seja, h4 uma propor¢cdo maior de M2 em relacdo a M1
(BASHIR et al, 2016), o que ndo acontece em individuos obesos, como
demonstra LUMENG et al.(2007), segundo os autores, animais alimentados
com dieta hiperlipidica tiveram grande aumento na polarizacdo de macrofagos
M1, dessa forma, citocinas inflamatorias como TNF-a sdo secretadas em
grandes quantidades contribuindo para a Rl na obesidade.

Ja os macrofagos do tipo M2 permitem reparacdo tecidual e
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos) no tecido adiposo. Com
isso, ha uma alta producéo de IL-10, que tem a capacidade de atenuar os
efeitos inflamatorios do TNF-a, aumentando a sensibilidade da insulina em
adipdcitos, melhorando a Rl e consequentemente aumentando a captacao de
glicose e producgédo de catecolaminas, que ajudam do processo de lipdlise nos

adipécitos (LUMENG et al.,, 2007). Em quadros de excessiva lipolise, os
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macrofagos M2 auxiliam no controle de AG circulante, ou seja, atenuando a
lipotoxicidade (KOSTELI et al.,, 2010). Na figura 5 abaixo, que ilustra esse
processo, € possivel observar a diferenca do funcionamento dos macrofagos

em individuos magros e obesos.

Figura 5 - Polarizacdo de macréfagos em magros e obesos
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Fonte: Lumeng et al., 2007 p.182.
1.6 Otecido adiposo marrom

Além do TAB, existe também um outro tipo de tecido adiposo,
denominado tecido adiposo marrom (TAM), conhecido por sua alta atividade
termogénica que ajuda no controle e regulacdo da temperatura corporal
(WARWICK E BUSBY, 1990). Perante a sua grande capacidade no controle da
temperatura corpérea, acreditava-se que o TAM estava presente apenas em
recém nascidos, contudo, estudos demonstraram que esse tecido, apesar de
estar em menor quantidade, também se faz presente em adultos (SAITO et al,
2009). Essa descoberta em humanos sé foi possivel gracas a exames de
tomografia computadorizada por emissdo de pdsitrons, onde 0s sujeitos
recebem uma injecdo intravenosa de glicose marcada (*® F-fluorodeoxy-
glucose), composto radioativo, que é atraido até o tecido ativado, o TAM, e
permite ver, através da combinacdo de imagens, as areas em que o tecido se
localiza, bem como o seu tamanho (BERG, VAN DEN et al., 2017).

Também se descobriu que a distribuigdo em humanos se da nas
regides do supraclavicular, pescoco, proximo ao coracdo, ao longo de toda
coluna vertebral e perto dos rins (SANCHEZ-DELGADO et al., 2015; BERG,
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VAN DEN et al, 2017). Em roedores a maior parte do TAM é encontrado na

regido Inter escapular (figura 6) (BERG, VAN DEN et al, 2017).
Figura 6 - Localizacdo do TAM
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Fonte: Berg, van den et al., 2017, p 48.

Enquanto o TAB armazena gordura, o TAM oxida os lipidios para
gerar calor através de uma via “non-shivering”, que significa sem tremor
muscular (WARWICK E BUSBY, 1990). Contudo, estudos indicam que ha uma
certa correlacdo entre sexo e IMC para a ativacdo do TAM, em geral homens,
precisam de temperaturas menos frias, quando comparados a mulheres para a
ativacdo do TAM (SAITO et al., 2009; BEUKEL, VAN DEN et al.et al, 2015;
BERG, VAN DEN et al.etal, 2017; HERZ E KIEFER, 2019). No caso de obesos,
o requerimento de temperaturas mais frias ocorre em parte pela gordura ser um
excelente isolador térmico, diminuindo assim o papel do TAM para a
termogénese. Em relacdo a diferenca de ativacdo do TAM pelo sexo, os
estudos ainda ndo tém uma explicacéo clara sobre o porqué mulheres parecem
ter uma ativacdo maior (PFANNENBERG et al.,, 2010; MAUVAIS-JARVIS,
CLEGG E HEVENER, 2013; CHONDRONIKOLA et al.,, 2014). Uma das
hipoteses é a elevagédo do horménio estradiol em mulheres, pois evidéncias
demonstram que esse aumento € acompanhado pela taxa metabdlica basal,
(BEUKEL, VAN DEN et al., 2015).

Alguns estudos indicam que um humano pode ter cerca de 50g de TAM
(VIRTANEN et al., 2009; MARKEN LICHTENBELT, VAN E SCHRAUWEN,

2011), sendo que ele pode assumir 20% do gasto energético e 5% da taxa



29

metabdlica basal (HILL, 2009). Além disso, sua ativagdo crdnica pode
ocasionar um consumo de 75 a 100 kcal/dia e na perda de 4 a 4,5kg de gordura
ao longo de um ano (HILL, 2009; SANCHEZ-DELGADO et al., 2015). Levando
isso em consideracdo, esse tecido pode colaborar de sobremaneira para a
manutencdo do peso corporal e assim consequentemente, prevenir 0
desenvolvimento de RI.

Ao contrario do TAB, o TAM possui varias pequenas goticulas de
gordura, como pode ser visto na figura 7 abaixo, que permitem um fornecimento
mais rapido de energia e uma grande inervagcdo simpatica e vascularizacao,
permitindo um eficiente consumo de oxigénio e dissipagéo calor (BERG, VAN
DEN et al.,, 2017). O seu nome deve-se a grande quantidade de vasos
sanguineos e mitocondrias que o TAM possui, responsaveis pelo aspecto mais

escuro.
Figura 7 - Morfologia do TAM

Outra caracteristica importante sobre o TAM, € o grande nimero de
mitocondrias que esse tecido possui (BERG, VAN DEN et al., 2017). E através
dessas organelas que a oxidacao e geracdo de calor ocorre no TAM. Quando
0 organismo é exposto ao frio, ocorre um estimulo ao sistema nervoso
simpéatico (SNS), que resulta na liberacdo de noradrenalina, capaz de se unir
aos receptores B adrenérgicos no TAM (NAKAMURA E MORRISON, 2008;
MORRIS et al., 2015). A ativacao dos receptores -adrenérgicos a curto prazo,
isto é, efeito agudo, resulta em lipdlise, degradagcédo de &cidos graxos, uma

maior captacdo de glicose e ativacao da proteina desacopladora 1 (UCP1);
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enguanto os efeitos cronicos sdo o aumento dos genes de transcricdo da UCP1
e biogénese mitocondrial (LOWELL E SPIEGELMAN, 2000).

O TAM expressa altas quantidades de UCP1, uma proteina
transmembrana que atua desacoplando a sintese de fosforilacdo do ATP, isso
é, dissipando energia em forma de calor (CANNON E NEDERGAARD, 2004).
Estudos demonstram que o TAM, quando estimulado pelo frio, pode ser uma
alternativa para prevencdo de doencas cardiovasculares, tendo em vista o
potencial em ajudar no controle da glicose e do colesterol (MARLATT E
RAVUSSIN, 2017). Em animais expostos ao frio (4°C), o TAM também mostrou
eficiéncia na depuracdo dos triglicerideos disponiveis no plasma em
comparacao ao grupo controle (20°) e uma retencdo maior nos niveis do
colesterol tipo HDL (high density lipoprotein) (BARTELT et al., 2011).

Uma exposigdo prolongada ao frio permite a estimulacdo [-
adrenérgica, a qual € capaz de promover caracteristicas do TAM no TAB, um
processo conhecido como Browning (CANNON E NEDERGAARD, 2004). Esse
tecido castanho apresenta uma maior quantidade mitocéndrias e UCP-1, o que
Ihe permite determinada capacidade termogénica e, por consequéncia, um
gasto cal6rico maior (CAO, L, 2011).

Estudos com animais confirmaram que o principal meio de ativar o TAM
€ através da diminuicdo da temperatura entre 18-22° C, que ja sédo capazes de
causar um estresse térmico, ocorrendo um aumento do metabolismo e uma
ativacdo do TAM para manter a temperatura do animal (BERG, VAN DEN et
al., 2017). Saito et al.(2009) submeteram individuos a temperatura termoneutra
e ao frio. O grupo exposto ao frio, instruido a utilizar roupas leves e finas,
participou de sessdes de 1 hora a uma temperatura de 19° C e, durante esse
periodo, intermitentemente foi colocado sob as pernas dos individuos um bloco
de gelo a cada 5 minutos por um periodo de 1 minuto. J& o grupo controle era
mantido na mesma sala a uma temperatura de 26 a 28° C com roupas normais
e sem o0 gelo sob as pernas. Apos 1 hora, ambos 0s grupos recebiam uma
injecdo intravenosa de Fluordesoxiglicose (FDG) e depois de 2 horas era feito
um exame de PET-CT. O estudo que foi conduzido por 7 meses demonstrou
resultados interessantes, pois 0 grupo exposto ao frio teve uma maior

guantidade de glicose captada pelo TAM, além dos individuos desse grupo
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possuirem ao fim um peso e IMC menor que o grupo controle (SAITO et al,
2009).

