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“Sentiu um peso, mas ndo era o peso do fardo e
sim da insustentdvel leveza do ser”.
(Kundera, Milan. A insustentavel leveza

do ser)

“O fardo mais pesado é, portanto, ao mesmo
tempo a imagem da mais intensa realizacdo
vital. Quanto mais pesado o fardo, mais
proxima da terra estd nossa vida, e mais ela é
real e verdadeira”.

(Kundera, Milan. A insustentavel leveza

do ser)



RESUMO

A obesidade é uma doenca multifatorial que ocasiona inimeros distarbios metabdlicos através
da resposta inflamatoria local e sistémica engatilhada pelo remodelamento patolégico do tecido
adiposo branco (TAB) visceral. Ademais, a ativacdo de vias inflamatorias e o constante estado
obesogénico ocasionado pelo consumo de dieta hiperlipidica altera a morfologia e o
funcionamento do tecido adiposo marrom (TAM), um notavel depurador metabdlico que oxida
na forma de calor diferentes substratos energéticos e contribui para a regulacdo da massa
corporal e da homeostase energética. Ndo obstante, o treinamento fisico € uma importante
ferramenta ndo-farmacoldgica capaz de atenuar as consequéncias negativas da obesidade e
preservar a flexibilidade metabdlica de diferentes tecidos periféricos atraves da reducdo da
adiposidade visceral. Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi investigar os efeitos do
treinamento fisico na massa do TAM, na adiposidade visceral e, em parametros metabolicos de
ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica. Primeiramente, ratos Wistar machos adultos
(n=23) foram separados em grupo controle alimentado com dieta padrdo (CTR) e obeso
alimentado com dieta hiperlipidica (OB). Apds 12 semanas de inducédo da obesidade, 0s animais
foram subdivididos entre quatro grupos: grupo controle sedentario (CTR-SED), controle
treinado (CTR-TR), obeso sedentéario (OB-SED) e obeso treinado (OB-TR). Os animais dos
grupos treinados (CTR-TR e OB-TR) foram submetidos ao treinamento fisico na modalidade
natacdo por 8 semanas, no qual cada sessdo de exercicio fisico foi composta por 60 minutos de
duracdo, frequéncia de 3 vezes na semana, e intensidade equivalente entre 3 a 5% da massa
corporal do animal. A morfologia da gordura epididimal (TAB visceral) foi verificada por meio
de anélise histolégica; a adiposidade visceral através da pesagem dos depoésitos de TAB
epididimal, retroperitoneal e, mesentérico; a massa do TAM interescapular foi mensurada
através de pesagem em balanca analitica; e o contetdo de glicogénio e lipidios no figado e
musculo s6leo foram obtidos através de métodos previamente estabelecidos na literatura. Nos
resultados, observamos que a obesidade (OB-SED) aumentou a massa corporal, adiposidade
visceral, promoveu hipertrofia dos adipocitos, deposicdo de lipidios ectopicos no figado,
diminuiu o contetdo de glicogénio hepatico, e elevou a massa relativa do TAM. O treinamento
fisico atenuou o ganho de massa corporal, reduziu a adiposidade intraperitoneal e reverteu a
hipertrofia dos adipdcitos, entretanto, ndo foi eficiente em reduzir o conteudo de lipidios
hepéticos e aumentar 0s estoques de glicogénio. Ademais, o treinamento fisico independente
da oferta energética aumentou a massa relativa do TAM, reduziu a sobreposi¢do de gordura

visceral sobre a gordura marrom e demonstrou uma correlacdo negativa com o contetdo de



lipidios hepéaticos. Em suma, concluimos que o treinamento fisico reduz o ganho de peso e a
adiposidade intraperitoneal de animais obesos, entretanto, esses efeitos ndo s&o acompanhados
de mudancas na flexibilidade metabolica dos tecidos periféricos em utilizar acidos graxos e
glicose durante o trabalho celular. Ainda, o treinamento fisico e a dieta hiperlipidica se mostram
eficazes em elevar a massa do TAM, contudo, ndo sabemos se essa modificagdo morfométrica
ocasionou uma assinatura termogénica (expressdo da proteina desacopladora 1 - UCP1) ou de
branqueamento dos adipdcitos marrons. Assim, sdo necessarios mais estudos para verificar as
adaptacdes bioquimicas e morfologicas do TAB e TAM em animais obesos submetidos ao

treinamento fisico.

Palavras chaves: Obesidade. Dieta hiperlipidica. Treinamento fisico. Tecido adiposo branco

visceral. Tecido adiposo marrom. Flexibilidade metabdlica.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease that produces various metabolic disorders through the local
and systemic inflammatory response occasioned by the pathological remodeling of visceral
white adipose tissue (WAT). Furthermore, the activation of inflammatory pathways and the
constant obesogenic state caused by the consumption of high-fat diet changes the morphology
and function of the brown adipose tissue (BAT), a notable metabolic sink that oxidizes different
energetic substrates in the form of heat and contributes to the regulation of the body mass and
energy homeostasis. Notwithstanding, physical training is a non-pharmacological tool capable
of decreasing the negative consequences of obesity and maintaining the metabolic flexibility of
different peripheral tissues through decreasing visceral adiposity. Therefore, the purpose of this
study was to investigate the effects of physical training on BAT mass, visceral adiposity and on
metabolic parameters of Wistar rats fed a high-fat diet. First, male adult Wistar rats were
separated within a control group fed a standard diet (CTR) and obese fed a high-fat diet (OB).
After 12 weeks of obesity induction, the animals were subdivided into four groups: sedentary
control group (CTR-SED), trained control group (CTR-TR), sedentary obese (OB-SED) and
trained obese (OB-TR). The animals of the trained groups (CTR-TR and OB-TR) were
submitted to physical training by swimming modality for eight weeks, in which each session of
physical exercise was composed of 60 minutes of duration, frequency of 3 times a week, and
intensity equivalent between 3 to 5% of the animal's body mass. The morphology of the
epididymal fat (visceral WAT) was verified through histological analysis; visceral adiposity by
weighing the deposits of epididymal, retroperitoneal and mesenteric WAT; the mass of the
interscapular BAT was measured by weighing on an analytical balance and the glycogen and
lipid content in the liver and soleus muscle were obtained using previously established methods
in the literature. In the results, we observed that obesity (OB-SED) increased body mass,
visceral adiposity, promoted adipocyte hypertrophy, deposition of ectopic lipids in the liver,
reduced hepatic glycogen content and increased BAT relative mass. Physical training
attenuated body mass increase, intraperitoneal adiposity, and adipocyte hypertrophy; however,
was not efficient in reducing liver lipid content and increasing glycogen stores. Besides,
physical training independent of the energy diet increased the relative mass of BAT, reduced
the overlap of visceral fat on brown fat, and showed a negative correlation with the content of
liver lipids. In summary, we conclude that physical training reduces weight gain and
intraperitoneal adiposity in obese animals; however, these effects are not accompanied by

changes in the metabolic flexibility of peripheral tissues in using fatty acids and glucose during



cell activity. Furthermore, physical training and a high-fat diet are effective in increasing the
mass of BAT, however, we do not know if this morphometric modification caused a
thermogenic signature (expression of uncoupling protein 1 - UCP1) or whitening of brown
adipocytes. Thus, further studies are needed to verify the biochemical and morphological

adaptations of WAT and BAT in obese animals submitted to physical training.

Keywords: Obesity. High-fat diet. Physical training. White adipose tissue. Brown adipose
tissue. Metabolic flexibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenga cronica, de origem multifatorial que pode ser definida como
uma condi¢do de acimulo anormal ou excessivo de gordura nos depoésitos de tecido adiposo
branco (TAB), que eleva consideravelmente o risco de produzir consequéncias negativas a
satide (AFSHIN et al., 2017; GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017). Considera um problema
de saude publica mundial, os principais fatores associados ao crescimento das taxas de
sobrepeso e obesidade sdo as alteragfes nutricionais e comportamentais ocorridas nas ultimas
décadas (BRAY et al., 2018). A modificacdo do padrdo dietético, especialmente através do
elevado consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas e aclcares simples em conjunto
com areducdo da pratica de atividade fisica, ocasionam um balanco energético positivo e levam
a alteracGes no controle hipotalamico da fome e saciedade que favorecem o aumento da massa
e adiposidade corporal, isto €, a obesidade (BRAY et al., 2018; GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011; JAIS; BRUNING, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), em 2015, mais de 100 milhdes
de criangas estavam obesas e cerca de 605 milhdes de individuos adultos apresentavam ao
menos algum grau de obesidade, ou seja, um Indice de Massa Corporal (IMC) > 30 kg/m?
(WHO, 2016). No Brasil, a proporc¢do de individuos obesos cresceu 68% entre 2006 e 2018,
com 19,8% da populacdo brasileira apresentando obesidade, e mais de 50% sendo classificados
com sobrepeso (SAUDE, 2019). Assim, sabendo que diversos estudos apontam que individuos
obesos estdo mais propicios ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, doengas
cardiovasculares e alguns tipos de carcinomas (DE PERGOLA,; SILVESTRIS, 2013; ELLIES;
JOHNSON; OLEFSKY, 2013; LANDSBERG et al., 2013), a criacdo de estratégias para
combater e tratar essa doenga sdo extremamente necessarias.

Um dos principais 6rgdos afetados durante o desenvolvimento da obesidade e que se
apresenta intimamente relacionado as comorbidades ocasionado pelo excesso de massa
corporal é 0o TAB (KAHN; WANG,; LEE, 2019). Na presenca de uma elevada ingestao calérica
em relacdo ao gasto energético, o balanco energético torna-se desequilibrado. Com o avanco
desse desequilibrio energético, o processo de lipogénese (acimulo de gordura na forma de TG
no tecido adiposo) se sobressai em relagdo ao de lipdlise (quebra enzimatica da gordura
armazenada como TG nos adipdcitos) (KAHN; WANG; LEE, 2019). Nesta situacdo, 0s

adipdcitos brancos se hipertrofiam e se tornam mais propicios a instalacdo de um estado
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inflamatdrio subclinica de baixo grau ndo-infeccioso (KAHN; WANG; LEE, 2019). A
expansdao ou remodelamento patolégico dos adipdcitos brancos é acompanhada de inimeras
alteracdes estruturais e funcionais que favorecem o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
deposicdo de gordura ectopica, e por consequéncia a sindrome metabdlica (CHOUCHANI;
KAJIMURA, 2019; KAHN; WANG,; LEE, 2019).

Embora seja conhecido o papel da obesidade na producéo de alteragdes que prejudicam
o funcionamento dos adipocitos brancos, pouco se sabe sobre os seus efeitos nas células de
gordura termogénicas (adipécitos marrom e bege). Desse modo, se faz necessario a
compreensdo do funcionamento dos diferentes tipos de tecido adiposo e consequentemente suas

acoes no processo de obesidade.

1.2 Caracteristicas funcionais e metabélicas do TAB e TAM

O tecido adiposo representa um tipo especial de tecido conectivo frouxo composto por
indmeras células rodeadas por capilares e redes neurais (CINTI, 2019; RODRIGUEZ et al.,
2015). Os adipdcitos sdo o principal tipo celular encontrado neste tecido. Sua funcao se baseia
no armazenamento de energia na forma de TG. Essas células sdo derivadas de pré-adipocitos
oriundos das células tronco mesenquimais residentes no proprio tecido adiposo (ARNER et al.,
2010, 2019; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Além dos adipdcitos, a fracdo do estroma
vascular que representa um conjunto de células como pré-adipdcitos, células tronco
mesenguimais, células progenitoras endoteliais, células T, células B, mastécitos e macréfagos,
também esté presente no tecido adiposo (FUSTER et al., 2016; CINTI, 2019).

Em mamiferos, os adipdcitos apresentam diferencas metabdlicas, estruturais e
funcionais entre si, sendo categorizados em trés tipos: (i) adipécitos brancos que formam o
TAB, cuja funcdo priméaria é armazenar energia e regular a homeostase energética; (ii)
adipdcitos marrons que constituem o TAM, e mantém a temperatura corporal de mamiferos
homeotérmicos através do processo de termogénese sem tremores e; (iii) adipdcitos beges que
surgem pos-nascimento e demonstram funcdo bifasica, podendo assumir caracteristicas
fenotipicas semelhantes ao TAB (estoque de lipidios) ou TAM (termogénese adaptativa)
dependendo do estimulo empregado, sendo assim, induzido e ndo-constitutivo (CINTI, 2019;
DEWAL; STANFORD, 2019; NEDERGAARD; CANNON, 2018). Juntos, estes depositos de
tecido adiposo sdo denominados de 6rgdo adiposo (CINTI, 2019).

Anatomicamente, o TAB é predominantemente localizado na cavidade visceral

revestindo Orgdos, tecidos e vasos sanguineos e, na camada subcutanea presente na regido
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cranial, facial, interescapular, abdominal, femoral e glatea de seres humanos (GESTA; KAHN,
2017; QUAIL; DANNENBERG, 2019). Em roedores os principais depositos de TAB sdo
encontrados na regido intraperitoneal (TAB epididimal, TAB retroperitoneal e TAB
mesentérico), e na regido subcutanea inguinal, anterior axilar e interescapular (LEHNIG et al.,
2019).

Ao contrario do TAB, o TAM foi inicialmente identificado como uma defesa contra a
hipotermia em recém-nascidos (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Adipdcitos marrons
classicos desenvolvem-se no pré-natal e existem predominantemente na regido interescapular e
perirenal de roedores (CYPESS et al., 2009; DE JONG et al., 2019; LEHNIG et al., 2019). Em
humanos adultos, os depositos interescapular de TAM desaparecem, sendo encontrados
principalmente na regido cervical e supraclavicular (SIDOSSIS, KAJIMURA, 2015). A figura

1 apresenta os principais depositos de TAB e TAM em roedores e seres humanos.

Figura 1 - Localizacdo dos principais depositos de TAB, TAM e deposicao de TG em roedores

e seres humanos obesos.
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No painel a sdo apresentado os principais depdsitos de TAB visceral, subcutaneo e TAM de uma vista
frontal, o painel b representa os principais depdsitos de gordura visceral de uma vista lateral, e o painel
¢ mostra a distribuicdo geral de TAB e TAM em roedores a partir de uma posi¢do supina. Fonte:
(QUAIL; DANNENBERG, 2019).

Morfologicamente, o TAB é representado por uma Unica goticula lipidica citoplasmatica
presente em quase 90% do volume celular, por um nucleo préximo a membrana plasmatica, um
reduzido nimero de mitocOndrias, e uma baixa taxa oxidativa que contribui para a sua principal
funcdo de armazenamento de energia na forma de TG (CINTI, 2019). Em contraste, adipdcitos

marrons maduros sdo células poligonais menores que os adipdcitos brancos (1/3) com vérias
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pequenas goticulas lipidicas (multilocular) que armazenam TG, rodeadas por um nucleo central
esférico, uma rica vascularizagdo, densa inervagdo, e composto por numerosas mitocondrias
contendo proteinas altamente especializadas que, em resposta ao frio e/ou status nutricional séo
capazes de dissipar o excesso de energia quimica (TG e glicose) na forma de calor (CANNON;
NEDERGAARD, 2004; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Este processo € denominado de
termogénese sem tremores, e ocorre através da acdo da proteina desacopladora 1 (UCP1), um
membro da familia de proteinas carreadoras mitocondriais (CANNON; NEDERGAARD,
2004; DEMINE; RENARD; ARNOULD, 2019) que catalisa 0 vazamento de protons através
da membrana mitocondrial interna, desacoplando assim, a sintese de ATP mitocondrial para a
geracdo de calor (DEMINE; RENARD; ARNOULD, 2019; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

Adicionalmente, a exposicdo cronica a baixas temperaturas (frio) ou o uso de farmacos
agonistas 3-adrenérgicos, podem estimular o recrutamento de novo e/ou a transdiferenciacio
de precursores celulares em células maduras com caracteristicas fenotipicas semelhantes aos
adipocitos marrons (chamado de marrom induzivel, bege, ou brite — brown-in-white) nos
depdsitos de TAB (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019). Esta caracteristica, frequentemente
conhecida como “beiging” ou “browning” (escurecimento, em portugués) é reversivel apos a
retirada do estimulo termogénico, como o retorno dos animais a termoneutralidade ou através
do consumo de dieta hiperlipidica (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019; HARMS; SEALE,
2013). O aumento da massa de adip6citos beges esta intimamente associada a melhora da
homeostase sistémica da glicose e da sensibilidade a insulina (SIDOSSIS; KAJIMURA, 2015).