Outra forma de ativar o TAM é por termogénese induzida pela dieta
(TID), que resumidamente pode ser definido como a taxa de energia que o
organismo necessita para digerir e processar 0s alimentos ingeridos
(WESTERTERP, 2004). Estudos com animais demonstram que ap0s uma
refeicdo a UCP1 parecer ter maior atividade, assim como o aumento no
consumo de oxigénio, ambos mediado pelo SNS e pela producdo de
noradrenalina (HIBI et al., 2016).

O TAM também pode ser uma forma alternativa de se combater a
RI. Um estudo conduzido com a intencdo de comprovar a eficacia do TAM na
melhora da homeostase glicémica e Rl em humanos expés individuos a
periodos de 5 a 8 horas ao frio (19°) vestindo um colete de refrigeracao liquida,
ativado conforme a necessidade de cada sujeito (CHONDRONIKOLA et al,
2014). Para isso, 0 colete era acionado e resfriado a cada um grau até que
fosse iniciado o processo de tremor muscular, ao atingir esse limite subia-se
um grau na temperatura deste acessoério. Foi possivel constatar pelo estudo
que o TAM aumentou seu gasto energético consumindo 30% de glicose e 70%
de AG, melhorando o nivel de glicose plasmatica e RI.

Estudos como esse também demonstram o papel do TAM no
consumo de glicose e na melhora da RI e obesidade, por isso, promover o
aumento desse tecido parece ser uma boa forma de combate a essas
patologias. Outro meio de aumentar esse tecido é o exercicio fisico, que
estimula o SNS a produzir catecolaminas dos tipos noradrenalina e adrenalina
(HIBI et al, 2016). Nesse caso, a noradrenalina se liga a receptores [-
adrenérgicos que desencadeiam na lipolise, fazendo com que a UCP-1 se torne
mais ativa, degradando o AG circulante. A longo prazo o exercicio promove
mudancas na transcri¢do do gene da UCP-1, biogénese mitocondrial, além da
hiperplasia do TAM (SANCHEZ-DELGADO et al, 2015).

Contudo, a inflamacéo também pode ocorrer neste tecido. Estudos
mostraram que o TAM de animais alimentados com dieta hiperlipidica tendem
a ter menor grau de infiltracdo de macrofagos quando comparado com o TAB

dos mesmos animais, o que indica que o TAM é capaz de ter certa resisténcia
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a inflamacdo (SANCHEZ-DELGADO et al., 2015). Caso esse tipo de dieta
persista, 0 TAM desses animais comeca a apresentar aumento nos niveis de
marcadores inflamatorios como TNF-a e do marcador de macrofagos F4/80
(TOLER, E O'NEILL, E CYPESS, 2015; SAKAMOTO et al, 2016).

Uma das consequéncias da inflamag&do no TAM é o aparecimento da
Rl nesse tecido, visto que as citocinas inflamatérias tém a capacidade de
dificultar a atividade da insulina e, considerando que a glicose é essencial para
sustentar a sua atividade termogénica, esse tecido pode ter sua atividade
reduzida (CANNON E NEDERGAARD, 2004). Estudos com animais
geneticamente obesos ob/ob demonstram que a expressao da proteina UCP1
€ menor, enquanto os marcadores de citocinas inflamatdrias como o TNF-a
estdo em grandes quantidades, o que em conjunto leva a hipotese de que, além
da RI a capacidade termogénica desse tecido fica debilitada (MARTINS et al,
2017).

O TAM também expressa 0s receptores TLRs, principalmente o TLR4
e TLR2. Em condi¢cdes como a obesidade, a ativacdo desses receptores resulta
em uma resposta pré-inflamatéria através da ativacdo do NF-xB e da MAPK.
Dessa forma, ocorre a diminuicdo da expressdo de UCP1 e a supressao da
respiracdo mitocondrial nos adipdcitos marrons, sendo assim, a ativacao dos
receptores TLRs no TAM acarreta a diminuicdo da termogénese nesse tecido
(OKLA et al., 2015).

1.7 O TAM e macrofagos M2

A literatura aponta que, para o bom desempenho termogénico do
TAM, € necessario que ocorra uma polarizacdo de macrofagos M2, uma vez
que eles sdo capazes de produzir catecolaminas e assim induzir a expressao
génica da termogénese no TAM e o estimulo a lipolise no TAB (NGUYEN et al.,
2011). Ao que indica a expresséo de IL 4 e IL 13 e arginase, produzidas pelos
macrofagos M2, parecem ser substanciais para que o TAM seja ativado (QIU
et al., 2014; HERZ E KIEFER, 2019).

Os macrofagos M2 desempenham papel fundamental na atividade
termogénica do TAM e dos adipécitos castanhos. Estudos indicam que, apés

exposicdo ao frio ou qualquer outra estimulacdo termogénica, ocorre a
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infiltracdo de macr6fagos M2 em ambos os tecidos TAM e TAB, permitindo
assim que esses tecidos liberem noradrenalina, que age nas células marrons e
castanhas, algo muito parecido com a estimulacao via SNS (NGUYEN et al.,
2011; QIU et al., 2014). Também é proposto pelos mesmos estudos que 0s
macréfagos M2 possuem a maquinaria necessaria para sintetizar a
noradrenalina, incluindo a tirosina hidroxilase, IL-4 e II-13. Dessa forma,
entende-se que, além do proprio tecido, os macréfagos infiltrados, também
ajudam na ativacdo metabodlica.

Os macrofagos M2 também s&o responsaveis por promover o0
acastanhamento do TAM, isso pois promovem um suporte anti-inflamatério
para a remodelacdo do TAM, produzindo o receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PPAR), que atua no TAB, musculo e figado, acentuando a
captacao de glicose mediada pela insulina e controla o estoque e catabolismo
de AGs (HEEREN et al., 2016). Isso leva ao aumento do clearance de AG pelo
TAB e, consequentemente, a uma diminuicdo na concentracao plasmatica e
transporte de AG para os musculo, contribuindo para a sensibilidade a insulina
O PPAR também é capaz de suprimir 0s niveis circulantes e ou acdes dos
fatores que o TAB produz que acarretam na Rl como o TNF-a. Outros estudos
demonstram que os macréfagos M2 desencadeiam o acastanhamento do TAM
ndo somente sob estimulo do frio, como outros multiplos sinais (SUAREZ-
ZAMORANO et al,2015, FABBIANO et al, 2016).

Alguns outros fatores também podem contribuir, tanto para a ativagédo
do TAM, quanto para a polarizacdo de macrofagos, como o fator derivado do
musculo conhecido como meteorin-like, induzido mediante o exercicio fisico
(RAO et al, 2015; HERZ E KIEFER, 2019).

1.8 Browning: uma extensédo do TAM

Em determinadas circunstancias pode também ocorrer um fenébmeno
denominado browning, traduzindo para o portugués a ideia é de escurecimento
do TAB, ou seja, esse tecido passa a ter algumas caracteristicas do TAM,
comeca a apresentar certa atividade termogénica por meio da expressao de
UCP1, formando um terceiro tecido adiposo castanho (CANNON E
NEDERGAARD, 2004; HERZ E KIEFER, 2019). A figura 8 abaixo mostra a
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diferenca entre os trés tipos de tecidos adiposos. Circunstancias como fatores

ambientais, genéticos ou farmacolégicos podem resultar no browning,

intensificado pelas baixas temperaturas, que podem incentivar a ativacdo de
receptores (3-adrenérgicos (CANNON E NEDERGAARD, 2004).

Figura 8 - Diferenca entres trés tecidos adiposos: TAB, TAM e bege

H-E stain

LEE et al., (2012) apontam que esses adipdcitos castanhos podem
surgir, pois ja existem células desse tipo e, uma vez que 0 organismo € exposto
ao frio ou a estimulagdo B-adrenérgica, esses adipdcitos se desenvolvem,
enquanto outros autores acreditam que os adipécitos do TAB podem se
transdiferenciar adquirindo assim caracteristicas do TAM (BARBATELLI et al.,
2010; HERZ E KIEFER, 2019).

Uma das alterac6es necessarias para que ocorra o browning é a
mudanca na polarizacdo de macréfagos. A exposi¢ao ao frio parece ser capaz
de induzir a producdo de IL-4 e IL-13, que promovem a polarizacdo de
macrofagos M1 para M2, e estes liberam catecolaminas, que promovem o
aparecimento de células beges no TAB. Essa hipétese foi confirmada em um
estudo conduzido com camundongos, no qual o grupo exposto agudamente ao
frio (4-5° por 48 horas) apresentou um ambiente fisiolégico propicio ao
‘browning” do TAB (RAO et al.,, 2014). Essa mudanca de um quadro
inflamatorio para anti-inflamatério parece ser um processo essencial para que
ocorra a hiperplasia do tecido castanho. Assim, buscar estratégias que
promovam a polarizacdo de M1 para M2 pode ser também considerado algo

adjuvante no combate a obesidade.
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1.9 O exercicio fisico

A prescricado de exercicio fisico como solucdo a obesidade existe de
longa data. E recomendado por médicos, e organizacbes como a OMS, o
capitulo a seguir discute os beneficios que individuos obesos podem desfrutar
ao realizar sessdes de exercicio fisico.