Parte das diferencas morfoldgicas e funcionais entre 0 TAB e TAM ocorrem durante o
processo de desenvolvimento do tecido adiposo. Em geral, todos os adipdcitos sdo derivados
da mesoderme e apresentam diferentes precursores adipogénicos, com adipdcitos brancos e
beges sendo derivados da mesoderma lateral, a partir de pré-adip6citos negativos para fator
miogénico 5 (Myf5-negativo, do inglés myogenic factor 5), enquanto o adip6cito marrom tem
como linhagem adipogénica pré-adipdcitos com origem no mesoderma paraxial, positivos para
fator miogénico 5 (Myf5-positivo), 0 mesmo precursor responsavel pela diferenciacdo de
células musculares (PARK, 2014).

Apesar das diferencas morfologicas e anatbmicas, TAB e TAM compartilham da
capacidade de secretar uma variedade de moléculas, tais como adipocinas e batocinas,
respectivamente, que facilitam a comunicacdo entre os Orgaos periféricos e participam da
regulacdo da homeostase energética, caracterizando ambos como importantes orgaos
neuroimunenddcrinos (LARABEE; NEELY; DOMINGOS, 2019; LEIRIA et al., 2019;
VILLARROYA et al., 2017).
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1.3 Todas as células no TAM apresentam a mesma capacidade termogénica?

Recentemente, o debate sobre a heterogeneidade celular presente no TAM vem
ganhando destaque no meio cientifico (CINTI et al., 2002; OGURI; KAJIMURA, 2020; SONG
et al., 2020). Como demonstrando no topico anterior (1.2), o tecido adiposo ndo é um érgao
monolitico e inerte, composto de uma populagéo celular homogénea que compreende apenas a
funcdo de estocadora ou propulsora de lipidios de acordo com o status nutricional (OGURI;
KAJIMURA, 2020). Na verdade, esta bem claro que cada depdsito de tecido adiposo contém
uma variedade de células de gordura, que emergem de diferentes precursores adipogénicos e
executam func@es além das iniciais propostas anteriormente.

Neste sentido, prévios estudos tém demonstrando a possibilidade da existéncia de
subpopulacBes de adipdcitos marrons dentro do TAM, que poderiam ser divididos em
adipdcitos com baixa ou alta capacidade termogénica (CINTI et al., 2002; OGURI;
KAJIMURA, 2020; SONG et al., 2020). Esta hip6tese partiu dos estudos do grupo do professor
Cinti no inicio do século, ao demonstrarem que o tratamento com um farmaco B3-agonista
(CL316,243) ou a exposicdo ao frio em ratos previamente aclimatados a termoneutralidade,
levava a uma sobreposi¢cdo no padréo de distribuicdo da expressao do mRNA da UCP1, com
baixos e elevados niveis sendo encontrados, postulando a heterogeneidade celular do TAM, e
denominando o fendmeno como “Harlequin” (CINTI et al., 2002).

Recentemente, Song e colaboradores (2020) analisaram a heterogeneidade celular no
TAM interescapular de camundongos utilizando de técnicas como single-cell RNA (SONG et
al., 2020). Inicialmente para compreender a dindmica in vivo dos adipdcitos marrons, os autores
utilizaram de um modelo animal (AdipoChaser-LacZ) especializado na marcagao permanente
e induzivel de células que expressam adiponectina, como as células LacZ+ (SON et al., 2019).
Resumidamente, os resultados apontaram para uma populacdo de adip6citos marrons com baixa
atividade termogénica, caracterizados pela reducdo na expressdo de genes relacionados a
fosforilacdo oxidativa, ao receptor B3-agonista, lipdlise, glicdlise, oxidacdo de acidos graxos,
ao ciclo tricarboxilico, a termogénese, ao estresse oxidativo, e demonstram menor expressao de
adiponectina quando expostos ao frio, intercaladas com adipdcitos marrons com alta atividade
termogénica e elevada expressdo de adiponectina. Coletivamente, os autores sugerem a
presenca de duas subpopulacbes de adipdcitos marrons com diferentes funcdes celulares e
caracteristicas metabdlicas que refletem em sua capacidade termogénica (SON et al, 2020;
OGURI; KAJIMURA, 2020).
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Se 0 TAM interescapular de camundongos apresenta uma heterogeneidade celular, teria
esse, as mesmas caracteristicas morfologicas e termogénicas do TAM encontrado em seres
humanos adultos?

Diversos grupos de pesquisa comecaram a investigar as semelhancas e possiveis
diferencas morfologicas e moleculares existentes entre 0 TAM de seres humanos e roedores,
especialmente apds a comprovagdo da existéncia deste tecido em seres humanos adultos
(CYPESS etal., 2009, 2013; VAN MARKEN LICHTENBELT et al., 2009; VIRTANEN et al.,
2009). Estudos prévios sugeriram que os adipocitos beges subcutaneos ao invés do classico
TAM interescapular de roedores, possuiam as caracteristicas mais similares aos depositos de
TAM encontrados em seres humanos (CYPESS et al., 2013; JESPERSEN et al., 2013; SHARP
etal., 2012). Contudo, de Jong e colaboradores (2019) demonstraram que 0 TAM interescapular
de camundongos fisiologicamente humanizados, isto €, alojados em termoneutralidade (30°C)
e expostos a dietas hipercaldricas (ricas em lipidios e/ou carboidratos) apresentam
caracteristicas morfoldgicas similares as encontradas na regido supraclavicular de seres
humanos, sendo ambos, compostos por adipécito unilocular e multilocular (DE JONG et al.,
2019). Além disso, o potencial termogénico do TAM é retido em camundongos humanizados,
apresentando niveis de mRNA do gene UCP1 praticamente idénticos aos observados em seres
humanos adultos (DE JONG et al., 2019).

Dessa forma, ao comparar o padrdo da expressdo génica entre 0 TAM e os adip6citos
beges em animais fisiologicamente humanizados demonstrou-se que o TAM interescapular de
roedores, ao invés dos adipdcitos beges, € homologo ao TAM de seres humanos adultos (DE
JONG et al., 2019).

1.4 Termogénese adaptativa e o papel do TAM na regulacdo da massa corporal e de parametros

metabdlicos associados a obesidade.

Como demonstrado anteriormente (topico 1.1), o conceito basico da inducdo da
obesidade ¢é o desequilibrio energético, na qual, a ingestdo de energia dos alimentos excede
cronicamente o gasto energético (KHAN; WANG; LEE, 2019). Uma terapia para a perda de
peso deve, portanto, envolver uma diminuicdo na ingestao de alimentos e/ou elevacao no gasto
energético, nesse caso, podendo ocorrer principalmente pelo aumento dos niveis de atividade
fisica, pela conversdo de células armazenadoras de gordura em células termogénicas
metabolicamente ativas (adipocitos beges) ou, pelo recrutamento, ativagdo e proliferacdo do
TAM (SEALE; LAZAR, 2009). O TAM € um 0rgdo termogénico capaz de produzir uma
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ineficiéncia metabdlica que apresenta uma importante fungdo na manutencdo da temperatura
corporal de mamiferos homeotérmicos e na regulacdo do balango energético de seres humanos
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; CHONDRONIKOLA et al., 2016). Além de regular o
processo de termogénese adaptativa, isto é, de aumentar o gasto energético acima dos niveis
basais para preservar a temperatura corporal em resposta ao frio ou em condi¢Ges de excesso
de energia (CANNON; NEDERGAARD, 2004; YONESHIRO et al., 2013), o TAM também
apresenta atividade enddcrina capaz de regular a flexibilidade metabolica (LEIRIA et al., 2019;
LYNES etal., 2017; SCHEIDELER; HERZIG; GEORGIADI, 2017). Flexibilidade metabdlica
se refere a resposta metabolica de um organismo perante alteracdes condicionais, como 0 jejum
periddico, a composicdo varidvel das refeicGes, o exercicio fisico ou a obesidade
(GOODPASTER; SPARKS, 2017). Ambos os processos de termogénese adaptativa e
flexibilidade metabdlica demonstram importantes fungdes na prevencao e no desenvolvimento
de doengas metabdlicas e cardiovasculares (GOODPASTER; SPARKS, 2017; SMITH et al.,
2018).

O TAM se demonstra um importante érgdo capaz de regular o balango energético e a
flexibilidade metabdlica. Isso se deve em razdo da sua acdo direta como dissipador metabdlico
(termogénese) da glicose, &cidos graxos e aminoacidos de cadeia ramificada ou, indireta
(atividade enddcrina) através da secrecdo de batocinas que atuam nos préprios adipécitos
marrons ou em diferentes tecidos periféricos como o musculo esquelético (BARTELT et al.,
2011; LEIRIA et al., 2019; CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019; YONESHIRO et al., 2019).
Estes efeitos aumentam o gasto energético e a depuracdo do excesso de substratos energéticos
circulantes, levando a melhora da tolerancia a glicose e do metabolismo dos lipidios e
aminoacidos em seres humanos e roedores (BARTELT et al., 2011; CHONDRONIKOLA et
al., 2016; YONESHIRO et al., 2019). Dessa forma, o0 TAM se tornou alvo de interesse de
inimeros pesquisadores como uma possivel ferramenta terapéutica para o tratamento da
obesidade e de disturbios metabdlicos como a resisténcia a insulina, dislipidemia e a diabetes
mellitus tipo 2 (LEIRIA et al., 2019; SIDOSSIS; KAJIMURA, 2015).

De fato, a atividade termogénica do TAM esta associada a resisténcia ao ganho de massa
corporal em roedores alimentados com dieta hiperlipidica (FELDMANN et al., 2009;
ROTHWELL; STOCK, 1979), ao aumento do gasto energeético e da reducao da massa corporal
em seres humanos adultos expostos ao frio (YONESHIRO et al., 2013), e a manutencdo de um
fenotipo metabolicamente saudavel em individuos obesos (MIHALOPOULOS et al., 2020).

De maneira simplificada, o potencial termogénico e metabdlico do TAM advém

principalmente da descarga simpatica originada na area pré-optica hipotalamica através da
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exposicdo de roedores e seres humanos ao frio ou mediante alteragcbes no status nutricional
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020;
MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2012). Apos ser liberada pelo terminal neural pos-
sinaptico que inerva os adipocitos marrons, noradrenalina se liga ao receptor B3-adrenérgico na
superficie da membrana plasmatica do TAM dando inicio a uma cascata sinalizadora mediada
por segundos mensageiros (CANNON; NEDERGAARD, 2004).

Receptores f3-adrenérgicos pertencem a uma classe de receptores acoplados a proteina
G que, quando ativados pela noradrenalina sofrem uma mudanca conformacional em sua
estrutura levando a dissociagdo da subunidade G-proteica (no TAM do subtipo Gs) (CANNON;
NEDERGAARD, 2004). A proteina Gs sucessivamente ativa adenil ciclase, uma enzima que
catalisa a conversdo de ATP em 3°, 5 — monofosfato ciclico cCAMP (AMPc) e pirofosfato (PPi),
onde AMPc atua como segundo mensageiro nos adipocitos marrons, sendo importante para a
regulacdo metabdlica e geracao de calor. Entre outras respostas, aumentos nos niveis de AMPc
estimula a expressao da enzima deiodinase 2 (D10 2), uma molécula chave para a converséo de
tetraiodotironina (T4) em triiodotironina (T3), e presente também na regulacdo da expressédo de
UCPL1 e do processo de termogénese (CANNON; NEDERGAARD, 2004). As concentracdes
de AMPc sdo determinadas pela taxa de sintese de adenil ciclase e pela degradacdo através da
enzima fosfodiesterase (COUDRAY et al., 1999). Eleva¢des no nivel de AMPc ativam a
proteina quinase A (PKA) pela ligacdo a sua subunidade reguladora (CANNON;
NEDERGAARD, 2004). PKA é uma quinase chave para a regulacéo do processo de lipogénese
e lipolise nos adipécitos e demonstra efeitos agudos e crénicos no TAM (CHOUCHANI;
KAJIMURA, 2019).

Durante a ativacdo aguda do TAM, a PKA aumenta a taxa de lip6lise através da ativagdo
da enzima lipase de triglicerideos do tecido adiposo (ATGL), lipase horménio sensivel (LHS),
e monoacilglicerol lipase (MGL), levando a hidrélise dos TG nas goticulas multiloculares e o
lancamento de &cidos graxos livres, sendo subsequentemente transportados para a mitocondria
a partir da carnitina palmitoil transferase 1 alfa (CPT1a) antes de serem oxidado e liberados na
forma de calor (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019).

A estimulagdo crbnica do TAM faz com que a PKA também fosforile fatores de
transcricdo no nudcleo dos adipdcitos marrons, como a Proteina Liadora do Elemento
Responsivo ao AMPc (CREB) e a Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno p38 (p38 MAPK)
que, sucessivamente estimula a secre¢do de genes termogénicos como o Fator de Transcri¢do
Ativador 2 (ATF-2), Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama (PPARY) e o
Coativador-1 Alfa do Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama (PGC-1a).
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Em conjunto, a ativagao cronica da PKA promove o aumento na biogénese mitocondrial (PGC-
la), elevagdo dos niveis proteicos de UCP1 (CREB, ATF-2), hiperplasia e hipertrofia do TAM
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; SYMONDS, 2012; VILLARROYA; PEYROU;
GIRALT, 2017).

Receptores al-adrenérgicos presentes no TAM quando ativados por noradrenalina
também promovem resposta termogénica. Estes receptores vinculados a proteina Gq induzem
a fosforilacao da fosfolipase C (PLC) e a subsequente hidrélise de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
(PIP2) em inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), o que em geral, aumenta as
concentragfes de célcio intracelular, sendo este um possivel modulador termogénico
(KLINGENSPOR et al., 2017). Ja o receptor 02, encontra-se acoplado a proteina G inibidora,
o que resulta na redugdo da atividade da enzima adenil ciclase pelos receptores 3 e inibigcdo da
atividade termogénica do TAM (KLINGENSPOR et al., 2017).

Uma vez ativada pela descarga adrenérgica (via receptores B3 principalmente) e, na
presenca de acidos graxos livres de cadeia longa, a UCP1 presente na membrana mitocondrial
interna dos adipOcitos marrons cria um caminho alternativo para os prétons gerados na cadeia
respiratoria, catalizando o vazamento de prétons destinados a sintese de ATP pela ATP sintase,
para a liberacdo de energia quimica na forma de calor (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
Este processo de ineficiéncia metabolica ¢ denominado de “desacoplamento” da fosforilacdao
oxidativa a partir da sintese de ATP e, esta associado a aumentos na taxa de oxidagdo dos
substratos energéticos e producdo de calor celular (termogénese adaptativa) (GAUDRY;
JASTROCH, 2019).