Sao varios os beneficios que o exercicio fisico pode ocasionar em
relacdo a saude. Em doencas cardiovasculares, um aumento no gasto
energético pode ser associado a uma diminui¢do das placas de gordura, pois,
ao se conquistar um déficit calérico de 1.000 Kcal na semana em decorréncia
do exercicio fisico, € possivel aumentar a vitalidade em cerca de 20% e a
atividade fisica é tdo benéfica que até mesmo o exercicio agudo é associado a
diminuicdo de eventos cardiacos e até mesmo morte (WARBURTON E
BREDIN, 2017).

Diante da RI, o exercicio agudo também diminui os niveis de glicose
plasmatica e, dependendo da intensidade, o controle na homeostase da glicose
pode permanecer de 24 até 72 horas apos a sessao (RANKINEN et al., 2005;
SHERI, R, 2010). Além disso, o exercicio agudo pode ajudar no controle de
glicose plasmética, pois com a contracdo muscular ocorre a deplecdo de
glicogénio e consequentemente o aumento no consumo de glicose, junto do
consumo de &cidos graxos advindo do TAB (PROCTOR et al., 1998). Durante
0 exercicio agudo, a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) é estimulada
devido ao consumo de ATP e ao aumento de AMP. Diante disso, a AMPK
parece estar correlacionada com o aumento da oxidacdo de &cidos graxos e
transporte de glicose no musculo (SRIWIJITKAMOL et al., 2007).

Os musculos esqueléticos também podem contribuir para o controle
glicémico em duas situacbes. A primeira € em repouso e no estado poés-
prandial, quando sua absorgéo pelo musculo depende de insulina e serve para
abastecer o armazenamento de glicogénio muscular, enquanto a segunda
situacao é o exercicio fisico em alta demanda energética e baixa nos estoques
de glicogénio, em que se se faz necessario utilizar a glicose disponivel no
sangue para suplementar a glicogendlise (WINDER E HARDIE, 1996).

Individuos que praticam exercicio fisico e que tém a DMZ2, atingem a
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homeostase da glicose sanguinea, mesmo tendo RI ou falta na producao de
insulina (WINDER E HARDIE, 1996). O que indica que o exercicio promove
captacao de glicose por meios independentes da insulina.

A duracéo e intensidade dos exercicios aliados ao nivel de aptidao
fisica dos individuos parecem influenciar na quantidade de glicose a ser
depurada, contudo, qualquer sessao de exercicio fisico € capaz de aumentar
consumo de glicose visto que 0os musculos utilizam todo o glicogénio muscular
gue precisa ser reposto apos a atividade fisica (JENTJENS E JEUKENDRUP,
2003). Outros estudos indicam que frente & DM2, exercicios aerdbicos ou de
forca muscular parecem diminuir as chances de ocorréncia dessa doenga
(WARBURTON, et al, 2001). Além disso, homens sedentarios e que possuem
DM2 correm o risco 1,7 vezes a mais de morte prematura, o que indica que o
exercicio possui sua importancia mesmo quando a doenca ja esta instalada
(KATZMARZYK, 2005). Também, o treinamento fisico pode diminuir gordura
abdominal e ajudar no controle do peso corporal, ajudando também a controlar
o perfil lipidico por diminuir o colesterol LDL (low density lipoprotein) e aumentar
o HDL como apontam Warburton et al. (2001), além de promover o controle da
glicose por aumentar a sensibilidade a insulina (PROCTOR et al., 1998).

Alguns estudos indicam que o exercicio fisico € capaz de controlar a
glicemia e os seus efeitos podem ser comparados aos de alguns remédios orais
indicados para diabéticos, e ao que tudo indica parece nao haver diferenca no
tipo de exercicio escolhido, como o aerdbico e ou de resisténcia (BOULE et al.,
2001; PETER ADAMS, 2013). Van Dijk et al. (2012) realizou um estudo para
verificar a eficiéncia do exercicio fisico aerdbico e de resisténcia muscular como
forma do controle de quadros hiperglicémicos, neste caso os sujeitos foram
divididos em trés grupos: pré-diabéticos, uso de medicacéo oral para DM2 e
insulinicos dependentes que posteriormente foram categorizados em grupo
controle, exercicio aerébico e exercicio de resisténcia muscular. A sesséo de
exercicio aerdbico consistiu em 45 minutos de ciclismo, enquanto a sessao de
resisténcia muscular foi em aparelhos de musculagéo, sendo metade da sessao
em membros superiores e a outra metade em a inferiores. Mesmo com uma

Gnica sessao de exercicio fisico, todos 0s grupos apresentaram melhora do
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quadro hiperglicémico apés 24 horas e também ndo encontrou diferencas
estatisticas entre os dois tipos de exercicio.

Perseghin et al. (2013) realizaram um estudo que indicou que
atividades de intensidade moderada aumentam a captacéo de glicose em 40%.
Os autores expuseram os individuos ao exercicio agudo em sessdes de 5
minutos de aquecimento, seguidas de trés sessdes de 15 minutos a uma
performance de 65% da capacidade aerdbica maxima de cada individuo em um
aparelho que simula uma escada automatica. Outro grupo foi exposto ao
exercicio crébnico com o mesmo protocolo, mas durante 6 semanas. O estudo
ainda apontou que o exercicio foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina
em 43%, enquanto a metformina, um dos principais farmacos utilizados no
controle da DM2, melhora apenas de 16 a 25%.

Ja outro estudo conduzido por Holten et al. (2004) indica que o
exercicio regular promoveu o aumento na quantidade e fungdo do GLUT4 no
musculo. Neste estudo, voluntarios foram submetidos a sessdes de treino de
forca para membros inferiores e, ap6s 6 semanas de treinamento, o GLUT4
aumentou sua expressdo em cerca de 40%. Além desses fatores, o exercicio
cronico melhora a capilarizagdo muscular e, consequentemente, o fluxo
sanguineo como constatam Cohen et al,( 2008), além de diminuir as
medicacOes de pacientes com DM2 (CAUZA et al., 2005; PERSEGHIN et al,
2013).

Nos mdasculos, 0 exercicio agudo é capaz de aumentar
demasiadamente os niveis de IL-6, uma citocina que possui efeitos pro
inflamatorios, embora, durante o exercicio, sua expressdo aumenta cerca de
100 vezes e nessa condicdo comeca a apresentar efeitos anti-inflamatérios,
como incentivar o aumento de IL-10 e o receptor antagonista do IL-1, que
consequentemente inibe a acbes do Tnf-a (PEDERSEN, STEENSBERG E
SCHJERLING, 2001).

Em relacdo ao tecido adiposo estudos em animais indicam que o
exercicio fisico € capaz de diminuir a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
como Tnf-a, IL-1B e IL-12, e aumenta a producdo de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10, principalmente no tecido adiposo visceral
(PETERSEN E PEDERSEN, 2005).
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Além de atuar diretamente na produc¢éo ou diminuigc&o de citocinas anti-
inflamatorias e pro-inflamatorias, o exercicio € capaz de modular e promover a
polarizacdo de macrofagos M1 para M2, além de inibir a infiltracdo dos
macrofagos no tecido adiposo. Em estudo com animais conduzido por Oliveira
et al. (2013), um protocolo agudo de natacao foi aplicado, com 2 sessdes de 3
horas de nado separados por 45 minutos de descanso. Neste ensaio foram
comparados 3 grupos de animais: controle, com uma dieta padrédo para
roedores e sem exercicio com alimentacao hiperlipidica e sedentario; e com
alimentacao hiperlipidica combinada com o exercicio agudo. De forma geral,
foi possivel observar que uma Unica sesséo de exercicio em animais obesos,
foi capaz de promover o aumento de citocinas anti-inflamatérias. Além disso, o
estudo verificou a maior expressao de IL-4 e IL-10 e subentendeu que ocorreu
a polarizacdo de macrofagos M1 para M2. Nesse sentido, segundo os autores,
a inflamacgéao pareceu um fator crucial.

Estudos como esses comprovam a eficacia do exercicio fisico na
melhora, ou atenuacdo dos sintomas dessas patologias. Mesmo em animais
obesos, a atividade fisica se mostra uma excelente alternativa. Diante disso,
torna-se tentador especular se o exercicio agudo também seria capaz de
promover a polarizagdo M2 no TAM de animais alimentados com dieta
hiperlipidica, o que colaboraria com a maior atividade de UCP1, e

consequentemente com o controle glicémico.
1.10 O exercicio fisico e o tecido adiposo marrom

O principal meio de ativacdo do TAM é a exposicéo ao frio, dada a sua
funcdo de contribuir para a temperatura corporal em ambientes frios (BERG,
VAN DEN et al., 2017). Torna-se inviavel ou no minimo desconfortavel
prescrever sessoes de frio para a ativacao desse tecido e desfrutar de seus
beneficios. Outras formas de ativacdo desse tecido sdo estudadas, uma delas
€ o exercicio fisico. O capitulo a seguir discute o papel do exercicio fisico na
ativacdo do TAM.

A noradrenalina, quando ligada aos receptores [-adrenérgicos
conectados as s proteinas G, sdo capazes de ativar uma via a qual incentiva a

producdo de enzimas lipoliticas, resultando no aumento de &cidos graxos livres
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que contribuem para excitagdo da UCP-1 (LANGIN, 2006). Além disso, a
noradrenalina estimula o TAM a captar glicose, motivo pelo qual permite que o
TAM seja visto no PET/CT (ZOUHAL et al., 2008). O exercicio fisico estimula
tanto o0 SNS quanto a producéo das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina,
a extensdo desse estimulo parece depender da duracédo e intensidade do
exercicio fisico (ZOUHAL et al., 2008).

Estudos indicam que esse estimulo oferecido pelo exercicio para os
receptores B-adrenérgicos pode levar, em primeiro momento de resposta
aguda, a ativacao da UCP-1 e a lipdlise no TAM, enquanto a resposta crénica
aumenta a transcricdo genética da UCP-1, aumentando a quantidade de
mitocondrias, e promove a hiperplasia do TAM, assim como recruta células
castanhas, ou seja promove o browning (SANCHEZ-DELGADO et al., 2015).

Entretanto, alguns estudos o exercicio fisico parece ter a capacidade
de ativar o TAM independente da estimulagdo do SNS, como através do
aumento de peptideos natriuréticos que sao produzidos pelo coracgéo
(BORDICCHIA E MARICA, 2012). Esses peptideos podem induzir a lipolise e
também a expressdo de UCP-1 em adipdcitos humanos, além de aumentar a
quantidade de mitocondrias permitindo assim um aumento da respiracao
celular e consequentemente no gasto energético (BORDICCHIA, MARICA,
2012; SANCHEZ-DELGADO et al., 2015). O exercicio agudo aumenta a
guantidade de peptideos natriuréticos, tanto por secrec¢ao atrial e ventricular, o
estimulo necessario para que ocorra tal liberagcdo é o aumento do batimento
cardiaco assim como 0 estresse nos atrios e ventriculos (BORDICCHIA,
MARICA, 2012).

Além disso, os musculos possuem certa capacidade enddcrina, pois
produzem as miocinas que se comunicam com outros 6rgdos por meio da
circulagdo durante a atividade fisica (LIN, HANDSCHIN E SPIEGELMAN, 2005;
SANCHEZ-DELGADO et al.,, 2015). Uma delas é o coativador-1 ‘'alfa’ do
receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a), que atua na
regulacdo da glicose sanguinea, lipidios circulantes e no balangco energético
(HANDSCHIN E SPIEGELMAN, 2008; SANCHEZ-DELGADO et al., 2015).

Uma vez que ocorre um aumento da quantidade de PGC-1a, como

consequéncia, verifica-se um aumento de uma proteina chamada proteina
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transmembrana fibronectina tipo Ill contendo 5 (FNDC5), que, quando clivada,
é liberada na corrente sanguinea como irisina (BOSTROM, 2012; SANCHEZ-
DELGADO et al., 2015). A irisina liga-se nas superficies dos adipdcitos brancos
e induz a expressdo de UCP-1, processo vital para que o TAB comece a
expressar atividade termogénica e ocorra o browning. Além do surgimento do
tecido adiposo bege, ocorre também um aumento no gasto energético, uma
modesta perda de peso e uma melhora na intolerancia a glicose (BOSTROM,
2012; SANCHEZ-DELGADO et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Desde a descoberta de métodos que permitiram a localizacdo do TAM
em adultos, a literatura aponta que esse tecido é promissor quanto ao controle
da glicemia e de lipidios circulantes. Logo, compreender os mecanismos que
podem ativar ou promover o crescimento desse tecido sdo essenciais tanto
para a profilaxia quanto para o tratamento da obesidade. Conforme discutido
no capitulo 1, o exercicio possui a capacidade de ativar o TAM por mecanismos
que vao além da estimulacdo (-adrenérgica. Dessa forma, espera-se que
associacdo do exercicio com a ativacdo do TAM potencialize os beneficios a
saude.

Em contrapartida, durante o desenvolvimento da obesidade tanto o
TAB quanto o TAM apresentam um aumento da atividade pro-inflamatoria, que
terd repercussdes sistémicas que colaboram com a instalacdo da inflamacgéo
subclinica e crénica, comumente observada em individuos obesos, o que em
contrapartida colabora para o acometimento de diversas doencas comuns a
esses individuos. Mais especificamente, estudos demonstraram que no TAB a
polarizacdo M1 de macréfagos tém um papel determinante e que o exercicio
fisico é capaz de reduzir esse tipo de macrofago. Assim, através de um efeito
anti-inflamatério, ele pode promover a salude desse tecido e também do
organismo como um todo. Por outro lado, pouco se sabe se o exercicio fisico
também seria capaz de promover a polarizacdo de macréfagos no sentido M2
no TAM, o que promoveria a maior ativagédo desse tecido e consequentemente
colaboraria com a perda de peso e um estado metabdlico mais eficiente. Como
a pratica de exercicios crbénicos leva a perda de peso corporal, que por si s6
pode ser responsavel pela redugdo de macrofagos M1 e aumento de M2, faz-
se necessario a aplicacdo de um protocolo de exercicio agudo sem qualquer
perda de peso e, dessa forma, qualquer resultado observado sera efetivamente

um efeito do exercicio fisico.
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3 OBJETIVO

Geral:
Investigar os efeitos do exercicio agudo de natac&o na infiltracdo e no
balanco da polarizacdo de macréfagos, e a resisténcia a insulina no tecido

adiposo marrom em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica.

Especifico:
Investigar o efeito da dieta hiperlipidica e do exercicio agudo de
natacao no tecido na marcacao de F4/80 para a infiltracdo de macroéfagos.
¢ Investigar o efeito da dieta hiperlipidica e do exercicio agudo
de natacdo na comarcacdo F4/80 e IL-10, através de
imunofluoerescéncia, para polarizacdo M2.
e Avaliar a sensibilidade a insulina através dos testes de

tolerancia a glicose e a insulina.
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4 MATERIAIS E METODOS

Anticorpos e Reagentes. Todos os anticorpos foram provenientes da
Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA) ou Abcam (Cambridge). Os
reagentes de rotina do laboratério foram comprados da Sigma Chemical (St.
Louis, MO). No experimento de imunofluorescéncia foram utilizados anticorpos

apresentados abaixo na tabela abaixo:

Tabela 2 - Anticorpos e diluicbes

Proteina Anticorpo Referéncia e fabricante | Diluigdo
Deteccao de macréfagos F4/80 (A-19) — Anti Sc- 26642 — Santa cruz 1:500
F4/80 Goat Biotechnology, Inc
Deteccao de conteddo IL-10Ra (K-20)- Anti sc- 987— Santa cruz 1:500
anti-inflamatério (IL-10) Rabbit Biotechnology, Inc
Deteccéo do anticorpo Donkey anti-goat IgG ab 150129 - Abcam 1:1000
primario F4/80 (verde) H&L (Alexa fllor 488®)
Deteccéo do anticorpo Donkey anti-rabbit IgG ab 150076 - Abcam 1:1000
primario IL-10 (vermelho) | H&L (Alexa flior 594®)

Fonte: elaboracao propria

Animais e dieta. Para os experimentos do presente trabalho foram
utilizados camundongos machos da linhagem Swiss provenientes Centro de
Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA) da UNESP Campus de Botucatu. A
pesquisa também estda em conformidade com os principios éticos na
experimentagdo animal, sob CEUA n° 04/2018, registrado em 23.01.2018
(anexo 1). Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno de
30x20x13 cm, forradas com maravalha, com tampa de arame cromado e
permaneceram em ambiente com temperatura de 23°C, e luminosidade de ciclo
claro e escuro de 12 horas controladas.

Quando atingiram 4 semanas de idade, os animais foram divididos
inicialmente em dois grandes grupos: controle, alimentados com dieta padréo
para roedores e agua ad libitum (CTL); e alimentados com dieta hiperlipidica e
agua ad libitum (DH). Apés 12 semanas de dieta padréo e hiperlipidica o grupo
DH foi dividido novamente em sedentarios e submetidos ao exercicio agudo
(EXE), totalizando assim os trés grupos: CTL, DH, EXE.

O experimento teve duas levas de animais: inicialmente 5 animais de
cada grupos, e depois 5 animais nos grupos CTL e DH e 4 no grupo EXE. Como
resultado final, o N experimental foi de 10 para o grupo CTL, 10 para DH e 9
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para o EXE. A figura abaixo representa um diagrama com o desenho

experimental dos animais.