A manutencao da atividade termogénica pelo TAM ativo requer uma grande quantidade
de combustivel e oxigénio (FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020). Os nutrientes
circulantes sdo absorvidos a partir de lipoproteinas ricas em triglicerideos, como lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) e quilomicrons, que inicialmente sdo catalizados pela enzima
lipase lipoproteica (LPL) em &cidos graxos livres e monoacilglicerol, e posteriormente captados
pelo TAM através da agéo do transportador de acido graxo CD36 nas células endoteliais e no
adipdcito marrom, que também pode internalizar particulas inteiras de lipoproteinas ricas em
triglicerideos. Acidos graxos livres circulantes ligados a proteina albumina também podem ser
absorvidos pelo TAM. Outra fonte importante de combustivel sdo os precursores da de novo
lipogénese como a glicose circulante, que é absorvida por vias dependentes do transportador de
glicose 1 e 4 (GLUT 1/4). Uma grande quantidade de oxigénio também é absorvida pelo TAM,

tendo assim como produto final a geracéo de calor, que é liberado e distribuido no corpo pela
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circulagdo sanguinea (FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020). Alguns desses

processos sdo apresentados resumidamente na figura 2.

Figura 2 - Mecanismo dependente de UCP1 (canbnico) do processo de termogénese adaptativa
no TAM.
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A inervagdo noradrenérgica que irriga 0 TAM € hiperativada no frio ou em mudangas do status
nutricional (termogénese facultativa induzida por dieta), passando a liberar grandes quantidades de
noradrenalina nas terminacdes nervosas, estimulando entdo receptores 3-adrenérgicos que medeiam o
aumento da expressdo de UCP1 e a produgdo de calor. Para mais detalhes vide texto (topico 1.4). Fonte:
(FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020).

A termogénese também pode ser ativada indiretamente por inimeros horménios além
das catecolaminas, tais como peptideos natriuréticos lancados pelo coracdo (SHI; COLLINS,
2017), hormdnios tireoidianos (DITTNER et al., 2019), miocinas como irisina (envolvida
também no processo de escurecimento dos adipdcitos brancos) (BOSTROM et al., 2012);
acidos biliares (WATANABE et al., 2006); fator de crescimento do fibroblasto 21 (FGF21)
(VILLARROYA; VIDAL-PUIG, 2013), proteina morfogenética 6ssea 8 (BMP8) (WHITTLE
et al., 2012), e melatonina (HALPERN et al., 2019). Trabalhos recentes tém sugerido que
mudancas no status redox celular, principalmente a geracdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) também podem resultar na ativacdo do TAM (CHOUCHANI et al., 2016), tanto quanto,
algumas substancias alimentares como a capsaicina e a cafeina (VELICKOVIC et al., 2019;

YONESHIRO et al., 2013).
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1.5 Inflamagdo metabdlica induzida por dieta hiperlipidica.

Sabe-se que a obesidade predispde o0 desenvolvimento de inUmeras doencas
metabolicas, tendo como agente central a instalacdo de um quadro inflamatdrio subclinico de
baixo grau ndo-infeccioso ou metainflamacdo (HOTAMISLIGIL, 2017). Esta resposta
inflamato6ria metabolica pode ser definida como o caos energético ocasionado pelo excesso de
nutrientes fornecido pela dieta hiperlipidica, que resulta na ativacdo de inUmeras cascatas de
sinalizacdo inflamatoria, estresse oxidativo, resisténcia a insulina, e em alteracdes estruturais,
como a presenca de estresse no reticulo endoplasméatico em tecidos metabolicamente ativos
(JAIS; BRUNING, 2017; KEANE et al., 2017).

Tal estado inflamatorio difere da classica inflamacdo de alto grau ocasionada por
processos infecciosos ou lesBes teciduais. Essas diferencas se devem especialmente pela
auséncia (inflamacdo metabdlica) ou presenca (inflamagdo infecciosa) dos sinais clinicos
caracteristicos da resposta inflamatoria, tais como dor, calor, rubor, tumor e quando persistente
perda da funcéo tecidual (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). De forma resumida, durante a
inflamacéo de alto grau, a presenca de um patdgeno resulta na ativacédo de receptores do tipo
Toll localizados em células do sistema imune, tais como macréfagos e mondcitos, através da
interacdo de lipopolissacarideos presentes na parede de bactérias gram-negativas com
receptores do tipo Toll (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HOTAMISLIGIL, 2017). Esta
interacdo ocasiona uma resposta rapida, forte e direta, mas frequentemente curta causando a
eliminacdo do patdgeno e interrompendo a resposta inflamatdria, permitindo assim a
sobrevivéncia do organismo (HOTAMISLIGIL, 2017).

Contudo, durante a obesidade o processo inflamat6rio permanece por um longo periodo
de tempo, sendo assim referido como de baixo grau e cronico (KEANE et al., 2017). Esta
condicdo € principalmente engatilhada por nutrientes e metabdlitos, e ativam um similar
conjunto de moléculas e vias sinalizadoras que estdo envolvidas na cléassica inflamacéo de alto
grau (HOTAMISLIGIL, 2017). Um dos principais fatores que permeiam essa resposta
inflamatoria, é a presenca de receptores do tipo Toll nos adipacitos e células do sistema imune,
gue podem ser ativados diretamente por nutrientes, especialmente os acidos graxos saturados
derivados dos alimentos ultraprocessados e hiperpalataveis, ou, por meio dos acidos graxos
livres ndo-esterificados liberados em grandes concentracfes na circulagdo sanguinea pelos
adipdcitos brancos hipertrofiados (KAHN; WANG; LEE, 2019). Estes nutrientes promovem a
inflamacdo atraves de vias de sinalizacdo dependentes e independentes dos receptores tipo Toll,

e ativam varios efetores inflamatorios, tais como Fator Nuclear-kappa Beta (NF-kB), 1kB
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quinase beta (IKKf), c-Jun N-terminal quinase (JNK), espécies reativas de oxigénio, e
inflamassoma, um complexo proteico que permite a maturagédo de citocinas pro-inflamatdrias,
tais como IL-1B e IL-18 pela clivagem mediada por caspase 1, uma parte integral da imunidade
inata (HOTAMISLIGIL, 2017; TENG et al., 2014).

A instalacdo desse quadro inflamatério induzido por dieta hiperlipidica ocasiona
desarranjos metabdlicos em inimeros tecidos corporais, como no hipotalamo e tecido adiposo,
especialmente por induzirem resisténcia a insulina e a leptina (PAHLAVANI et al., 2017;
TENG et al., 2014). No hipotalamo, o elevado consumo de acidos graxos saturados de cadeia
longa, tais como palmitato e o esterato, sdo capazes de cruzar a barreira hematoencefalica e
acumular especificamente nessa regido cerebral, induzindo uma resposta imune da micréglia,
que produz uma variedade de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-1 e IL-6, que inibe
a sinalizacdo anorexigena gerada pela insulina e leptina nos neurébnios POMC/CART (pro-
opiomelanocortina/transcrito regulado por anfetamina e cocaina) (JAIS; BRUNING, 2017).
Além disso, esse tipo de &cido graxo saturado engatilha a ativacdo da sinalizacdo da cascata
inflamatdria no hipotalamo via receptores do tipo Toll 4 (TLR4), aumentando a ac¢do dos
neurdnios AgRP/NPY (proteina relacionada ao gene agouti/neuropeptidio Y), conduzindo a
hiperfagia, reducdo do gasto energético, e ao desenvolvimento da resisténcia a insulina e leptina
hipotalamica, favorecendo o aumento da massa e da adiposidade corporal (JAIS; BRUNING,
2017). Os efeitos hipotalamicos desfavoraveis ocasionados pela dieta hiperlipidica se iniciam
nas primeiras 24 horas apés o seu consumo, antes de alteracdes periféricas associadas a
obesidade se manifestarem (JAIS; BRUNING, 2017).

1.6 Remodelamento do TAB durante o processo de obesidade.

O tecido adiposo é considerado um dos 6rgdos mais plasticos e dindmicos do corpo
humano (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Em situacBes de balango energético positivo, o
orgdo adiposo se remodela para armazenar a maior quantidade possivel de energia, e evitar a
deposicao de lipidios de forma ectopica no parénquima de tecidos como figado, masculo e
pancreas (lipotoxicidade) (CINTI, 2019). Essa habilidade ocorre a partir de dois principais
mecanismos de expansdo: o aumento da célula adiposa (hipertrofia) e/ou do numero celular
(hiperplasia) (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019). Apesar da quantidade total de adipdcitos
ser determinando principalmente nos estagios iniciais da vida e se estabilizar na adolescéncia,

aparentemente ambos os processos (hipertrofia e hiperplasia) coexistem no tecido adiposo, com
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0 namero de adipécitos podendo ser aumentado também na fase adulta (ARNER et al., 2010,
2019).

Na situacdo de balanco energético positivo, os depdsitos de tecido adiposo se expandem
incialmente pelo processo de hipertrofia até um determinado limiar ser alcangado (~0,7-0,8
pg/cell). Neste momento, uma cascata sinalizadora estimula o recrutamento de células
progenitoras (pré-adipocitos) a gerar novos adipécitos (KROTKIEWSKI et al., 1983). Estudos
mostram que em camundongos ob/ob os depdsitos subcutaneos e visceral se expandem cerca
de 7 e 6 vezes, respectivamente em comparacao aos controles magros (MURANO et al., 2008).
Em seres humanos, dados apontam um incremento de 1,6 vezes no tecido subcutaneo e 2,6
vezes no tecido visceral de sujeitos obesos em relacdo a individuos magros (CAMASTRA et
al., 2017).

Apesar da expansdo do tecido adiposo, isto é, a adiposidade estar associada com
desordens metabolicas como a resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares, existem
sujeitos obesos (1 em cada 3) que ndo demonstram todas as alteracfes anatdmicas e fisioldgicas
que caracterizam a expansao patologica do tecido adiposo, ou seja, adiposopatia (DENIS;
OBIN, 2013). Esse grupo pertence a classe dos denominados obesos metabolicamente
saudaveis (MHO), um conjunto de pessoas com elevado IMC (>35kg/m?) que apresenta
adiposidade visceral reduzida, niveis elevados de adiponectina secretados principalmente pelo
TAB subcutaneo, reducdo da presenca de fibrose e inflamacdo nos adipdcitos viscerais, e
manutencdo da flexibilidade metabdlica, fatores esses inversos aos observados em sujeitos
obesos metabolicamente ndo-saudaveis (MHU) (DENIS; OBIN, 2013; SMITH;
MITTENDORFER; KLEIN, 2019). Nao ha uma classificacdo universal para definir um sujeito
obeso entre metabolicamente saudavel e ndo-saudavel (SMITH; MITTENDORFER; KLEIN,
2019). As mais utilizadas levam em consideracdo a presenca ou auséncia de ao menos 2
parametros associados a sindrome metabolica ou, o uso do modelo de avaliacdo do indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) (SMITH; MITTENDORFER; KLEIN, 2019).

Smith e colaboradores (2019) ao revisarem uma série de estudos sobre o tema,
demonstraram que sujeitos obesos metabolicamente saudaveis e ndo saudaveis apresentam
estilos de vida similares (dieta, nivel de atividade fisica e sono) sugerindo a possibilidade de as
diferencas metabdlicas entre os grupos estarem presentes na adaptacdo bioldgica do tecido
adiposo durante o ganho de massa corporal (SMITH; MITTENDORFER; KLEIN, 2019).
Possivelmente, sujeitos MHO demonstrem maior capacidade adipogénica, se propondo que o
processo de hiperplasia (a qual ocorre principalmente nos depdsitos subcutaneos de TAB) possa

contornar os efeitos metabolicos desfavoraveis da hipertrofia nos adipdcitos brancos
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(especialmente na cavidade visceral) durante a instalagdo da obesidade (DENIS; OBIN, 2013;
GHABEN; SCHERER, 2019; KLOTING et al., 2009; YONESHIRO et al., 2013). Dessa
forma, o tecido adiposo vive em uma balanca entre uma expansdo saudavel e patoldgica
(VETTOR; CONCI, 2019).

De forma geral, a expansdo saudavel dos adip6citos vem associada a preservacao da
sensibilidade a insulina, funcdo mitocondrial, presencga e recrutamento de adipocitos beges,
adequado aporte de oxigénio e nutrientes pela rede de vasos que circunda os adipocitos
(angiogénese) e manutencao de um perfil anti-inflamatorio através da acdo endocrina do TAB
na producao e secrecdo de citocinas (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019).

Por sua vez, o remodelamento do tecido adiposo que se correlaciona a um perfil
metabolico desfavoravel apresenta inUmeras anormalidades em suas organelas, tais como
reducdo no tamanho e quantidade de mitocondrias, prejudicando a funcdo mitocondrial e
favorecendo a producdo de EROs, estresse no reticulo endoplasmatico, hipertrofia do complexo
de Golgi, formacdo de agregados de célcio na superficie lipidica, infiltracdo de macréfagos M1,
aumento da presenca de cristais de colesterol, degeneracéo citoplasmatica e extrusdo de lipidios,
aumento na deposicdo de coldgeno na matriz extracelular e presenca de estruturas crown-like
ao redor dos adipocitos mortos (CHOUCHANI; KAJIMURA, 2019; CINTI, 2019; KAHN;
WANG; LEE, 2019). Estas alteracdes causam um estresse nos adipdcitos favorecendo o
aparecimento de um ambiente de hipdxia, que em geral conduz para um aumento da fibrose e
morte celular, e instalacdo de um miliue inflamatorio local através da infiltracdo de células
imunes e secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6 (CHOUCHANI;
KAJIMURA, 2019; CINTI, 2019; KAHN; WANG,; LEE, 2019). Uma vez mantido este estado
inflamatorio local, a secrecdo de tais citocinas a circulagdo sanguinea promove a adogdo de um
estado inflamatdrio subclinico de baixo grau ndo-infeccioso, um processo que engatilha
inimeros desarranjos metabdlicos nos tecidos periféricos que prejudicam a flexibilidade
metabdlica, como a resisténcia a insulina na musculatura esquelética, reducdo da sintese de
glicogénio hepatico e muscular, e a deposi¢édo de gordura ectopica no figado (CHOUCHANI;
KAJIMURA, 2019; CINTI, 2019; KAHN; WANG,; LEE, 2019). Os efeitos da obesidade sobre

a remodelacdo do TAB s&o demonstrados na figura 3.
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Figura 3 - Remodelamento saudavel e patologico do TAB.
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Da esquerda para a direita, a figura apresenta a diferenciacao de pré-adipocitos em adipdcitos maduros,
seguido do remodelamento saudavel ou ndo-patoldgico devido a proliferacdo de pré-adipdcitos e
hiperplasia (adipogénese), e por fim, a expansdo patoldgica visualizada na obesidade, com hipertrofia
dos adipocitos brancos, inflamacdo e alteragbes em hormonios e adipocinas, que podem levar a
resisténcia a insulina e a sindrome metabo6lica. Para mais detalhes vide o texto (tépico 1.6). Fonte:
(KAHN; WANG,; LEE, 2019).

1.7 Impacto da dieta hiperlipidica no TAM: o processo de branqueamento (whitening) e da

termogénese facultativa induzida por dieta.

Durante a década de 70, o processo de termogénese gerado pela ativacdo do TAM foi
vinculado a ineficiéncia metabdlica e ao controle da massa corporal de roedores (CANNON;
NEDERGAARD, 2004; ROTWELL; STOCK, 1979). Assim, estudos conduzidos em animais
com obesidade genética mostraram uma reducdo no processo de termogénese adaptativa com a
obesidade, supondo que 0 TAM desses animais estaria atrofiado (TRAYHURN; THURLBY;
JAMES, 1977). Estes fatos sugeriram que a eficiéncia metabdlica se perfazia e conduzia ao
aumento da massa e adiposidade corporal (HIMMS-HAGEN; DESAUTELS, 1978).

Esse conceito de que animais obesos seriam hipometabdlicos permaneceu durante
varios anos, e contribuiu para a adocdo de mitos e presuncdes atrelados ao processo de
obesidade, como por exemplo, de que a obesidade seria apenas ocasionada por razdes
comportamentais advindos da falta de controle da ingestéo alimentar (CASAZZA et al., 2013).

O conceito de hipometabolismo e inativagdo do TAM em animais obesos virou um
paradigma, a partir do momento que estudos realizados em animais ob/ob demonstraram um
similar ou mesmo um aumento na capacidade termogenica dos animais obesos em relacdo aos
controles, sugerindo que animais ob/ob ndo séo hipometabdlicos, e sim, se tornam obesos como
resultado do consumo excessivo de calorias (FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020)
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Contudo, o sistema é complexo e existem evidéncias que demonstram 0 prejuizo na
fungdo do TAM com a obesidade e seu menor recrutamento em roedores e seres humanos
obesos. De acordo com Kotzbeck e colaboradores (2018), o desenvolvimento da obesidade e
suas comorbidades depende de um balango entre TAB e TAM (KOTZBECK et al., 2018). Essa
hipotese se justifica através da andlise de prévios estudos que demonstraram que em
termoneutralidade (retirada do componente termogénico induzido pelo frio), a auséncia de
UCP1 faz com que camundongos mesmo alimentados com uma dieta padrédo tornem-se obesos,
ou demonstrem um agravamento da obesidade quando expostos a uma dieta hiperlipidica,
sugerindo que, a expressdao de UCP1 pelo TAM protege parcialmente contra a obesidade
(FELDMANN et al., 2009). Trabalhos recentes deixaram claro o efeito da UCP1 no processo
de obesidade em roedores (LUIJTEN et al., 2019; VON ESSEN et al., 2017).

Ja em seres humanos, estudos tém descrito uma reducdo da massa e recrutamento do
TAM em individuos obesos (CYPESS et al., 2009; SAITO et al., 2009; VAN MARKEN
LICHTENBELT et al., 2009). Além disso, nesta populacdo a suposta atrofia do TAM se
correlaciona com o acumulo de gordura visceral, envelhecimento e hiperglicemia (CYPESS et
al., 2009; SAITO et al., 2009; VAN MARKEN LICHTENBELT et al., 2009; VIRTANEN et
al., 2009). Estes dados apontam que a disfungdo do TAM pode levar a obesidade e potencializar
seus transtornos metabdlicos (KOTZBECK et al., 2018).

A diminuicdo na atividade do TAM pode estar atrelada as alteragdes morfoldgicas
ocasionadas pela obesidade. Trabalhos recentes demonstram que a exposi¢do prolongada a
dieta hiperlipidica combinada ao alojamento de roedores a termoneutralidade (ao redor de
30°C) altera a funcdo do TAM que sofre um parcial declinio e, o leva a adquirir caracteristicas
fenotipicas semelhantes as visualizadas no TAB (KOTZBECK et al., 2018). A presenga nos
adipdcitos marrons de uma morfologia similar aos adipdcitos brancos é o resultado de uma
combinacéo de varios fatores que incluem a infiltracdo de macréfagos, inibicdo dos processos
de diferenciacéo e proliferacdo dos adipdcitos marrons, apoptose, morte celular e formacao de
estruturas crown-like (OMRAN; CHRISTIAN, 2020). Esses processos levam ao aumento da
deposicao de lipidios nas goticulas multiloculares formando grandes goticulas uniloculares, a
reducdo no contetdo e disfuncdo mitocondrial, baixa expressdo de genes termogénicos como
UCP1, aumento do estresse oxidativo, estresse no reticulo endoplasmatico, reducdo da
vascularidade, estado de hipoxia, e instalacdo de um perfil inflamatdrio (ALCALA et al., 2019;
KOTZBECK etal., 2018; LUUTEN et al., 2019; SAKAMOTO et al., 2016; VILLARROYA et
al., 2018). Em conjunto, a presenca destes processos é denominada de branqueamento

(whitening), e esta fortemente associada a disfuncdo do TAM (distarbios na termoregulagéo)
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tanto em modelos animais quanto em seres humanos (GONZALEZ-GARCIA et al., 2019;
LUTEN et al., 2019).

Sabendo-se que o consumo de dieta hiperlipidica e a obesidade estdo vinculados a
instalacdo de um estado inflamatorio subclinico de baixo grau ndo-infeccioso, pode se levantar
a hipotese que a presenca deste mecanismo metabolico interfere no processo de termogénese
(VILLARROYA et al., 2018). Em uma recente revisao, Villarroya e colaboradores (2018)
apontam que diferente do TAB, o0 TAM resiste melhor ao desenvolvimento de um estado
inflamatdrio local em resposta ao excesso de nutrientes provenientes da dieta (VILLARROYA
et al., 2018). No entanto, a presenca de um forte estado obesogénico pode induzir um ambiente
pro-inflamatorio de baixa intensidade nos adipdcitos marrons, de maneira similar & ocorrida no
TAB como mostrado anteriormente (topico 1.6) (VILLARROYA et al., 2018; ALCALA et al.,
2019).

Uma vez instalada, a inflamacdo altera a atividade termogénica do TAM, e
consequentemente o gasto energético, através do aumento da resisténcia a insulina, e reducao
da captacdo de glicose e TG circulantes (VILLARROYA et al., 2018). Além disso, a auséncia
da citocina antiinflamatéria 1L-10, altera a funcdo e morfologia mitocondrial e causa
anormalidades na atividade termogénica do TAM, prejudicando assim a homeostase energeética
(DE-LIMA-JUNIOR et al., 2019).

Em roedores, experimentos tem demonstrado que a exposi¢do a curtos periodos de dieta
hiperlipidica (3-4 dias) promove inflamacao no hipotalamo (WAISE et al., 2015), resisténcia a
insulina independente do aumento da adiposidade (CLEGG et al., 2011), inflamacdo no TAB
(JI et al., 2012) e esteatose hepatica (WIEDEMANN et al., 2013). Além disso, a breve
exposicao a dieta hiperlipidica demonstra ser capaz de iniciar uma transformacao na morfologia
do TAM (whitening), e aumentar a expressdo de marcadores de macréfagos M1 nos adipdcitos
marrons (LUIJTEN et al., 2019).

Recentemente, Aldiss e colaboradores (2019) ao analisarem o impacto de 72h do
consumo de dieta hiperlipidica no TAM interescapular e perivascular de ratos encontraram
respostas divergentes entre os tecidos frente a este estimulo. No TAM interescapular, foram
encontrados aumentos na expressdo de genes associados ao processo de branqueamento (Lep,
Retn e Adipoq), inflamagdo (TLR4), sinalizagdo da insulina e metabolismo dos lipidios,
enquanto no perivascular, genes que governam o inflamassoma foram sobrerregulados,
indicando a presenca de um ambiente apoptético pro-inflamatério no tecido perivascular, apds

um breve periodo de exposicao a dieta hiperlipidica (ALDISS et al., 2019).



37

Por outro lado, prévios estudos levantaram a possibilidade de que o consumo de dieta
hiperlipidica e cafeteria promoverem um aumento na massa e na atividade termogénica dos
adipdcitos marrons em roedores, como uma tentativa de manutencdo da massa corporal frente
a presenca de um balango energético positivo (ROTHWELL; STOCK, 1979). Este processo é
conhecido como termogénese facultativa induzida por dieta (LUIJTEN et al., 2019;
ROTHWELL; STOCK, 1979).

1.8 Exercicio fisico como fator associado a melhora da satde corporal.

No intuito de conter o avango da obesidade e da instalacdo de um processo inflamatorio
ocasionado pelo remodelamento patolégico do TAB visceral, estratégias farmacologicas e a
cirurgia metabdlica (ou bariatrica) trouxeram a tona a capacidade de atenuar tais efeitos
patoldgicos, atuando sobre a regulacdo do metabolismo e da ingestdo alimentar, ao inibirem o
apetite, aumentarem o gasto energético e reduzirem a quantidade de alimento ingerido por
refeicdo (BRAY etal., 2016; NGUYEN; VARELA, 2017). Apesar de tais estratégias atenuarem
0 ganho de massa e reduzirem a adiposidade corporal de maneira drastica, ambas podem
ocasionar efeitos colaterais no sistema cardiovascular e endocrino e trazer riscos a vida como
consequéncia de uma intervencao operatéria (BRAY etal., 2016; NGUYEN; VARELA, 2017).

Diante de tal contexto, ampliou-se 0 campo de pesquisa com foco nas estratégias
convencionais e nao-farmacoldgicas, especialmente no ambito da nutricdo e educacdo fisica,
no sentido de buscar compreender os seus efeitos na terapéutica da obesidade e doencas
correlacionadas (BRAY et al., 2016; PEDERSEN; SALTIN, 2015).

A partir deste universo de investigacfes, surgiram inimeras pesquisas em torno dos
efeitos do exercicio fisico em modular a massa corporal, a inflamacdo e o processo de
termogénese em diferentes tecidos corporais (PINCKARD; BASKIN; STANFORD, 2019;
VIDAL; STANFORD, 2020; WOODS et al., 2012). Em 2015, Pedersen e Saltin (2015)
sumarizaram as evidéncias com base na prescri¢cdo do exercicio fisico como uma abordagem
benéfica a salide. Ao todo, os autores ilustram a possibilidade de a prescricdo de exercicio fisico
ser utilizada como tratamento para 26 diferentes doencas cronicas, tais como: doengas
psiquiatricas (depresséo e ansiedade), doencas neuroldgicas, doencas metabdlicas (obesidade,
diabetes tipo 2), doencas cardiovasculares e respiratorias, desordens musculoesqueléticas, e
cancer (PEDERSEN; SALTIN, 2015). Os autores destacam que em determinadas condigdes, 0
exercicio fisico pode ser tdo eficaz quanto o tratamento medicamentoso, e até mesmo mais

efetivo ou atuar de forma sinérgica a outras intervengfes (PEDERSEN; SALTIN, 2015).
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Dentre as inumeras modalidades de exercicio fisico, o exercicio aerdbio de moderada
intensidade se destaca no gerenciamento da massa corporal e no tratamento de inimeras
doencas através das suas a¢des na modulacdo da composicédo corporal (reduzindo a adiposidade
e gordura abdominal); melhora do perfil lipidico; aumento da toleréncia a glicose e
sensibilidade a insulina; reducdo da pressdo arterial sistélica e diast6lica; diminuicdo da
inflamacéo sistémica ocasionada pelo excesso de adiposidade visceral; aumento da funcéo
cardiorrespiratdria, entre outras (PEDERSEN; SALTIN, 2015).

1.9 Adaptaces induzidas pelo exercicio fisico no TAB

Diversos estudos ja demonstraram o papel do exercicio fisico em modular de maneira
significativa 0 TAB (DEWAL; STANFORD, 2019; STANFORD; GOODYEAR, 2016;
VIDAL; STANFORD, 2020; WEDELL-NEERGAARD et al., 2019). Além do aumento da
atividade fisica estar relacionado ao controle da massa corporal, sabe-se que o exercicio fisico
é capaz de atuar sobre mecanismos moleculares envolvidos em processos inflamatérios e
metabolicos, promovendo a melhora de inimeros parametros relacionados a mobilizacdo de
acidos graxos, adiposidade visceral, atividade mitocondrial, e sensibilidade a insulina
(GOLLISCH et al., 2009; STANFORD; GOODYEAR, 2016; STANFORD; MIDDELBEEK;
GOODYEAR, 2015; VIDAL; STANFORD, 2020; WEDELL-NEERGAARD et al., 2019).

Estudos prévios tém demonstrado que o exercicio fisico € capaz de reduzir a massa
adiposa (tamanho e conteudo lipidico dos adipécitos) tanto em animais quanto em seres
humanos (WEDELL-NEERGAARD et al., 2019; GOLLISCH et al., 2009). Nessa logica, a
reducdo do tecido adiposo visceral e subcutaneo abdominal contribuem para a diminuicdo da
secrecdo de adipocinas inflamatdrias e reverte as consequéncias negativas da lipotoxicidade
(GLEESON etal., 2011; WEDELL-NEERGAARD etal., 2019). Sendo assim, pela adiposidade
abdominal estar associada a um baixo condicionamento fisico e indugdo de um processo
inflamatorio de baixo grau, individuos obesos submetidos ao treinamento fisico demonstram
reducdo nos niveis sericos de TNF-a, aumento na producdo de IL-6 (apresenta efeitos anti-
inflamatorios quando secretada pelo mdsculo esquelético), e melhora da fungédo
cardiorrespiratoria (BRAY et al., 2016; GLEESON et al., 2011).

De fato, Wedell-Neergaard e colaboradores (2019) levantaram a possibilidade de a
reducdo da massa de tecido adiposo visceral através do exercicio fisico passar pelos efeitos
lipoliticos da IL-6. Ap6s 12 semanas de intervengdo, 0s autores demonstraram que em

individuos obesos com elevada adiposidade abdominal, a aboligdo dos efeitos da IL-6 atraves
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do uso do anticorpo tocilizumabe (inibe de forma antagdnica o receptor de 1L-6), a eficécia do
treinamento fisico realizado em cicloergbmetro em reduzir a massa de gordura visceral e 0s
niveis de colesterol foram totalmente suprimidas, sugerindo que a participacdo da IL-6 é
necessaria para que o exercicio fisico reduza a massa de TAB visceral (WEDELL-
NEERGAARD et al., 2019; YANG, 2019).

O efeito do exercicio fisico sobre a massa de TAB também tem sido mostrado em
roedores alimentados com dieta hiperlipidica. Em resposta a 8 semanas de exercicio fisico
aerobio de natacdo, Rocha e colaboradores (2016) mostraram que houve uma diminuicao nos
niveis de adiposidade e na massa de TAB retroperitoneal e epididimal nos animais treinados
em comparacdo aos animais obesos sedentérios. Concomitantemente, foi observado uma
resisténcia no ganho de massa corporal e melhora nas concentragdes de colesterol total no grupo
exercitado (ROCHA et al., 2016).

Além disso, Ziegler e colaboradores (2019) encontraram um aumento da infiltracéo de
macrofagos tipo 2 no TAB visceral, reducdo na gordura e na area de adipécitos do depdsito
epididimal e aumento na expressdo de UCP1 e IL-10, em camundongos obesos submetidos ao
treinamento fisico aerdébio (ZIEGLER et al., 2019). Esses dados certificam o papel do exercicio
fisico no remodelamento do TAB para a melhora do perfil metabdlico e inflamat6rio mesmo
no envelhecimento.

Com isso, fica evidente que a modulacdo do TAB pelo exercicio fisico no fen6tipo obeso
pode induzir adaptacGes capazes de regular a homeostase da glicose e dos lipidios
(STANFORD; GOODYEAR, 2016). Como recurso para a melhora desse quadro, os adipdcitos
brancos mobilizam &cidos graxos livres dos depdsitos subcutaneo abdominal e visceral através
da ativacdo adrenérgica ocasionada pelo exercicio fisico, e aumentam a expressdo de varias
proteinas metabdlicas incluindo GLUT4, PGCla e Evol6, principalmente nos depdsitos
subcutaneos, ocasionando o aumento da sensibilidade a insulina e da taxa de reesterificacdo dos
acidos graxos (LEHNIG et al., 2019; MCKIE; WRIGHT, 2020; TOWNSEND; KNUTH;
WRIGHT, 2017). Em jovens sedentarios com sobrepeso foi observado um aumento na captacéo
de glicose estimulada por insulina no TAB subcutaneo apds 11 semanas de treinamento fisico,
ao mesmo tempo em que nos depositos visceral e subcutaneo femoral os valores ndo se
alteraram, apesar do TAB visceral apresentar maior captacdo de glicose em repouso e taxa
lipolitica em comparacgéo ao deposito subcutaneo (ROSENKILDE et al., 2012).