Figura 9 - Desenho experimental dos animais

4

L4

12 semanas de dieta padrio e hiperlipidica

A dieta hiperlipidica que foi utilizada neste projeto consiste de 55% das

Fonte: elaboragéo propria

calorias provenientes de gordura, 29% de carboidrato e 16% de proteina, por
12 semanas. A diferenca entre as dietas que foram utilizadas € a quantidade
de gordura, a relagcdo de proteinas, minerais e vitaminas sdo as mesmas. As

tabelas 3 e 4 abaixo, apresentam a composicéo de cada dieta, assim como a

sua caloria.
Tabela 3 - Composi¢éo da dieta hiperlipidica
DIETA HIPERLIPIDICA
Ingredientes Quantidade Calorias
Kcal/kg

Banha de porco 312g 2808
Caseina 200g 800
Amido Dextrinado 132g 528
Amido de Milho 115,59 462
Sacarose 100g 400
Celulose Microcristalina 50g -
Oleo de Soja 40m| 360
Mix de Minerais (Mistura) 359 -
Mix de Vitaminas 10g -
L-Cistina 39 -




45

Bitartarato de Colina 2,59 -
TOTAL 1Kg 5358

Fonte: elaboracéo prépria

Tabela 4 - Composicéo da dieta padrédo

DIETA PADRAO
Ingredientes Quantidade | Calorias
Kcal/kg
Banha de porco - -
Caseina 200g 800
Amido Dextrinado 132g 528
Amido de Milho 397,59 1590
Sacarose 100g 400
Celulose Microcristalina 50g -
Oleo de Soja 70ml 630
Mix de Minerais (Mistura) 35¢g -
Mix de Vitaminas 10g -
L-Cistina 39 -
Bitartarato de Colina 2,59 -
TOTAL 1Kg 3948

Fonte: elaboracgéo prépria

Protocolo de exercicio fisico agudo. Para adaptacédo ao exercicio
de natacdo, no primeiro dia os camundongos foram inseridos ao meio liquido
durante 10 minutos no tanque com &gua rasa, sem que houvesse a
necessidade de nadarem. No segundo dia, foram submetidos a 10 minutos com
agua na altura da cabeca para que pudessem nadar. Os animais EXE, em
grupo de 5 animais, nadaram em tanques de 35 cm de largura, 51 cm de
comprimento, 32 cm de profundidade com agua a 25 cm da capacidade total,
com temperatura da dgua mantida entre 27°C a 30°C. Todos 0s grupos de
animais iniciaram o jejum junto do exercicio. Dessa forma, 0s grupos que nao
nadaram foram colocados em gaiolas limpas, sem comida, somente com agua
disponivel, enquanto o grupo EXE seguiu para o protocolo de natacéo, e apos
finalizado foi colocado em caixas limpas até completar o tempo de jejum. No
total, os camundongos nadam 2 horas, sendo divididos em 4 partes de 30
minutos com 5 de intervalo, como realizado anteriormente em Souza et al.,
(2010) e apresentado originalmente em Ryder et al., (1999), que propés uma

adaptacdo do exercicio fisico agudo de ratos para camundongos. Foi
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respeitado ao menos uma semana de intervalo entre as sessdes de natacao
para que fossem realizados os testes ITT, GTT, glicemia de jejum e para a

extracdo dos tecidos. A figura 10 abaixo ilustra o jejum dos respectivos grupos.

Figura 10 - Esquema experimental do jejum dos animais

pr?
e "N
Duas horas de
Tempo total de jejum ] exercicio fisico
GTT: 7 horas E
ITT: 6 haras e 50 minutos J
Extracio: 9 horas (CTLe 4 U Apds o terming do
HFD) e 7 horas e 50 minutos M exerciclo, o grupo
[EXE) permanece em gaiolas
limpas somente com dgua,
;., ,;" até gue atinja o tempo
L L totalde jejum |

Fonte: elaboracao prépria

Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina. O teste foi realizado
apos a execucao dos respectivos protocolos de exercicio fisico. O jejum de
todos o0s grupos se iniciou junto com o protocolo de exercicio fisico, ou seja no
periodo de inicio da natacdo até o inicio do ITT foram 6 horas e 50 minutos de
jejum. Com um jejum de pelo menos 6 horas, a primeira coleta de sangue
equivale ao tempo 0 do teste. Apds isso, a insulina (1,5U/Kg de peso corporal)
foi injetada intraperitonealmente e amostras de sangue foram coletadas pela
cauda nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a determinagcéo da
glicose sérica. A velocidade constante de decaimento da glicose (kitt) foi
calculada usando a férmula 0,693/t1/2. Calculou-se o t1/2 da glicose a partir da
curva da andlise dos minimos quadrados da concentracédo da glicose sérica
durante a fase de decaimento linear.

Verificagdo do nivel de glicose sanguinea e teste de tolerancia a
glicose. Depois de finalizados os protocolos, amostras sanguineas foram
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coletadas da cauda. O nivel de glicose sanguinea foi medido utilizando-se um
monitor de glicose (Aparelho de glicose FreeStyle Optium Abbott). O teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT) foi realizado em jejum de 7 horas.
ApoOs coletar sangue de uma amostra nao desafiada (tempo 0), uma solucao
de 20% de glicose (2.0g/kg peso corporal) foi administrada dentro da cavidade
peritoneal. Para determinar a concentragdo da glicose do soro, amostras de
sangue foram coletadas da cauda em 30, 60, 90 e 120 minutos e medida

utilizando-se um glicosimetro.

Extracdo de Tecidos. Os animais foram anestesiados com xilazina (300
pl) + cetamina (300 pl), diluido em solucédo salina (350 pl). O grupo controle
recebeu x 200 ul de solucéo pronta, DH e EXE receberam = 300 ul. A solucéo
foi administrada intraperitonealmente e, apés abolicdo do reflexo corneano e a
retirada da pata a dor, o tecido adiposo marrom foi coletado.

Processamento do tecido. Apds coleta, os tecidos imediatamente
foram submergidos em solucao de paraformaldeido, por aproximadamente 12
horas. Apds a fixacdo, o tecido foi lavado em agua para a retirada do
paraformaldeido, com trocas a cada 30 minutos, durante 2 horas. Em seguida,
o tecido permaneceu imerso em alcool 70% até que se iniciasse o protocolo
de desidratacdo, em que o tecido foi imerso em solu¢cdes de concentracao
crescente de alcool etilico (80%, 90%, 95%, 100% |, 100% II, 100% Il ) por
uma hora em cada solugdo. Em seguida, o tecido foi submerso em solugéo de
alcool etilico: xilol (1:1) por 30 minutos, depois, seguiu para a diafanizacao
permanecendo em xilol | por 10 minutos, e xilol Il por 20 minutos.
Posteriormente, o tecido foi imerso em parafina |, parafina Il e parafina Il

durante 1 hora cada e finalmente emblocado em paraplast.

Corte e colagem do tecido. Os blocos contendo o tecido, foram
submetidos ao congelador durante 30 minutos a 1 hora antes do inicio dos
cortes, com a finalidade de facilitar o corte no micrétomo. O micrétomo utilizado

foi Slee Mainz modelo Cut 5062 e foram realizados cortes de 5 um de
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espessura. Ao todo 8 laminas foram utilizadas: 2 para controle negativo e uma
de cada grupo e cada leva dos animais (3 grupos, 2 levas).

Imunofluorescéncia. Para detectar os anticorpos de interesse, as
laminas foram colocadas em estufa a 55°C overnight para que o excesso de
parafina fosse retirado. Para garantir que ndo tivesse nenhuma parafina as
laminas, foram mergulhadas em xilol | e xilol Il por 5 minutos cada. Como as
solucdes utilizadas na imunofluorescéncia séo feitas com a base de agua, ha a
necessidade de hidratacdo do tecido, dessa forma, as laminas foram
mergulhadas também em &lcool absoluto, alcool 90%, alcool 80%, alcool 70%
e agua destilada durante 5 minutos em cada.

Para evitar qualquer interferéncia que o formol possa ter ocasionado, foi
realizada a recuperagdo antigénica e as laminas foram mergulhadas em
tampéao citrato de so6dio 10M ph 6,0, e aquecidas em banho maria durante 10
minutos a temperatura de 95°C. Apés a exposicdo dos epitopos, as laminas
esfriaram no balc&o durante 30 minutos e na sequéncia foram lavadas 3 vezes
durante 5 minutos em PBS 0.1M pH 8.0 e os cortes circulados com caneta
hidrofébica.

Depois as laminas foram incubadas com Donkey Serum 5% diluido e
em PBS durante 1 hora para bloqueio de ligacGes inespecificas. Apos isso,
foram adicionados os anticorpos primarios F4/80 (A-19) e IL-10Ra (k20), ambos
na diluicdo 1:500 em BSA 1%, e incubadas overnight, enquanto as laminas de
controle negativo foram incubadas somente com BSA. No dia seguinte, o
excesso de anticorpo primario foi retirado e as laminas lavadas 3 vezes em PBS
durante 5 minutos cada. A solucdo de anticorpos secundarios entdo foi
colocada e incubada durante 2 horas a temperatura ambiente (Donkey anti-
goat IgG H&L alexa flior 488®, e Donkey anti-rabbit IgG H&L alexa flior 594®)
na diluicdo 1:100 em BSA. Para finalizar o experimento, as laminas foram
lavadas novamente, e o meio de montagem utilizado foi o com Vectashield®
com DAPI. A laminula foi delicadamente posicionada e colada nas laterais. E
importante ressaltar que, a partir da incubagdo do anticorpo secundario, as

laminas permaneceram em ambiente escuro.
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Anélise das laminas de imunofluorescéncia. Apdés esperar a
secagem do material, analisou-se as laminas de controle negativo a fim de
verificar qualquer interferéncia do anticorpo secundario. Uma vez realizados os
ajustes, as laminas foram analisadas sob o aumento da objetiva de 40 vezes,
a escala de cada foto é de 50 um. Foram tiradas aproximadamente de 20 a 25
fotos por laminas e, posteriormente, as imagens foram analisadas e algumas
descartadas por motivo de dobra no tecido e hemacias. O numero final de fotos

pode ser visto na tabela 5:

Tabela 5 - Quantidade de fotos resultantes da imunofluorescéncia

CTL (F4/80) | DH (F4/80) | EXE (F4/80)
32 fotos 37 fotos 31 fotos
CTL (IL-10) | DH (IL-10) | EXE (IL-10)
31 37 31

Fonte: elaboracao prépria

A imagens foram analisadas no programa ImageJ, versao 1.53 g. Para a
analise as fotografias com as marcacdes de F4/80, IL-10 e Dapi foram abertas
pelo programa, e através da opcao “merge channels” foi ajustada cada cor do
anticorpo secundario para que o programa pudesse analisar cada anticorpo de
forma separada. O software analisa a intensidade da marcagéao.

Com os resultados das areas de ocorréncia de marcacao, foi feita
uma tabela no Excel. Posteriormente, com os numeros organizados, foram
inseridos no programa GraphPad Prims 7.00, e solicitado a analise de anova e
pos teste de tukey.

Andlise dos resultados. Os dados estdo expressos como + média e
desvio padrao, sendo indicado o numero de experimentos independentes. Para
analise estatistica, os grupos serdo comparados utilizando one-way ANOVA
com o teste Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacao temporal do peso corporal

Como € possivel ver na figura 11 os animais DH e EXE apresentaram
peso final significativamente maior que os aferidos em seus congéneres
alimentados com racdo como era esperado. Contudo, ndo houve qualquer
diferenca significativa de peso entre os dois grupos alimentados com dieta
hiperlipidica, como pode ser visto na figura 11. Esse resultado se mostra
particularmente importante por indicar que qualquer alteracdo observada
ocorreu em decorréncia justamente do exercicio, e ndo de alguma alteracéo do

peso corporal.

Figura 11 - Evoluc&o do peso corporal e peso final dos animais
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Fonte: elaboracgéo propria. (A) Evolugdo temporal do peso corporal ao longo de 12 semanas
em animais CTL, DH e EXE. (B) Peso final dos animais. Os dados est&o apresentados em
+ média e desvio padrdo. O n experimental € de 8 animais por grupo. *p< 0,05 vs Controle.

5.2 Parametros metabdlicos e via de sinalizacdo da insulina

A fim de averiguar o desenvolvimento da resisténcia sistémica a
insulina, em decorréncia da dieta hiperlipidica e aos efeitos do exercicio fisico
agudo, foram realizadas trés avaliacbes para obter-se uma medida indireta:

glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose e teste de toleréncia a insulina.
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5.2.1 Glicemia de jejum

ApoOs verificar o ganho significativo de massa corporal em
decorréncia da dieta hiperlipidica, avaliamos o efeito deste tipo de dieta na
glicemia de jejum. Como esperado, nossos resultados mostraram que as 12
semanas de dieta hiperlipidica foram capazes de aumentar de forma expressiva
a glicemia dos animais do grupo DH e que apenas uma sessao isolada de
exercicio fisico de natacéo foi capaz de reverter esse efeito deletério da dieta
hiperlipidica, fazendo com que seus valores ficassem muito proximos daqueles
observados nos animais do grupo CTL, como foi possivel medir nos indices
apresentados pela figura 12. Esse resultado nos mostra o importante papel do

exercicio fisico aerdbio no controle glicémico.

Figura 12 - Resultados da medicéo de glicose sérica nos grupos
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Fonte: elaboracado prépria. Glicemia de jejum (8 horas) dos animais apds 5 horas da sesséo
de exercicio fisico agudo em animais CTL, DH e EXE. Os dados estédo apresentados em +
média e desvio padrdo. O n experimental é de 7 a 8 animais por grupo. * P< 0,05 vs controle
e # P< 0,05 dieta.

5.2.2 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Os resultados do teste GTT mostraram que os animais do grupo DH
apresentaram maiores niveis de glicose em todos os tempos analisados,
resultando assim em maior area sob a curva e evidenciando um significativo
aumento da intolerancia a glicose. Entretanto, apesar dos animais do grupo
EXE apresentarem reducao nos valores de glicose nos tempos 60, 90 e 120

minutos, nao foi suficiente para resultar em significativa diminui¢cado da area sob
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a curva do grupo EXE e relacdo aos animais do grupo DH (Figura 13 A e B).
Esses dados indicam que o exercicio fisico agudo néo foi capaz de reverter a
intolerancia a glicose promovida pela dieta hiperlipidica. Essa informacéo pode
ser conferida nas figuras 13 A e 13 B abaixo, que apresentam, respectivamente,

os resultados dos testes de GTT e area sob a curva GTT.

Figura 13 - Teste de tolerancia a glicose GTT
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Fonte: elaboracao propria. (A) Teste de tolerancia a glicose ao final da 142 semana e apds
sessao de exercicio fisico agudo, em animais CTL, DH e EXE. (B) Area sob a curvado GTT.
Os dados estao apresentados em + média e desvio padrdo. O n experimental € de 5a 7 por
grupo. *P < 0,05 vs controle.

5.2.3 Teste de tolerancia a insulina (ITT) — Constante de
decaimento (Kkitt)

Como é possivel observar na figura abaixo sobre os resultados de
glicemia obtidos através do ITT, foi possivel calcular a constante de decaimento
da glicose (kitt). Os resultados mostram que a dieta hiperlipidica foi capaz de
reduzir significativamente o kitt quando comparado aos resultados obtidos nos
animais alimentados com dieta padrdo para roedores. Em contraste, bastou
uma unica sesséo de exercicio fisico de natacdo moderada para promover um
incremento robusto do kitt em animais alimentados com a dieta rica em gordura
(Figura 14). Vale ainda mencionar que a média obtida nos animais exercitados
fora ainda maior que a apresentada pelo grupo CTL, apesar de ndo haver
diferenca estatistica. Esses resultados indicam que o exercicio agudo

promoveu uma importante melhora na tolerancia a insulina.

Figura 14 - Caracterizacé@o da tolerancia a insulina (kitt).
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kitt

Fonte: elaboragé@o propria. Constante de decaimento da glicose durante o teste de
toler&ncia a insulina em animais, CTL, DH e EXE. Os dados estdo apresentados em *
média e desvio padrdo. O n experimental é de 5 a 6 por grupo. * P<0,05vs CTL #P
< 0,05 vs dieta

5.3 Alinfiltracdo e polarizacdo dos macréfagos

Uma vez demonstrado que a dieta foi capaz de promover ganho de
peso e resisténcia a insulina, enquanto o exercicio agudo atenuou o efeito
negativo na acéo da insulina e, consequentemente, validados nossos modelos
experimentais, foi possivel observar os efeitos da dieta hiperlipidica e, em
segundo momento, do exercicio agudo sobre o comportamento dos
macréfagos no TAM. Para verificar a infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo marrom, foram examinadas imagens obtidas através da técnica de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo F4/80 (marcador de macréfagos).
Conforme é possivel observar nas figuras 15A e B, ap0s o periodo em dieta
hiperlipidica, os animais do grupo DH apresentaram aumento significativo na
quantidade de macréfagos presentes no TAM em relacéo a apresentada pelos
animais controles. Isso indica que apenas uma sessao de exercicio de natacédo
nao foi capaz de reduzir significativamente a infiltracdo de macréfagos em

animais alimentados com a dieta hiperlipidica.

Figura 15 - Caracterizacao da infiltracdo de macréfagos (TNF-a)
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Fonte: elaboragéo propria. (A) Microfotografia representativas da marcacao de F4/80 (verde)
acompanhadas de (B) analise da area de marcacéo, em tecido adiposo marrom dos grupos
CTL, DH e EXE, ao final de 14 semanas. Os dados estdo apresentados em + média e desvio
padrdo. O n experimental de fotos é 9 a 10 animais por grupo. * P< 0,05 vs CTL.

Como ja discutido, a polarizacdo de macréfagos M2 é essencial para o
TAM desempenhar seu papel termogénico (Nguyen et al., 2011). Para avaliar
isso, foram analisadas imagens de fluorescéncia marcadas com IL-10
(caracterizacdo de macréfagos M2), além da comarcacdo com F4/80 para
garantir que se tratava de macrofagos e ndo outro tipo celular.