Interessantemente, o transplante de TAB subcutaneo de animais treinados para animais
sedentarios promove inUmeras alteracfes metabdlicas positivas, tais como melhora da

tolerancia a glicose, aumento da sensibilidade a insulina, reducéo na concentracao de colesterol
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e melhora da flexibilidade metabolica em outros tecidos como musculo esquelético e TAM.
Contudo, nenhuma diferenca nesses parametros é encontrada nos animais que recebem TAB
visceral tanto de cobaias sedentdrias quanto treinadas, demonstrando as diferencas
morfologicas e estruturais (fenotipo anti-inflamatério (subcutaneo) e pro-inflamatorio
(visceral) entre os dep6sitos de TAB (STANFORD et al., 2015).

Por fim, os resultados apontam para diferentes adaptacGes induzidas pelo exercicio
fisico nos depdsitos de TAB subcutaneo e visceral de roedores, incluindo o processo de
escurecimento dos adipocitos branco subcutaneo inguinal, sobrerregulacéo de genes envolvidos
na biossintese e alongamento dos &cidos graxos no depdsito mesentérico (visceral), aumento da
atividade lipolitica e mitocondrial no depésito epididimal (visceral), e uma possivel fungéo
enddcrina do TAB na secrecdo de adipocinas que perfazem a comunicacdo entre os tecidos e
contribuem para a melhora da homeostase metabolica com o exercicio fisico (LEHNIG et al.,
2019; LEHNIG; STANFORD, 2018).

1.10 Exercicio fisico: ativador ou inibidor do TAM?

As adaptacdes promovidas pelo exercicio fisico sobre inimeros tecidos e 6rgaos do
organismo humano, dentre eles, o TAB como exposto anteriormente (tépico 1.9), sdo
amplamente investigadas pela literatura. No entanto, as adaptacfes sobre o0 TAM, apesar de
serem analisadas desde da década de 80 do século XX, ainda demonstram resultados
contraditérios sobre inUmeros parametros metabdlicos, termogénicos, mitocondriais e
enddcrinos, como exposto por recentes publicacdes realizadas pelo grupo da professora Kristin
Stanford de Ohio (DEWAL; STANFORD, 2019; LEHNIG et al.,, 2019; LEHNIG,;
STANFORD, 2018; PERES VALGAS DA SILVA etal., 2019; STANFORD et al., 2013, 2018;
STANFORD; GOODYEAR, 2016; VIDAL; STANFORD, 2020; WHITE; DEWAL,;
STANFORD, 2019).

Para tentar compreender brevemente estas incongruéncias advindas dos efeitos agudos
e cronicos do exercicio fisico sobre o TAM ¢é necessario inicialmente contextualizar
historicamente as publicagdes acercas de tal tema.

Sabe-se que em animais homeotérmicos a producdo de calor pelo TAM é uma das
principais maneiras de regulacdo da temperatura corporal durante a exposi¢do ao frio. De
maneira similar, o exercicio fisico produz calor e aumenta 0 gasto energético especialmente
através da contragdo muscular e de ciclos futeis termogénicos que sdo ativados na musculatura
esquelética durante tal esfor¢co (FULLER-JACKSON; HENRY, 2018). Assim, foi sugerido que
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o treinamento fisico atuaria como um estimulo antagonista na atividade termogénica do TAM,
0 tornando hipoativo e com maior deposicdo de lipidios em suas goticulas citoplasmaticas
(CANNON; NEDERGAARD, 2004). A presuncdo de tal resposta do TAM frente ao
treinamento fisico veio especialmente de prévios trabalhos realizados em modelos animais, e
publicados entre as décadas de 80 e 90.

Por exemplo, Hirata (1982) mostrou que 18 semanas de natacéo, durante 2 horas ao dia,
com a temperatura da dgua a 36°C, ndo altera a massa interescapular do TAM de ratos Wistar
alojados em temperatura ambiente (24°C), mas aumenta o fluxo sanguineo para a regido
interescapular, indicando uma possivel ativacdo dos adipdcitos marrons (HIRATA, 1982).
Segawa e colaboradores (1998) relataram nenhum efeito na atividade termogénica do TAM em
ratos apds 9 semanas de corrida em esteira ergométrica (SEGAWA et al., 1998). Similarmente,
Leblanc e colaboradores (1982) ao investigarem os efeitos do exercicio aerobio de natacdo na
termogénese de ratos Wistar machos e fémeas alimentados com dieta padrdo ou cafeteria,
mostraram que o treinamento fisico associado a dieta cafeteria reduziu a massa e o tamanho
TAM, assim como a resposta termogénica dos animais independente do sexo (LEBLANC et
al., 1982). Inversamente, Oh-Ishi e colaboradores (1996) relataram aumentos na massa e
conteildo de UCP1 no TAM de camundongos submetidos a exercicio aerobio de natagéo por
1h/dia, 5 dias/semanas, em temperatura a 35-36°C ao longo de 6 semanas (OH-ISHI et al.,
1996).

Muito embora Cannon e Nedergaard (2004) possivelmente tenham se baseado em
alguns desses prévios estudos discutidos anteriormente para conceituar uma possivel inativacdo
do TAM quando estimulado pelo esforco fisico, alguns fatos que levaram a essa hipétese
necessitam ser apresentados: (1) a maioria dos estudos conduzidos no século XX referente ao
tema analisavam a atividade do TAM através apenas de mudancgas morfologicas na sua massa
e tamanho, com alguns poucos estudos analisando a atividade termogénica do tecido e dos
animais; (2) em relacdo a pardmetros bioquimicos ou moleculares, parte dos estudos fizeram
uso da quantificacdo do processo de termogénese atraves da ligagdo do GDP (guanosina
difosfato) no TAM e a analise do fluxo sanguineo para a regido interescapular, métodos
consagrados na década de 70 e 80, porém com menor significancia nos dias atuais; (3) poucos
estudos se basearam na analise do contetdo proteico, da expresséo génica de UCP1, bem como,
da atividade mitocondrial e metabdlica do TAM; (4) também pode ser visualizado pouca
variagdo no modelo experimental, com a maioria dos estudos sendo conduzidos em ratos
Wistar; (5) h4 uma predominancia na utilizagdo do exercicio aerébio em esteira ergometrica,

com menor quantidade de estudos sendo conduzidos na modalidade natagdo, ou mesmo através
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da atividade espontanea dos animais; (6) manutencao de temperatura ambiente (entre 22-26°C)
no local de alojamento dos animais, 0 que ocasiona uma ativagdo do TAM em raz&o da mesma
encontrar-se abaixo da termoneutralidade para roedores, e por ultimo, (7) poucos estudos
investigaram a associacéo do exercicio fisico com a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
ou em animais geneticamente obesos (ob/ob) sobre a atividade termogénica do TAM. Todos
esses fatores podem ter contribuido para a geracdo de viés nos resultados, levando a
interpretacdes equivocadas quanto as adaptacGes induzidas pelo treinamento fisico sobre a
atividade termogénica e metabdlica do TAM.

Atualmente, para se determinar os efeitos do treinamento fisico no TAM de roedores,
o0s estudos tém investigado a atividade mitocondrial, expressao génica e proteica, capacidade
de captacdo de glicose e de acidos graxos circulantes, analises lipiddmicas frente ao processo
de termogénese adaptativa, e atividade enddcrina do TAM apds o exercicio fisico agudo ou
cronico (DEWAL; STANFORD, 2019; LEHNIG et al., 2019; LEHNIG; STANFORD, 2018;
MAY et al., 2017; PERES VALGAS DA SILVA et al., 2019). Mesmo com esses avancos na
capacidade de mensurar a atividade termogénica e metabdlica do TAM, os resultados ainda sdo
inconclusivos.

Por exemplo, De Matteis e colaboradores (2013) ao exporem ratos Sprague-Dawley a 1
ou 6 semanas de exercicio aerdbio em esteira por 1 hora ao dia, 5 dias ha semana, na intensidade
de 60% do consumo méximo de oxigénio (18m/min para esse grupo), em animais expostos a
temperatura ambiente (22°C), encontraram um aumento no ténus simpatico e na vascularizacdo
dos adipdcitos marrons nos animais exercitados, sugerindo que o exercicio fisico possa
influenciar a atividade termogénica do TAM através da ativacdo do sistema nervoso simpatico
(SNS), contudo, ndo foram observadas diferencas na expressdo de mRNA da UCP1 nos
adipdcitos marrons (DE MATTEIS et al., 2013). Por sua vez, Ruiz e colaboradores (2015)
propdem que o exercicio fisico agudo aumenta a lipolise no TAM e o processo de termogénese
através da ativacdo da UCP1 (RUIZ et al., 2015).

Inversamente, Flouris e colaboradores (2017) em uma revisao sistematizada concluiram
que o exercicio fisico ndo é um estimulo relevante para a expressdo de UCP1 no TAM, exceto
guanto 0 mesmo é combinado com o consumo de dieta hiperlipidica, a exposi¢éo ao frio, ou
guando os animais apresentam baixos niveis endogenos de TAM (FLOURIS et al., 2017). Mais
recentemente, Lehnig e colaboradores (2019) mostraram que 3 semanas de corrida voluntaria
em camundongos aumenta a expressdo de genes mitocondriais no TAM (Cidea, Cd36, Cs,
UCP1), porém sem efeitos na expressdo proteica de UCP1, acompanhados de reducdo na

captacao de glicose, lipolise, atividade mitocondrial e, no consumo de oxigénio basal da fragcdo
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do estroma vascular diferenciada do TAM dos animais treinados, dando suporte a prévia
hipotese de hipoativacdo do TAM com o esforco fisico (LEHNIG et al., 2019). Estes dados em
conjunto demonstram uma reducéo da atividade mitocondrial e termogénica do TAM, porém,
é possivel que diferentes modalidades de exercicio fisico, duracdo, idade dos animais,
temperatura de alojamento e também o consumo de dieta hiperlipidica possa induzir respostas
distintas sobre estes parametros (LEHNIG et al., 2019; PERES VALGAS DA SILVA et al.,
2019).

De fato, existe justificativa para que se proponha que a atividade muscular voluntaria
possa interferir diretamente ou indiretamente no tecido, levando o mesmo a uma hipo ou
hiperatividade que ndo resulte exclusivamente no processo de termogénese. Isso se deve em
razdo do recrutamento do TAM ocorrer através do estimulo adrenérgico proveniente do SNS,
sendo o exercicio fisico um potente estimulo para aumentar a descarga adrenérgica e a
correspondente liberacdo de noradrenalina (CANNON, NEDERGAARD, 2004; DEWAL,
STANFORD, 2019). Duracéo e intensidade do esfor¢o séo os dois principais fatores capazes
de estimular o SNS e aumentar a concentracdo de catecolaminas circulantes durante o exercicio
fisico (SILVERMAN; MAZZEO, 1996). Dessa forma, € plausivel que a estimulacdo
adrenérgica induzida pelo esforco fisico possa ter efeitos agudos (ativagdo de UCP1, lip6lise
ou secrecdo enddcrina) e/ou cronicos (transcricdo génica de UCP1, biogénese mitocondrial,
hiperplasia do TAM, e browning no TAB) no TAM (SANCHEZ-DELGADO, 2018).

Além disso, o exercicio fisico também estimula a secrecdo de hormdnios peptideos,
como peptideos natriuréticos cardiacos, FNDCS5, irisina, 1L-6, e metabdlitos, como lactato e
acido beta aminoisobutirico, que agem de forma independente ao SNS aumentando o processo
de termogénese no TAM (PERES VALGAS DA SILVA et al., 2019; SANCHEZ-DELGADO
etal., 2015).

Recentemente, tem sido demonstrado que assim como o frio, o exercicio aerdbio de
intensidade moderada apresenta a capacidade de aumentar a secre¢éo e circulacdo de uma classe
de lipidios denominados de “lipocinas” que podem atuar como moléculas sinalizantes e
influenciar no metabolismo sistémico (LEIRIA et al., 2019; LYNES et al., 2017; STANFORD
etal., 2018). Um recente estudo publicado por Stanford e colaboradores (2018) demonstrou que
tanto o exercicio agudo quanto o cronico aumentam 0s niveis circulantes da lipocina 12,13-
dihydroxy-9Z-octadecenoic acid (12,13-diHOME) que, além de servir como um biomarcador
da ativacdo do TAM, também ativa a captacdo de lipidios nos adipdcitos marrons e na
musculatura esquelética, contribuindo para a reducdo dos niveis circulantes de TG

(STANFORD et al., 2018). Em conjunto, estes resultados demonstram além da capacidade do
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TAM em atuar como um 6rgdo com agdes autocrinas, paracrinas e enddcrinas, a possibilidade
de o exercicio fisico ser um potencial estimulo para a inducdo dessas respostas, contrapondo a
hipdtese de sua acdo inibitdria sobre os adipocitos marrons.

Além disso, também foi demonstrado que camundongos knockout para fator regulador
de interferon 4 (IRF4) no TAM (BATI4KO), um padrdo transcricional do co-fator PGC-1a e
regulador da biogénese mitocondrial e termogénese do TAM (KONG et al., 2014), exibiram
uma reducdo na capacidade aerobia em ambas as intensidades baixas e elevadas durante corrida
em esteira, demonstrando ainda uma seletiva miopatia no musculo esquelético (KONG et al.,
2018). O TAM interescapular destes animais intolerantes ao exercicio eram caracterizados por
sobrerregulacdo de genes que governam a fisiologia do musculo esquelético, incluindo a
miostatina (KONG et al., 2018). Além disso, animais selvagens para IRF4 alojados em
termoneutralidade (30°C), condicao que reduz a expressdo de IRF4 e a atividade basal do TAM,
apresentaram reducdo na capacidade aerdbia de forma similar aos animais knockout alojados
em temperatura ambiente (22°C) (KONG et al., 2018). Estes dados sugerem nédo apenas 0
possivel cross-talk existente entre TAM e masculo esquelético, mas também a importancia
funcional do TAM na regulacdo da tolerancia ao exercicio (KONG et al., 2018).

Em resumo, o conjunto de dados apresentados nesta revisao apontam para o fato de que,
uma vez recrutado e ativado, o0 TAM contribui para a regulacdo da massa corporal e melhora
da homeostase energética. Dessa forma, estimulos que levam a ativacdo e aumento da
guantidade de TAM em animais e seres humanos sdo viaveis para serem utilizadas no combate
a obesidade. No entanto, a maioria das abordagens utilizadas nos estudos sdo improvaveis de
serem empregadas em grande parte da populacdo humana. A exposicao por longos de periodos
de tempo a baixas temperaturas, ou mesmo o uso de farmacos agonistas seletivos ao receptor
B3-adrenérgico, sdo abordagens inviaveis por razdes cotidianas e médicas, extrapolando assim
0s possiveis efeitos benéficos promovidos a salde através da ativacdo do TAM (CYPESS et
al., 2015; YONESHIRO et al., 2013). Assim, considerando que o exercicio fisico ndo apenas
previne o desenvolvimento de inimeras doencas cronicas, como também, é uma excelente
intervencdo terapéutica para a obesidade, diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e
varios tipos de carcinomas (PEDERSEN; SALTIN, 2015) investigar os seus efeitos sobre o
metabolismo e controle da massa corporal e adiposidade intraperitoneal, bem como sobre a
ativacdo e recrutamento do TAM, pode abrir novas perspectivas para as adaptacdes promovidas

pelo exercicio fisico no contexto da obesidade.
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2 HIPOTESES

e Efeito negativo da dieta hiperlipidica e obesidade sobre a flexibilidade metabdlica
tecidual, por exemplo, 0 aumento da deposicao de lipidios no figado e séleo e reducao
da concentracdo de glicogénio, como consequéncia da elevacdo da adiposidade
visceral. Além disso, aventamos a hipétese da dieta hiperlipidica aumentar a massa de
TAM.

e Efeito positivo do treinamento fisico na atenuagdo do ganho de massa corporal e na
adiposidade visceral, bem como, na elevacdo da massa do TAM.

e O treinamento fisico reduzira os efeitos indesejaveis da obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, ou seja, reduzira o contetdo de lipidios no figado e masculo esquelético,
e elevara o estoque de glicogénio tecidual, restaurando assim, a flexibilidade

metabolica.
A figura 4 ilustra as principais hipdteses deste trabalho.

Figura 4 - Hipoteses sobre os efeitos do treinamento fisico e da obesidade.
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No painel a direita é demonstrada a hipotese dos efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica
na adiposidade visceral, capacidade termogénica e histolégica do tecido adiposo marrom, e na
flexibilidade metabdlica hepéatica. No painel a esquerda é apresentada a hipétese que a préatica do
treinamento fisico através da redugdo da adiposidade visceral e da capacidade de estimular o sistema
nervoso simpatico e a secre¢do de norepinefrina e moduladores termogénicos como a IL6 € a irisina ira
estimular a termogénese no tecido adiposo marrom, diminuird a deposi¢cdo de lipidios ectopicos e
restaurard a flexibilidade metabdlica dos tecidos periféricos. Legenda: IL6 (interleucina 6); II-1p
(interleucina 1 beta); TNF-a (fator de necrose tumoral alfa); PGC-1a (Coativador 1-alfa do receptor
gama ativado por proliferador de peroxissomo); NE (norepinefrina); 3 (receptor adrenérgico beta 3);
Rest (restauracéo). Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos do treinamento fisico na massa do TAM, na adiposidade visceral

e, em pardmetros metabolicos de ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos Especificos

Etapa 1:

Na etapa 1, o objetivo foi confirmar o efeito do consumo de dieta hiperlipidica em
induzir o processo de obesidade e avaliar o impacto do treinamento fisico na adiposidade
corporal e no metabolismo dos lipidios e carboidratos, analisando o0s seguintes parametros:

e Massa corporal;

e Massa dos depositos de TAB visceral (epididimal, retroperitoneal e mesentérico);
e Areado adipdcito epididimal (analise da hipertrofia);

e Indice de adiposidade;

e Massa do tecido hepatico e masculo esquelético;

e Conteudo de lipideos na gordura epididimal, figado e musculo soleo;

e Conteudo de glicogénio no musculo séleo e figado.

Etapa 2:

Na etapa 2 nosso objetivos foram avaliar se o treinamento fisico é capaz de modular a
massa do TAM e associar sua funcdo com mudancas periféricas induzidas pelo fenotipo da
obesidade. Para isso, 0s seguintes parametros foram analisados:

e Massa relativa do TAM;
e Razéo entre TAM/TAB visceral;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Considerac0es eticas

Este estudo foi realizado em modelo animal (ratos Wistar) e antes do inicio do
experimento, 0s objetivos e intervencGes a serem realizados durante a pesquisa foram
submetidas a analise do Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar). O projeto foi avaliado e aprovado sob o protocolo n°
3161311018 (presente na secdo de Anexo).

4.2 Animais

Neste estudo, foram utilizados 24 ratos Wistar (rattus novergicus) machos, albinos, com
6 semanas de idade (250 + 5.05¢), obtidos do Biotério Central da UFSCar. O modelo Wistar
foi utilizado em razdo do aumento expressivo da massa e adiposidade corporal e por apresentar
alteracdes em parametros metabdlicos associados a sindrome metabélica quando alimentados
com dieta hiperlipidica (DUARTE et al., 2006; ESTADELLA et al., 2004). Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Nutricdo e Metabolismo Aplicados ao Exercicio Fisico
(LNMEF) presente no Departamento de Educacdo Fisica e Motricidade Humana (DEFMH).
No local, os animais foram alojados em caixas forradas com maravalha, com no maximo 3
animais por caixa, sob condi¢des ambientais controladas: temperatura ambiente de 28+2°C;
umidade relativa entre 44-55%; e ciclo claro-escuro (12h/12h), com a luz sendo acesa as 18h e
desligada as 06h. Aos animais, foram ofertados ragdo e dgua ad libitum ao longo de todo o
estudo.

Apbs atingir 10 semanas de idade (ratos adultos jovens), iniciou-se o processo de
inducdo da obesidade, com os animais sendo divididos em: (i) grupo controle (n=12)
alimentados com racdo padrdo para roedores (Presence®), sendo a composi¢do calorica por
porcao de: 23% de proteina, 49% de carboidratos e 4% de gordura e; (ii) grupo obeso (n=12),
onde a obesidade foi induzida através da troca da oferta de ragdo padréo por dieta hiperlipidica,
sendo a composicdo calorica de 20% de proteina, 20% de gordura, 48% de carboidratos
(ESTADELLA et al., 2004). Ambas as ra¢des foram ofertadas durante 20 semanas. A eficicia
da inducdo da obesidade pela dieta hiperlipidica foi comprovada atraves de incrementos na
massa corporal, indice de adiposidade e adiposidade visceral. Durante todo o experimento, a

massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente em balanga semi-analitica.
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Apos a décima segunda semana de indugdo da obesidade, os animais foram submetidos

ao treinamento fisico aerdébio de intensidade moderada na modalidade natacdo. Essa etapa do

trabalho teve uma duracdo de 8 semanas (entre a décima segunda e vigésima semana de

experimento). Sendo assim, os grupos (obeso e controle) foram subdivididos de forma

randomizada nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo controle treinado (CTR-TR, n=6)

e Grupo controle sedentario (CTR-SED, n=6)

e Grupo obeso treinado (OB-TR, n=6)
e Grupo obeso sedentario (OB-SED, n=5)

Durante o experimento, tivemos a perda de um animal do respectivo grupo obeso

sedentario. Dessa forma, o estudo foi concluido com 23 animais. O resumo do desenho

experimental e as subsequentes etapas do trabalho sdo apresentadas na figura 5.

Figura 5 - Desenho Experimental.
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Legenda: controle (CTR); obeso (OB); obeso treinado (OB-TR); obeso sedentario (OB-SED); Tecido
Adiposo Branco (TAB); Tecido Adiposo Marrom (TAM). Fonte: elaborada pelo préprio autor.

4.3 Protocolo de treinamento fisico

Para os animais do grupo controle e obeso submetidos ao treinamento fisico, foi

realizado o protocolo de exercicio fisico aerobio na modalidade natagdo. Antes do inicio do
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periodo de treinamento (décima e décima primeira semana), os animais foram submetidos a
seis dias de adaptacdo ao meio liquido, no mesmo periodo do dia em que foi realizado o
treinamento fisico. Este processo teve como objetivo reduzir o estresse ao animal perante o
exercicio fisico realizado na agua, e estabelecer a mecéanica correta do padrdo de nado sem,
entretanto, promover adaptacdes fisioldgicas decorrentes do treinamento (CAMARGO FILHO
et al., 2006). A capacidade de realizar o protocolo de treinamento fisico foi analisada de acordo
com o American Physiological Association: “a natagdo continua envolve o movimento continuo
dos membros anteriores e posteriores do rato, mantendo o focinho acima da linha da agua”
(KREGEL et al., 2006). Confirmamos esse comportamento e a capacidade de cada animal em
nadar antes de iniciar o programa de treinamento.

O periodo de adaptacéo ao meio liquido consistiu em manter os animais em contato com
diferentes colunas de &gua sem ou com sobrecarga. No primeiro dia os animais foram colocados
por 10 minutos em tanques individuais com a coluna de &gua na altura de 10cm (no nivel
inferior do térax dos animais). No segundo dia o nivel da 4gua aumentou para 20cm, assim
como, a duragdo para 15 minutos. No terceiro dia, o nivel da dgua foi de 30cm (no nivel superior
do térax), com a duracdo de 15 minutos. No quarto dia o nivel da agua foi de 35cm, com duragéo
de 20 minutos. No quinto dia, a coluna de agua se elevou para 40cm com a mesma duracao da
sessdo anterior, porém, com a intensidade de 1% da massa corporal do animal. No sexto dia,
com o mesmo nivel de &gua, foi acrescentado 5 minutos na duragdo com a intensidade de 2%
da massa corporal. Este protocolo de adaptacdo foi adaptado de Freitas e colaboradores
(FREITAS et al., 2010). Apds o periodo de adaptacdo, os animais descansaram por dois dias,
antes do inicio do protocolo de treinamento fisico.

O protocolo de treinamento fisico consistiu em sessdes de 60 minutos diarias, durante
trés dias na semana (segunda, quarta e sexta), ao longo de 8 semanas (entre a décima segunda
e vigésima semana de experimento), com sobrecarga equivalente a 3% da massa corporal na
primeira semana, aumentando gradualmente até que se atingisse 5% da massa corporal. Este
protocolo pode ser considerado de intensidade moderada (limiar anaerdébio) (GOBATTO et al.,
2001) e foi adaptado de Speretta e colaboradores (2012), que também utilizou ratos obesos
treinados na modalidade natacdo (SPERETTA et al., 2012). A escolha do volume, duragéo da
sessdao e intensidade do esforco utilizada neste estudo foi baseada de acordo com a maioria das
recomendacdes propostas por diferentes diretrizes e publicagdes que destacam que para o
gerenciamento da obesidade (prevencdo, ou modesta reducdo de peso) sdo recomendados

volumes de 150 a 250min por semana de exercicios aerébios de moderada intensidade
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(DONNELLY etal., 2009; KEATING et al., 2017), com nosso protocolo se enquadrando nessas
condigdes.

A primeira sessao de treinamento (dia 1) teve duracdo de 30 minutos com intensidade
relativa a 3% da massa corporal. A segunda sessao de treinamento (dia 2) teve duracgdo de 45
minutos, mantendo a intensidade da sessao anterior. A terceira sessao de treinamento (dia 3)
teve duragdo de 60 minutos, com a manutencdo da intensidade em 3% da massa corporal. A
partir da quarta sesséo (dia 4) a duracao se manteve em 60 minutos, com intensidade de 4% da
massa corporal. Na sequéncia, da sétima sessdo em diante (dia 7), ambas as duragdes e
intensidade se mantiveram em 60 minutos e 5% da massa corporal, respectivamente. Durante
todo o periodo de treinamento, a coluna de agua foi mantida em 45cm. A figura 6 ilustra os

protocolos de adaptacdo e treinamento fisico.

Figura 6 - Protocolos de adaptacdo e treinamento fisico.
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Legenda: %mc: percentual da massa corporal. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

A sobrecarga de trabalho imposta ao animal foi atada a sua cauda (figura 7, painel B),
com avaliagOes para 0 ajuste semanal da carga sendo realizadas as segundas-feiras antes do

inicio de uma nova semana de treinamento. O modelo de sobrecarga imposto neste trabalho néo
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utilizou da massa ajustada pela massa subaquética do animal. Apos cada sessdo de treinamento,
0s animais foram secos com panos limpos. Durante a sessdo de treinamento, 0s animais
sedentarios permaneceram em suas respectivas caixas. Os animais foram eutanasiados 48h apds
a ultima sessdo de treinamento fisico.

Os periodos de adaptacdo e treinamento fisico foram realizados em tanque cilindrico,
individual, com 50cm de profundidade e 30cm de didmetro interno, contendo 4gua morna,
variando entre 30° a 32°C (figura 7, painel A). Além disso, ambos os procedimentos foram
realizados durante o ciclo escuro dos animais, no periodo entre 08h e 11h, afim de reduzir o
estresse e interferéncias no ciclo circadiano. A figura 7 ilustra os principais fatos relacionados
a essa etapa do trabalho.

Figura 7 — llustracao das principais etapas durante o processo de treinamento fisico.

No painel A, sdo apresentados o0 tanque e 0 animal durante a adaptagdo ao meio liquido; painel B a
sobrecarga atada a cauda do animal. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

4.4 Eutanasia

O processo de eutanasia ocorreu ao final da vigésima semana de experimento. Para 0s
animais dos grupos treinados, foi respeitado um intervalo de 48 horas entre a ultima sessdo de
treinamento e a eutanasia, a fim de reduzir os efeitos agudos promovidos pelo exercicio fisico.
Todos os animais utilizados neste estudo foram anestesiados via intraperitoneal com
sobredosagem dos anestésicos injetaveis Quetamina (60mg/kg) e Xilazina (8mg/kg). Apbs a
confirmacéo da falta de resposta a estimulos pressoricos na cauda, a eutanésia foi realizada a
partir de uma exsanguinacdo por puncao cardiaca. A fim de realizar o procedimento de forma
tranquila e segura, a eutanasia humanitaria aconteceu seguindo os principios éticos da pratica
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de eutandsia expostos pela Resolugdo Normativa do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) n° 13 de 20/09/2013. Amostras de sangue e dos tecidos
adiposos branco epididimal, retroperitoneal e mesentérico, tanto quanto do tecido adiposo
marrom, figado e masculo séleo, foram isolados, pesados e armazenados a -80°C, ou fixados

em formalina tamponada 10% para posteriores anélises.

4.5 Analise Histologica.

Um pequeno fragmento de TAB epididimal foi alojado dentro de um cassete histoldgico,
e fixado em formalina tamponada 10% por 48 horas. Apds a fixacdo, os tecidos foram
transferidos para um recipiente contendo alcool 70% até a realizacdo das analises histoldgicas.
Para a realizacdo da histologia, os tecidos foram desidratados em banhos crescentes de alcool
(80%, 95%, 100% I, 100% I1, 100% I1I e 100% IV) por periodos de 30 minutos, diafinizados
em banhos de Xilol (Xilol I, Xilol Il e Xilol I1l1) por 45 minutos, impregnados em 3 banhos de
parafina a 60°C (parafina I, parafina Il e parafina 111) por 120 minutos, e por fim, inclusos em
Parafina Histologica (Synth®) para os posteriores cortes. Apos a inclusdo, os fragmentos foram
dispostos em pequenos blocos de madeira, e seccionados em 7um de espessura em micrétomo
rotativo, e estendidos sobre banho maria em temperatura ao redor de 40°C para melhor

aderéncia sobre as ldminas. A figura 8 ilustra os cortes do tecido em micr6tomo rotativo.

Figura 8 - Micrétomo rotativo e os cortes do tecido adiposo epididimal emblocado na parafina.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Apds esses procedimentos, uma lamina contendo 5 cortes por animal permaneceu em
estufa, por 24 horas na temperatura de 37°C para a completa fixacdo dos cortes sobre a l1dmina

e, posteriormente, passaram por processo de desparafinizagdo em xilol, hidratacdo em
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concentragdes crescentes de alcoois, e por fim, reidratacdo em agua destilada, sendo os cortes
na sequéncia corados com hematoxilina e eosina (HE). Apds a coloragdo, os cortes foram
desidratados em alcool e diafinizados em xilol, para na sequéncia, serem montadas as laminulas
utilizando Entellan (Entellan®, Merck).