Como é possivel ver na figura 16 abaixo, que apresenta a caracterizacéo
da polarizacdo de macréfagos, o grupo DH demonstrou valores parecidos na
guantidade de macrofagos M2 quando comparado com o grupo CTL, sendo
que o exercicio agudo foi capaz de atenuar esse perfil induzido pela dieta
hiperlipidica, ou seja, foi capaz de promover aumento significativo na
guantidade de IL-10 no TAM (Figura 16 B, C, E). Inclusive quando feita a
relacéo de IL-10 sobre F4/80, verificou-se valores similares entre o grupo EXE

e CTL, levando a crer que a maioria dos macréfagos infiltrados nos animais
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EXE foram polarizados para M2 (E). Assim, se tomados em conjunto, esses
resultados indicam que o exercicio agudo é capaz de interferir positivamente

na infiltracéo e polarizacdo de macrofagos no TAM independentemente de néao
ocorrer perda de peso.

Figura 16 - Caracterizacdo da polarizacdo de macréfagos M2 (IL-10)
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Fonte: elaboragdo propria. (B) Microfotografia representativas da marcacdo de IL-10
(vermelho) acompanhadas de (D) a analise da area de marcagao. Em (C) a comarcacao
F4/80 (verde) e IL-10 acompanhado da analise de IL-10 sobre F4/80 (amarelo), em tecido
adiposo marrom dos grupos CTL, DH e EXE, ao final de 14 semanas (E). Os dados estdo

apresentados em + média e desvio padrdo. O n experimental de 9 a 10 animais por grupo.
*P<0,05vs CTL e # P< 0,05 DH.
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6 DISCUSSAO

Como é possivel ver a partir dos dados apresentados no capitulo
anterior, foi possivel observar que, pela primeira vez, a dieta hiperlipidica
promoveu aumento na infiltracdo de macréfagos no TAM e que 0 exercicio
fisico agudo de natacdo ndo foi capaz de modificar esse efeito. Também
demonstramos que a dieta hiperlipidica reduziu a quantidade relativa de
macrofagos M2 no TAM, enquanto uma unica sessao de exercicio promoveu a
polarizacdo de macrofagos no sentido M2.

Como esperado, nosso protocolo agudo de natacdo nao promoveu
reducao significativa no peso dos animais em relagcao aos seus congéneres nao
submetidos ao exercicio. Tal informacdo é importante, pois estudos que
envolvem dietas restritivas resultam em diminuicdo do peso corporal, em
especial do TAB, o que acarreta melhora do quadro de RI e perfil metabdlico
(TOLEDO et al., 2008; TURNER et al., 2007). A perda de peso ou de gordura
também promove melhora no perfil inflamatorio (WANG et al., 2011). Algo
parecido pode ocorrer em estudos que utilizam o exercicio fisico crébnico, uma
vez que essa modalidade promove aumento de massa magra e diminuicao
expressiva do TAB, situacdo na qual certamente ha uma melhora da saude
como um todo. Logo, o destague se da pela auséncia da diferenca entre os
pesos dos grupos de animais, alimentados com dieta hiperlipidica, que nos
possibilita inferir que os efeitos bioquimicos, fisiol6gicos e moleculares nos
animais do grupo EXE sdo decorrentes dos efeitos do exercicio fisico agudo, e
nao como uma consequéncia de perda de peso ou de tecido adiposo.

Sobre o peso, resultados semelhantes podem ser vistos em Souza,
Claudio T De et al. (2010), que submeteu animais ao protocolo de exercicio
fisico agudo, mas, como néo apresentaram diferenca em relacdo ao grupo
dieta, esse estudo serviu como base para escolha do protocolo de nado
adotado nesta dissertacdo. Marinho et al, (2014) comparou diferentes
intensidades do exercicio fisico agudo sobre a sensibilidade a insulina e a
atividade da proteina quinase B/AKT no musculo esquelético de camundongos
obesos. Na ocasido, parte dos animais nadaram com e sem peso, mas,
segundo os autores, 0 exercicio ndo foi capaz de promover nenhuma alteracéo

na composic¢ao corporal dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica.
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Ja os dados apresentados do Kiit verificados pelo presente estudo,
quando analisado em conjunto, indicam que o exercicio fisico agudo foi capaz
de promover melhora na sensibilidade a insulina nos animais alimentados com
dieta hiperlipidica. O grupo DH, entendido como sedentario, apresentou
significativa reducéo na constante de decaimento, isto €, foi 0 grupo que menos
respondeu a a¢do da insulina. O contrario aconteceu com o grupo EXE, que
apresentou elevacdo na constante de decaimento, o que sugere a capacidade
do exercicio fisico agudo de reverter os maleficios no metabolismo de glicose
decorrentes da dieta hiperlipidica. O estudo de Souza, et al. (2010), apresentou
valores de kitt semelhante aos apresentados nesta dissertagdo, bem como os
dados da glicemia de jejum que corroboram o fato do exercicio agudo ser capaz
de auxiliar na tolerancia a insulina. Da mesma forma, utilizando ratos, Ropelle
et al., (2009) observaram que 6 horas de natacéo dividida em duas sessbées de
3 horas com 45 minutos de descanso entre elas foi capaz de recuperar o kitt de
animais alimentados com dieta hiperlipidica. Os resultados desses estudos, em
conjunto com 0 nosso, indicam a eficiéncia do exercicio agudo em melhorar a
sensibilidade a insulina na obesidade.

O estudo de Lima et al., (2009) verificou um importante regulador na
sinalizacdo a insulina o0 TRB3, que se faz presente o protocolo de exercicio
fisico agudo. O exercicio escolhido foi a natacéo, dessa forma os camundongos
Swiss foram divididos em trés grupos: controle, dieta hiperlipidica com e sem
exercicio fisico. Ao verificar os dados do kiit, novamente o exercicio agudo se
mostrou capaz de alterar os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica, onde o
grupo exercitado demonstra uma alta constante de decaimento da glicose,
resultado que se assemelha ao do grupo controle.

Ja em relacdo ao GTT, o grupo EXE ndo apresentou diferenca
estatistica em comparacdo com outros grupos, ou seja, os dados encontrados
indicam que o exercicio fisico ndo foi capaz de reverter os efeitos da dieta
hiperlipidica na tolerancia a glicose. O GTT consiste em administrar uma dose
reconhecida de glicose, em um primeiro momento do experimento espera-se
que a glicemia do animal suba e depois ao decorrer do GTT espera-se que a
glicemia do animal diminua, a exemplo do que aconteceu com o grupo CTL

apresentado nessa dissertagao, que estao de acordo com 0 exposto em um
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extenso guideline para GTT e ITT (BENEDE-UBIETO et al. 2020). Sendo
assim, para que a glicemia retorne a niveis ideais, a glicose deve ser depurada.
Isso acontece em decorréncia da interacdo entre a liberacdo da insulina e
sensibilidade dos tecidos alvos a acédo desse horménio.

Como os resultados do ITT demonstram que o exercicio agudo foi
capaz de promover importante incremento na tolerancia a insulina, ou seja, o
animal apresenta sensibilidade a sua acao, torna-se tentador especular que a
baixa reducao na glicemia verificada no GTT ocorreu como consequéncia de
deficiéncia na produgéo e/ou secregao de insulina. Ainda, como os animais do
grupo EXE apresentaram glicemia de jejum significativamente menor que os do
grupo DH, é possivel também inferir que eles apresentaram alguma melhora
na sensibilidade a insulina e que conseguem responder quando a acao desse
horménio em um periodo mais longo.

Analisando esses dados em conjunto, parece razoavel afirmar que
0s animais do grupo EXE, apesar da melhora apresentada na resisténcia a
insulina, ainda apresentam dificuldade em depurar rapidamente grandes
quantidades de glicose, como evidenciado pela intolerancia a glicose
observada no GTT. Nesse contexto, torna-se também tentador especular a
dieta hiperlipidica possa ter induzido reducdo na massa de ilhotas, e que o
protocolo de exercicio agudo adotado, apesar de ter sido eficiente em melhorar
a sensibilidade a insulina, ndo foi capaz de reverter as alteracdes em nivel
pancreatico. Assim, para elucidar se houve reducdo ou ndo na massa de
ilhotas, faz necessario que futuros estudos realizem GTT com avaliagdo dos
niveis de insulina durante o teste, além de avaliar a massa de ilhotas, bem como
sua secrecao de insulina.

Como explanado anteriormente nessa dissertacao, a razao M2/M1 é
essencial para o funcionamento fisiolégico do TAM, pois um aumento na
guantidade de macrofagos M1 pode acarretar efeitos prejudiciais a saude,
como disturbios na sinalizacdo da insulina e metabolismo da glicose (LUMENG
et al., 2007). Esses efeitos deletérios estao altamente correlacionados com a
R.l e seu desenvolvimento até a DM2 (SHOELSON, LEE E GOLDFINE, 2006).
No presente estudo observamos que, através de imunofluorescéncia, ao fim

das 12 semana de dieta hiperlipidica, a marcagédo de F4/80 estava maior nos
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grupos alimentados com dieta hiperlipidica e também que a diferenca dos
valores do grupo DH e EXE foi minima, ou seja, houve aumento de macréfagos
em decorréncia da dieta e o exercicio agudo nao foi capaz de atenuar esse
efeito.