As laminas coradas com HE foram digitalizadas em microscopico 6ptico Axiolab (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado com uma camera AxioCamHRc (Carl Zeiss). Neste estudo,
digitalizamos aleatoriamente 5 imagens para cada animal na objetiva de 20x. Posteriormente,
foi utilizado o software ImageJ para a quantificagio da area (um?) dos adipocitos como descrito

por Parlee e colaboradores (2012).

4.6 Determinacdo do conteudo de lipidios totais.

Para determinacdo e quantificacdo do conteudo de lipidios totais no figado, musculo
soleo e na gordura epididimal, foi utilizado o método proposto por Folch e colaboradores
(FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957). Para este método foram utilizados 1g de tecido
hepatico, 0,259 de tecido muscular e 1g de TAB epididimal. Inicialmente, os tecidos foram
homogeneizados com 4ml de solugcdo de Folch (cloroférmio:metanol — 2:1). Em seguida, o
material foi transferido para um tubo de extracdo de lipidios e o volume completado com
solucdo de Folch até atingir 10ml. Apds 24h de extracdo, o material foi filtrado utilizando papel
filtro e, a uma aliquota de 8ml do filtrado foi adicionado 0,99 de cloreto de sodio dissolvido em
100ml de agua deionizada, para a remocdo de tracos de dgua. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos, para a separacdo da fase cloroférmica (inferior) e
aquosa (superior) (figura 9, painel A).

Uma aliquota de 3ml da fase cloroférmica foi transferida para tubos previamente
pesados para evaporacdo em temperatura ambiente. A quantidade de gordura foi obtida pelo
método gravimétrico (figura 9, painel B). O célculo foi ajustado de acordo com a aliquota de
tecido utilizado e a quantidade de lipidios obtidos na fase cloroférmica e expressos como g.g.
de tecido™ como exposto por Pereira e colaboradores (2017). A figura 9 apresenta os dois

principais passos da extracdo de lipidios totais dos tecidos analisados.
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Figura9 — Etapas de extracdo e determinacao do contetdo de lipidios totais.

Lipidios

No painel A é apresentado a extracdo de lipidios teciduais, no painel B o método gravimétrico, com os
lipidios totais presentes no fundo do frasco apos a evaporagdo do cloroférmio. Fonte: elaborada pelo
préprio autor.

4.7 Contetdo de glicogénio hepatico e muscular

O contetdo de glicogénio nos tecidos periféricos (musculo e figado) foi quantificado
apos a digestdo alcalina de 250mg de tecido muscular (s6leo) e 500mg de tecido hepatico em
proporc¢des de 1 e 2ml de hidroxido de potéssio (KOH) 30%, respectivamente. Os referentes
tecidos permaneceram em banho maria fervente por pelo menos 30 minutos. Apos a digestdo
(figura 10, painel A), concentracdes de sulfato de sodio (NA2SQ4) e alcool bidestilado 70%
foram adicionados, e as amostras retornaram ao banho maria fervente para a ebulicao do alcool.
Apos a floculagdo, a solugdo foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspendido com agua deionizada quente e uma aliquota de
alcool bidestilado 70% foi novamente adicionado, ebulido e centrifugado conforme descrito
anteriormente. O sobrenadante foi novamente descartado, e o precipitado ressuspendido com
agua deionizada quente. A uma aliquota de 10ul para figado e 200ul para musculo foi
adicionada agua deionizada para corre¢do do volume final em 1ml. Nessa mesma aliquota
foram adicionados 10ul de fenol seguido da adi¢do de 2ml de 4cido sulftrico concentrado. Os
tubos foram levados ao banho maria fervente por 15 minutos e a leitura das absorbancias foram
realizadas em espectrofotdmetro a 490nm. A concentragdo de glicosil-glicose foi estimada
contra solugdes padrdes de glicose com concentragdes conhecidas (DUBOIS et al., 1956). A

figura 8 apresenta as principais imagens retiradas durante a realizacdo desta etapa do trabalho.
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Figura 10 - Determinacdo do glicogénio hepéatico e muscular.

=

No painel A é apresentando a imagem do tecido (figado) apds a digestao alcalina com KOH; no painel
B a imagem apds a adicdo de alcool bidestilado e a sua ebulicdo em banho-maria fervente. Fonte:
elaborada pelo proprio autor.

4.8 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. O n utilizado em
algumas anélises sdo variaveis (n=4 a n=6 ratos/grupo), por isso sao descritos junto de cada
resultado. A normalidade dos dados foi analisada através do teste de Shapiro Wilk. Para a
determinacdo de diferencas entre os grupos e analise dos fatores (obesidade e treinamento
fisico), foram realizadas compara¢des multiplas através da analise de variancia (ANOVA Two-
way), seguido do teste post-hoc de Tukey quando necessario. A correlacdo dos dados foi
realizada a partir do teste de Pearson. A significancia estatistica adotada foi de p<0,05. Todos

os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism® (versdo 7.02).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE 1: EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO E DIETA HIPERLIPIDICA NA
ADIPOSIDADE VISCERAL, CONTEUDO DE LIPIDIOS E GLICOGENIO TECIDUAL

5.1.1 Caracterizagao temporal da massa corporal

Visando induzir o processo de obesidade sobre a amostra estudada, ratos Wistar foram
alimentados com dieta padrdo para roedores ou dieta hiperlipidica conforme a metodologia
descrita anteriormente (tépico 4.2). O uso de dieta hiperlipidica em modelos experimentais, tem
se estabelecido como uma importante estratégia para a inducao da obesidade.

Como observado na Tabela 1, pagina 56, os valores da massa corporal no inicio do
experimento (semana 0) ndo difere entre os grupos (p>0,05), demonstrando a homogeneidade
e similaridade da amostra na etapa inicial do experimento. Como esperado, apds doze semanas
de inducdo da obesidade, os animais pertencentes aos grupos obesos que receberam dieta
hiperlipidica apresentaram massa corporal aproximadamente 15% maior em rela¢éo aos grupos
controles alimentados com dieta padréo (p<0,05).

Apobs a inducdo da obesidade, o proximo passo do estudo foi observar os efeitos do
treinamento fisico sobre a massa corporal. Apesar do aumento da massa corporal ocorrer em
todos os grupos, ao final da 8° semana de treinamento fisico (semana 20 do experimento), o
grupo OB-TR apresentou um valor reduzido na massa corporal final quando comparado ao
grupo OB-SED (aproximadamente 11%; Figura 11), (p=0,0159). As diferencas observadas na
semana 12 entre o grupo OB-SED e grupos controles se mantiveram ao longo do periodo de
treinamento (p<0,05). Respectivas alteracbes também foram observadas entre o grupo OB-TR
e grupos controles (p<0,05), exceto para a semana 20 do experimento, momento em que
diferengas significativas entre o grupo OB-TR e o grupo CTR-TR ndo foram observadas
(p>0,05). Nao foram encontradas diferengcas na massa corporal entre 0s animais controles

(p>0,05). A caracterizacdo da massa corporal € apresentada na Figura 11.



Figura 11 - Evolucdo da massa corporal.
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autor.

Ao calcular o efeito do treinamento fisico (entre a semana 12 e 20) no ganho de massa

corporal (valor inicial — valor final), ndo encontramos diferencas significativas entre 0s grupos

(p>0,05). Contudo, vale destacar a reducdo no grupo OB-TR em relacéo ao grupo OB-SED em

aproximadamente 60% no ganho de massa corporal, indicando uma resisténcia ao ganho de

massa corporal nos animais OB-TR.

Tabela 1. Massa corporal e ganho de massa de ratos obesos e controles no inicio do experimento
(semana 0), antes e apos o treinamento fisico.

Massa corporal ()

Semana 0 Semana 12 Semana 20 Ganho de Massa (Q)
(12° e 20° sem)
OB-TR 411,33+9,23 713,50+14,64% 780,16+21,33%®  66,82+20,33
OB-SED 378,60+10,49  759,20+17,31* 865,60+17,69%  106,40+2,71
CTR-TR 410,0048,00 639,83+£12,82  717,83+19,17 77,98+9,18
CTR-SED 393,16+£10,91  638,00+11,46  701,60+9,27 63,16+12,87

Os dados representam a média + SEM de n=5-6 animais/grupo, dos grupos: obeso sedentario (OB-SED),
obeso treinado (OB-TR), controle sedentario (CTR-SED) e controle treinado (CTR-TR). #p<0,05,
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comparado a CTR-SED; °p<0,05 comparado a CTR-TR; °p<0,05 comparado a CTR-SED; %p<0,05
comparado a CTR-TR; ®p<0,05 comparado a OB-SED.g: gramas Fonte: elaborada pelo proprio autor.

5.1.2 Massa relativa da gordura intraperitoneal, soleo e figado.

Ap0s o periodo de treinamento fisico, os animais foram eutanasiados e a massa dos
depdsitos de TAB intraperitoneal (epididimal, retroperitoneal, mesentérico), séleo e figado
foram pesados e relativizados a massa corporal total dos animais (massa do tecido x 100 / massa
corporal).

A ingestdo da dieta hiperlipidica sem o treinamento fisico (OB-SED) aumentou a
deposicdo de gordura epididimal (Figura 12, painel A, p<0,05), retroperitoneal (Figura 12,
painel B, p<0,05) e mesentérico (Figura 12, painel C, p<0,05), comparado aos grupos controles
(p<0,05). Estes efeitos foram prevenidos nos animais obesos treinados (OB-TR), que
demonstraram uma diminuicdo significativa na quantidade de gordura epididimal
(aproximadamente 86%) quando comparado ao grupo OB-SED, (p=0,0053) (Figura 12A).
Entretanto, apesar do grupo OB-TR apresentar valores reduzidos na massa da gordura
retroperitoneal (45%) e mesentérico (39%) em relacdo ao grupo OB-SED, alteracdes
significativas ndo foram encontradas (p>0,05) (Figura 12B e 9C). O treinamento fisico também
ndo promoveu mudancas nos depésitos de TAB visceral entre os grupos controles (p>0,05).

Posteriormente, a razdo entre os depdsitos de gordura intraperitoneal e a massa corporal
dos animais foi calculada, dando origem ao indice de adiposidade (gordura epididimal +
retroperitoneal + mesentérica / massa corporal), um indicador do estoque excessivo de tecido
adiposo no corpo do animal (TAYLOR; PHILLIPS, 1996). Como esperado, o indice de
adiposidade foi maior nos animais OB-SED em relagdo aos grupos controles (p>0,05). O
treinamento fisico reduziu o indice de adiposidade do grupo OB-TR (aproximadamente 53%)
em comparacgdo ao grupo OB-SED (p=0,0497) (Figura 12D). N&o foram observadas diferencas

entre os animais controles (p>0,05).
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Legenda: gordura epididimal (A), gordura retroperitoneal (B), gordura mesentérica (C), indice de
adiposidade (1A) (D). Os dados representam a média + SEM de n=5-6 animais/grupo dos grupos: obeso
sedentério (OB-SED), obeso treinado (OB-TR), controle sedentario (CTR-SED) e controle treinado
(CTR-TR). 2p<0,05 comparado a OB-SED; °p<0,05 comparado a CTR-TR; ®p<0,05 comparado a CTR-
SED. g: gramas. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Apesar de prévios estudos demonstrarem que o treinamento fisico e a obesidade

promoverem importantes alteracbes no musculo esquelético, entre elas, 0 aumento da massa
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muscular (hipertrofia) (SPERETTA et al., 2012), ndo houve efeito da dieta, treinamento fisico

e a interacdo entre os dois fatores na massa do musculo séleo, (p>0,05) (Figura 13).

Figura 13 - Massa relativa do musculo séleo
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Os dados representam a média e = SEM de n=5-6 animais/grupo, dos grupos: obeso sedentario (OB-
SED), obeso treinado (OB-TR), controle sedentario (CTR-SED) e controle treinado (CTR-TR). N&o
houve diferenca significativa entre os grupos, p>0,05.g: gramas. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Quanto ao figado, os resultados apontam uma reducdo da massa hepatica com o

consumo da dieta hiperlipidica, e a potencializacdo deste quadro quando associado ao
treinamento fisico (grupo OB-TR), sendo encontrado diferencas entre o grupo OB-TR em

relacdo aos grupos controles, (p<0,05) (Figura 14). A massa de tecido hepéatico ndo foi

modificada pelo treinamento fisico entre os ratos controles (p>0,05).

Figura 14 - Massa relativa do figado.
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Os dados representam a média e + SEM de n=5-6 animais/grupo, dos grupos: obeso sedentario (OB-
SED), obeso treinado (OB-TR), controle sedentario (CTR-SED) e controle treinado (CTR-TR). 2p<0,05,
comparado a CTR-TR; ?p<0,05 comparado a CTR-SED. g: gramas. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

5.1.3 Morfologia do TAB epididimal

As figuras 15 (painel A) e 16 demonstra que nos ratos OB-SED houve um aumento na
area (hipertrofia) dos adipocitos em comparacéo aos animais controles (p<0,05). Além disso, o
treinamento fisico preveniu esse aumento nos animais OB-TR (OB-TR versus OB-SED)
(p=0,0028). Nao houve diferenca no tamanho dos adipdcitos entre os animais controles (CTR-
TR versus CTR-SED) (p>0,05). A &rea dos adipocitos também foi analisada através da sua
frequéncia de distribuicdo de acordo com o seu tamanho, como apresentado na figura 15, painel
B. O grafico aponta para uma maior frequéncia de adip6citos com menores areas nos animais
controles e OB-TR, e &reas maiores nos animais OB-SED, corroborando com os resultados

encontrados na figura 15, painel A. A figura 16 apresenta as imagens dos adipdcitos epididimal.

Figura 15 — Morfologia do TAB epididimal
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Legenda: area de adipécitos (A), frequéncia de distribuicdo (B). Os dados representam a média + SEM
de n=3-6 animais/grupo dos grupos: obeso sedentério (OB-SED), obeso treinado (OB-TR), controle
sedentario (CTR-SED) e controle treinado (CTR-TR). 2p<0,05 comparado a OB-TR; °p<0,05
comparado a CTR-TR; °p<0,05 comparado a CTR-SED. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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Figura 16 — Fotomicrografia representativa dos adipécitos epididimal coradas com HE.

Legenda: controle natacéo (A), controle sedentario (B), obeso treinado (C) e, obeso sedentario (D). As
imagens foram tiradas com ampliacdo de 20x, com a barra de escala preta representando 50um. Fonte:
elaborada pelo préprio autor.

5.1.4 Lipidios totais no figado, musculo séleo e gordura epididimal

Devido as principais alteragdes na gordura intraperitoneal frente ao treinamento fisico
ocorrerem no depdsito epididimal do grupo obeso e, sendo o figado e musculo séleo
importantes reguladores do metabolismo dos lipidios, a proxima analise envolvendo o contetdo
de lipidios totais foi realizada apenas nestes tecidos. Sendo assim, os tecidos foram
homogeneizados com a solugdo de Folch descrito anteriormente (topico 4.6) e o contetdo de
lipidios totais foi determinado pelo método gravimétrico (FOLCH; LEES; SLOANE
STANLEY, 1957).

A figura 17A mostra os efeitos da dieta hiperlipidica no contetdo de lipidios hepaticos,
com esta variavel demonstrando aumentos significativos nos animais obesos (150% para OB-
TR e 100% para OB-SED), respectivamente quando comparado aos seus respectivos controles,
(p<0,05). O treinamento fisico ndo reverteu 0 aumento do contetdo de lipidios nos animais
obesos (p>0,05).