Esses resultados estédo de acordo com um estudo in vitro anterior
que demonstrou que sinais obesogénicos podem levar a infiltracdo de
macréfagos no TAM, (Onishi et al., 2016). Em relagcdo ao exercicio fisico, até
onde temos conhecimento, nenhum outro estudo avaliou o efeito do exercicio
na infiltracdo de macrofagos no TAM. Contudo, Oliveira et al, (2013) encontrou
resultados similares quando verificou que o exercicio fisico agudo falhou em
inibir a infiltracdo de macrofagos em TAB de ratos da linhagem Wistar. Além
deste trabalho, Weisberg et al.(2003) demonstraram que quanto maior for o
TAB, e consequentemente o tamanho de seus adipdécitos, maior também € a
quantidade de macroéfagos infiltrados, ou seja, segundo os autores, parece
existir uma correlacdo importante entre composicao corporal dos animais e a
infiltracdo de macrofagos. Assim, torna-se tentador especular se quanto
maiores forem os adipécitos marrons, mais macrofagos teriamos infiltrados
também no TAM. Corroborando tal hipétese, outro estudo recente realizado por
Kotzbeck et al. (2018) observou aumento no tamanho dos adipécitos em TAM
de animais com obesidade genética.

O estudo de Lumeng et al. (2007) indicou que, mais significativo que
avaliar a quantidade de macréfagos presente num tecido, seria verificar qual o
tipo e qual ativacdo presentes. De forma mais especifica, os autores afirmam
que, enquanto em condi¢des fisiolégicas ha predominio de macrofagos
polarizados no sentido M2, a obesidade leva a um aumento na polarizacdo M1
em detrimento da M2. Nesse contexto, Kawanishi et al. (2010) verificaram que
0 exercicio cronico de esteira resultou no aumento da polarizagdo M2 em TAB
de animais obesos. Ja Oliveira et al. (2013) demonstraram que mesmo uma
sessdo isolada de natacdo é capaz de promover a polarizacdo M2 no TAB de
animais obesos, e que essa alteracao colabora com a melhora na sensibilidade
a insulina em decorréncia do exercicio fisico. Assim, o presente estudo
complementa os anteriores, uma vez que os resultados mostram a redugéo na

polarizagdo M2 em consequéncia da dieta hiperlipidica e também e que, pela
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primeira vez foi verificado que o exercicio agudo foi capaz de recuperar 0s
niveis de M2 em TAM de camundongos obesos, como evidenciado pelo
aumento da dupla marcacao de IL-10 (M2) e F4/80 (macréfagos), com niveis
similares aos observados no grupo CTL. Conforme os dados expostos ha secao
anterior, tal situagdo indica que nos animais exercitados a maioria dos
macrofagos esta polarizado no sentido M2 e, consequentemente, um ambiente
com predominio de citocinas anti-inflamatorias, principalmente IL-10, e o
funcionamento fisioldgico da termogénese no TAM.

O estudo de Nguyen et al. (2011) mostrou que polarizacdo de
macréfagos no sentido M2 para o TAM tem sido indicada como fundamental.
Mais precisamente, os autores afirmam que a auséncia de macréfagos M2
prejudica a termogénese desse tecido em resposta ao frio. Além disso, outros
estudos mostraram que a polarizagdo M2 em TAB é importante na protecéo
contra o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose como consequéncia da alimentacado rica em gordura saturada, o que
indica que esse tipo de ativacdo de macréfago possa ser um importante alvo
terapéutico no tratamento desses disturbios metabdlicos (ODEGAARD et al.,
2007).

Nesse contexto, Bartlett et al. (2012) demonstraram que uma
sessdo de HIIT ou aerdbio continuo realizados de forma aguda sao capazes de
induzir aumento significativo da fosforilacdo de AMPK e também de PGC-1a. O
estudo ainda verificou que a ativacdo de AMPK, juntamente com PGC-1a, pode
resultar em ativacdo de PPAR—y, que atua na formacao do adipécito, além de
controlar no adipdcito genes ligados a homeostase da glicose e até mesmo na
diferenciacdo das células do TAB em TAM (AHMADIAN et al.,, 2013). A
polarizacdo de macrofagos M2 é correlacionada com a ativacédo via PPAR-y,
ao que consta essa molécula parece ser essencial para esse processo
(ODEGAARD et al., 2007; VATS et al., 2006). Nessa mesma linha Thomas et
al. (2011) também analisa o papel do exercicio fisico agudo em genes
reguladores do PPAR—y como CD36, LXRa e ABCA1 e apds 3 horas de uma
Unica sessao de ciclismo, durante 45 minutos a 70% do consumo maximo de
oxigénio, ocorreu uma regulacéo positiva desses genes reguladores e esse

efeito persiste por 24 horas. Em contrapartida, os autores também verificaram
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o papel do exercicio crénico que, além de apresentar um aumento dos genes,
apresenta também um aumento da proteina CD36, cujo efeito parece persistir
por mais tempo (até 48 horas) da ultima sessao de treino. Dessa forma, 0s
autores afirmam que a geracao de genes reguladores do PPAR-y associados
ao exercicio fisico resultam em uma regulacéo positiva dos macrofagos.

Contudo, estudos que envolvam o exercicio fisico agudo e a
infiltracdo e polarizacdo de macréfagos sdo ainda escassos, e quando nos
referimos ao TAM esse cenario se torna ainda pior. Dessa forma, abre-se
espaco para alguns estudos que envolvam o exercicio fisico crénico. Nesse
contexto, a dissertacdo de Leite (2014) verificou os efeitos profilaticos do
treinamento fisico sobre a resisténcia a insulina em ratos Wistar alimentados
com dieta hiperlipidica e as modulac¢des de fatores inflamatérios sobre o TAB e
TAM. No estudo realizado, os animais foram divididos em trés grupos: CTL,
DH, e EXE (crbnico) e foram submetidos a 1 hora de natag&o por dia, 5 vezes
na semana, ao longo de 8 semanas. Apés a primeira semana de natacéo, 0s
animais nadaram com carga de 2,5%, sendo que era ajustada toda semana de
acordo com o peso de cada animal, cuja diferenca estatistica ocorreu somente
na 7% semana, e essa diferenca foi considerada minima. Entretanto, ao
analisarem o crescimento do TAB epididimal, verificaram que o grupo DH foi o
gue apresentou maior valor e, considerando que 0s animais nao apresentaram
diferenca em relacdo a ingestdo de calorias, os autores sugerem que O
exercicio protegeu os animais dos efeitos da dieta hiperlipidica. Essa protecdo
foi além do acumulo de TAB, ao que consta o exercicio fisico foi capaz de
atenuar o desenvolvimento e melhorar a tolerancia a glicose e Rl no grupo EXE.
Além disso, a autora também verificou que diversos fatores inflamatorios como
TNF-a, JNK, IKK, de forma geral, estavam reduzidos no grupo EXE que mostra
niveis mais baixos, e em contrapartida, ao analisar o contetdo anti-inflamatorio
como a IL-10, observou um aumento no grupo EXE. De forma geral, esse
estudo sugere esses efeitos positivos supramencionados se deram em
consequéncia da menor infiltracédo e polarizacado de macrofagos M1 observada
em decorréncia do treinamento.

No contexto do presente estudo, podemos aventar que a polarizagéao

de macrofagos M2 em TAM observada possa também ter resultado em melhora
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na inflamagéao no TAM, bem como ter colaborado com a melhora sistémica da
resisténcia a insulina que ocorre em decorréncia do exercicio fisico. Corrobora
essa hipotese também o estudo realizado por Valverde, Benito e Lorenzo
(2005), que verificaram a alta taxa de metabolismo da glicose resultante da
acao fisiologica da insulina sobre TAM, podendo até mesmo alcangar 10% de
todo o turnover de glicose em ratos.

Assim, fica clara a necessidade de estudo mais profundo para

verificar os desdobramentos da polarizacdo de macrofagos no TAM.
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7 CONCLUSOES

Os dados apresentados nessa dissertacao nos possibilitam concluir 6

macros afirmacoes listadas abaixo:

O exercicio fisico agudo se mostra ineficiente na reducédo do
peso corporal.

O exercicio agudo de natacdo € eficiente para o controle
glicémico, uma vez que resultou em importante reducdo na
glicemia de jejum.

Uma sessdo de natacdo € suficiente para promover aumento na
tolerancia a insulina em animais obesos.

Sobre a tolerancia a glicose, o exercicio fisico agudo falhou em
promover a melhora nesse parametro em animais obesos.

Uma sesséo isolada de exercicio fisico se mostrou ineficaz em
atenuar a infiltracao de macréfagos no tecido adiposo marrom de
camundongos obesos.

O exercicio fisico agudo demonstra grande capacidade em
promover a polarizacdo de macréfagos M2 no tecido adiposo

marrom de camundongos obesos.

Assim, ao analisarmos os dados do experimento realizado em

s

conjunto, é substancialmente provavel afirmar que uma Unica sessao de

exercicio fisico ja € capaz de promover alteragcdes metabdlicas benéficas ao

organismo, como a melhora na sensibilidade a insulina. Especificamente sobre

o tecido adiposo marrom, o exercicio fisico agudo parece exercer uma

importante capacidade em promover a polarizagcdo M2, possibilitando seu

melhor funcionamento e contribuindo para um maior gasto energético e controle

da glicose sanguinea.
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