Quanto ao musculo sdleo, alteragdes significativas entre os grupos ndo foram
observadas para nenhuma das comparagdes (p>0,05) (Figura 17B). Em relacdo a gordura

epididimal, é possivel visualizar uma redugdo no acumulo de lipidios neste depoésito de gordura
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nos animais OB-TR em relagdo ao grupo CTR-SED, (p=0,0313) (Figura 17C). Posteriores

alteracdes ndo foram observadas (p>0,05).

Figura 17 - Conteddo de lipidios no figado e séleo.
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Legenda: figado (A), musculo séleo (B), gordura epididimal (C). Os dados representam a média + SEM
de n=5-6 animais/grupo dos grupos: obeso sedentario (OB-SED), obeso treinado (OB-TR), controle
sedentario (CTR-SED) e controle treinado (CTR-TR). %p<0,05 comparado a CTR-TR; °p<0,05
comparado a CTR-SED; °p<0,05 comparado a CTR-SED; 9p<0,05 comparado a CTR-TR. g.g: grama

por grama. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

5.1.4 Conteudo de glicogénio hepatico e muscular

Algumas das principais alteracdes metabdlicas induzidas pelo consumo de dieta

hiperlipidica e treinamento fisico passam por mudangas no metabolismo dos carboidratos,
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sendo uma das mais notadas os presentes na via de regulacdo da ressintese e degradacéo do
glicogénio muscular e hepatico (MANABE et al., 2013; RAVAGNANI et al., 2012).

O treinamento fisico associado a racdo padréo resultou em aumento no contetudo de
glicogénio no figado dos animais controles (aproximadamente 37% e 31%), respectivamente
quando comparado ao grupo OB-TR e OB-SED, (p<0,05) (figura 18, painel A). Alteracoes
entre 0s grupos controles e entre 0s grupos obesos néo foram visualizadas (p>0,05).

A figura 18, painel B mostra o efeito da dieta hiperlipidica no contetdo de glicogénio
do musculo séleo. Os valores de glicogénio muscular apresentam-se significativamente
reduzidos nos animais OB-SED (aproximadamente 47%), quando comparado ao seu respectivo
grupo controle (CTR-SED) (p<0,05). O treinamento fisico nos animais magros aumentou 0s
estoques de glicogénio muscular (34% e 82%), respectivamente em relacdo aos animais do
grupo OB-TR e OB-SED (p<0,05). Porém, vale destacar uma tendéncia do treinamento fisico
em reverter os efeitos da dieta hiperlipidica sobre os estoques de glicogénio muscular, com o
grupo OB-TR demonstrando valores aumentados (aproximadamente 36%) em relacdo ao grupo
OB-SED (p=0,127).

Figura 18 - Conteudo de glicogénio hepéatico e muscular.
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Legenda: figado (A) e musculo séleo (B). Os dados representam a média £ SEM de n=5-6 animais/grupo
dos grupos: obeso sedentario (OB-SED), obeso treinado (OB-TR), controle sedentario (CTR-SED) e
controle treinado (CTR-TR). 2p<0,05 comparado a OB-TR; ?p<0,05 comparado a OB-SED; °p<0,05
comparado a CTR-SED; %p<0,05 comparado a OB-SED. mg: miligrama. Fonte: elaborada pelo proprio
autor.
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5.1.6 Discussao

Os resultados demonstram que ratos obesos, alimentados com dieta hiperlipidica,
apresentam aumento na massa corporal, elevacdo da adiposidade visceral, e deposicdo de
lipidios ectopicos que prejudicam a flexibilidade metabolica dos tecidos periféricos em
ressintetizar glicogénio. Por sua vez, o treinamento fisico na modalidade natacdo atenuou o
aumento da massa corporal, além de concomitantemente normalizar a adiposidade
intraperitoneal e impedir a queda do contedo de glicogénio muscular nos animais OB-TR, no
entanto, ndo se mostrou eficaz em reduzir a deposicao ectédpica de lipidios, nem em restaurar a
flexibilidade metabdlica do figado em estocar glicogénio.

O uso de dieta hiperlipidica em modelos experimentais, como ratos e camundongos, se
mostrou e, ainda se mostra, uma abordagem extremamente eficaz para o estudo da obesidade
(ESTADELLA et al., 2004; SPEAKMAN, 2019), uma vez que esse modelo reflete de maneira
similar as modificagcbes metabolicas e cardiovasculares observadas na obesidade humana
(FERNANDES et al., 2013; HARIRI; THIBAULT, 2010). Sendo assim, na etapa 1 deste
estudo, nosso objetivo foi induzir a obesidade nos animais através do uso de dieta hiperlipidica
previamente descrita por Estadella e colaboradores (2004). Nosso grupo de pesquisa tem
demonstrado que a oferta desta dieta em ratos Wistar promove alteracdes na composi¢do
corporal acompanhada por aumentos na massa corporal final (ESTADELLA et al., 2004). No
presente estudo, os animais OB-SED exibiram aumento da massa corporal, da gordura
epididimal, retroperitoneal e mesentérica (correspondente a gordura visceral em seres
humanos), hipertrofia dos adipdcitos no deposito epididimal, deposicdo de lipidios ectdpicos
no figado e reduzido contetdo de glicogénio hepéatico em relagcdo ao seu respectivo grupo
controle (CTR-SED). Utilizando este mesmo modelo de obesidade, prévios trabalhos do nosso
laboratdrio relataram a ocorréncia de importantes alteracdes metabdlicas, como dislipidemias
(DUARTE et al., 2006), aumento da adiposidade corporal (ESTADELLA et al., 2004; SENE-
FIORESE et al., 2008), aumento da pressao arterial (OISHI et al., 2018) e instalagdo de um
estado inflamatério (ARRAIS-LIMA, 2020).

Ja é bem estabelecido na literatura que o acimulo de gordura visceral esta associado aos
distarbios metabdlicos e inflamatorios ocasionados pela obesidade (JACOBS et al., 2016;
LOPES et al., 2016). Neste contexto, 0 aumento da massa do TAB intraperitoneal (hipertrofia)
pode alterar a estrutura e causar um remodelamento patoldgico dos adipdcitos brancos,
originando um estado de hipdxia e consequentemente uma desregulagcdo enddcrina que resulta

na secrecdo de citocinas inflamatorias e, em desarranjos metabélicos (VETTOR; CONCI,
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2019). Essa expansdo patoldgica dos adipocitos na obesidade é denominado de adiposopatia, e
constitui um dos principais parametros indutores da sindrome metabdlica (DENIS; OBIN,
2013). Nossos resultados apontaram aumento da massa de TAB visceral e hipertrofia dos
adipdcitos no deposito epididimal, sendo coerentes a dados publicados previamente por nosso
grupo, utilizando das mesmas condi¢des metodoldgicas do presente trabalho (SENE-FIORESE
et al., 2008; SPERETTA et al., 2012). Sendo assim, nesta etapa do trabalho foi confirmado o
processo de obesidade nos animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Posteriormente, nosso objetivo foi avaliar o impacto do treinamento fisico na
adiposidade visceral e no metabolismo dos lipidios e carboidratos. O treinamento fisico é
considerado uma polipilula ndo-farmacol6gica com efeitos positivos na obesidade, como
reducdo ou atenuacdo da massa corporal, diminuicéo da gordura visceral, melhora da tolerancia
a glicose e sensibilidade a insulina e reversdo do quadro de esteatose hepatica ndo-alcodlica
(FIUZA-LUCES et al., 2013). Neste sentido, foi observado que o treinamento fisico na
modalidade natacdo por 8 semanas atenuou o aumento da massa corporal, reduziu a deposicéao
e 0 tamanho dos adipdcitos da gordura epididimal, e o indice de adiposidade nos animais OB-
TR. E interessante observar que a diminuicdo da adiposidade visceral ocorreu mesmo na
auséncia de redugdes na massa corporal, com os animais OB-TR demonstrando um indice de
adiposidade semelhante aos valores observados nos animais controles. Esses dados sugerem
que a perda de massa gorda pode ocorrer independente de mudancas na massa corporal,
indicando a eficiéncia do treinamento fisico na reducdo da gordura visceral e na resisténcia ao
ganho de peso quando adotado como Unica abordagem no contexto da obesidade.

Nossos resultados sdo interessantes, ja que prévios trabalhos presentes na literatura
demonstram que a reducdo na massa de TAB visceral melhora o risco cardiovascular e
metabolico, sendo as mudancas na gordura intraperitoneal considerada mais importantes do que
as reducOes na massa corporal total no gerenciamento do processo de obesidade (ROSS; SONI;
HOULE, 2020; VERHEGGEN et al., 2016). Verheggen e colaboradores (2016) em uma breve
revisao sistematizada e meta-analise demonstraram que apesar do treinamento fisico apresentar
pequenos efeitos na diminuicdo da massa corporal total, 0 mesmo demonstra resultados
superiores na reducdo da gordura visceral quando comparado a intervengfes dietéticas em
individuos obesos ou com sobrepeso (VERHEGGEN et al., 2016). No mesmo estudo, 0s
autores sugerem que avaliacOGes apenas através de mudancas na massa corporal total podem
conduzir a uma conclusdo equivocada quanto da eficacia do treinamento fisico em individuos
obesos, na qual a reducdo da gordura visceral acontece mesmo na auséncia de perda de peso
significativa pelo exercicio fisico (VERHEGGEN et al., 2016).
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Em animais, os efeitos do treinamento fisico na adiposidade visceral sdo amplamente
explorados na literatura. Alguns trabalhos que utilizaram do treinamento fisico de natacdo como
unica abordagem no contexto da obesidade (sem restricdo cal6rica ou alteracdo dietética)
demostraram significativa reducao da adiposidade intraperitoneal e uma resisténcia no ganho
de massa corporal, corroborando com os resultados encontrados em nosso trabalho (ROCHA-
RODRIGUES et al., 2017a; SCHULTZ et al., 2012; SPERETTA et al., 2012). Por exemplo,
Rocha-Rodrigues e colaboradores (2016) observaram expressiva redu¢do em todos os depdsitos
de gordura visceral em ratos Sprague-Dawley obesos ap6s um regime de atividade voluntaria
ou corrida em esteira em intensidade moderada por 8 semanas, corroborando com prévios
estudos de sua mesma autoria (ROCHA-RODRIGUES et al., 2016, 2017b, 2017a). Speretta e
colaboradores (2012), ao analisarem os depositos de tecido adiposo visceral em ratos obesos
treinados durante 8 semanas na modalidade natacdo (intensidade de 5% da massa corporal) ou
em escada, encontraram significativa redugdo na gordura visceral, na &rea dos adipocitos
epididimal e, uma melhora do colesterol total nos animais obesos treinados em comparagao aos
sedentarios (SPERETTA et al., 2012). Alguns trabalhos também demonstraram a associacdo da
reducdo da adiposidade intraperitoneal com modificacbes em parametros metabdlicos e
inflamatorios. Arrais-Lima (2020) ao analisar o impacto do treinamento fisico de intensidade
moderada (5% da massa corporal) na modalidade natacdo em ratos Wistar alimentados com
dieta hiperlipidica, demonstrou que o esfor¢o fisico foi capaz de reverter 0 aumento da
adiposidade corporal total, intraperitoneal e a deposicdo de lipidios intramuscular
(especialmente no tecido conjuntivo) nos animais obesos treinados, com tais alteracGes sendo
acompanhadas por atenuacdo na secrecdo de citocinas inflamatorias, como IL-6 ¢ TNF-q,
aumento na secre¢do da citocina anti-inflamatoria IL-4 e da miocina irisina, demonstrando
assim, a relacdo existente entre a reducdo da massa adiposa visceral com a melhora do fenétipo
metabolico e a diminuicdo da pro-resolucdo inflamatdria atraves da pratica do treinamento
fisico (ARRAIS-LIMA, 2020).

Sabendo-se que os fatores intensidade, frequéncia, duracdo e modalidade do
treinamento fisico promovem diferentes adaptacdes fisiologicas que poderiam estar atreladas a
essas respostas, nosso grupo de pesquisa investigou os efeitos de dois diferentes protocolos de
exercicio aerobio na modalidade natacdo e um protocolo de treinamento fisico intervalado de
alta intensidade em esteira ergométrica, em um modelo experimental de obesidade semelhante
ao empregado neste estudo. Similar aos nossos achados, Sene-Fiorese e colaboradores (2008)
demonstraram que ambos os protocolos intermitente (3 sessdes diarias de 30min de duracéo) e

continuo (Unica sessdo diaria com 90min de duracdo) de exercicio aerobio de moderada
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intensidade (5% da massa corporal) na modalidade natagdo, promoveram reducfes na
adiposidade intraperitoneal e modificaram pardmetros metabdlicos associados a obesidade,
com uma maior eficiéncia do fracionamento do exercicio fisico ao longo do dia (grupo
intermitente) em relacdo a atividade continua extensiva sendo encontrada sobre tais parametros
(SENE-FIORESE et al., 2008). Por sua vez, Costa (2017) demonstrou que o treinamento fisico
intervalado de alta intensidade se mostrou ineficaz em atenuar ou reduzir o aumento da gordura
intraperitoneal de ratos obesos e também, em alterar o estado inflamatorio sistémico, apesar de
reducdes significativas terem sido encontradas na gordura corporal total (COSTA, 2017).

A perda de gordura intraperitoneal através da pratica do treinamento fisico aerobio de
baixa a moderada intensidade passa pela ativagao dos receptores f3-adrenérgicos nos adipocitos
brancos, com subsequente aumento da taxa lipolitica (mobilizacdo) e oxidacao de acidos graxos
livres, promovendo a reducdo do contetdo de lipidios e do tamanho dos adip6citos, como
demonstrado na andlise histoldgica do deposito epididimal dos animais OB-TR (KEATING et
al., 2017). Estudos anteriores que utilizaram do exercicio aerobio de baixa a moderada
intensidade mostraram um aumento da descarga simpatica, da concentracdo de catecolaminas
circulantes, e da mobilizacdo de &acidos graxos dos depdsitos de TAB visceral com o
treinamento fisico (ARNER et al., 1990, 2019). Ademais, o treinamento fisico conduz a
adaptacOes estruturais e bioquimicas na musculatura esquelética e no TAB (com cada depo6sito
apresentando uma adaptacdo especifica frente ao treinamento fisico), entre elas, a
neovascularizacdo e a biogénese mitocondrial, que aumentam a capacidade de mobilizacéo,
reesterificacdo e oxidacdo desse substrato (ARNER et al., 1990; EGAN; ZIERATH, 2013,
LEHNIG et al., 2019; MCKIE; WRIGHT, 2020; TOWNSEND; KNUTH; WRIGHT, 2017).
Parte destas adaptacdes ocorrem através da liberagcdo de inimeras miocinas e adipocinas que
apresentam efeitos lipoliticos e/ou termogénico (inducdo do processo de browning
principalmente no depdsito subcutaneo) no TAB que favorecem a melhora da flexibilidade
metabolica neste tecido (VIDAL; STANFORD, 2020; MCKIE; WRIGHT, 2020). Assim, sdo
necessarios posteriores estudos para verificar se os efeitos do treinamento fisico sobre a
adiposidade visceral ocorreram similarmente a adaptacGes bioquimicas e estruturais no TAB e
musculo esquelético, e se tais fatores endocrinos com agdes metabdlicas e termogénicas tiveram
elevacdes na sua concentragdo plasmatica ou tecidual.

A partir dos resultados positivos obtidos na adiposidade visceral com o treinamento
fisico, decidimos investigar o contetdo de lipidios na gordura epididimal (o principal depdsito
de TAB visceral afetado pelo treinamento fisico), no figado e musculo séleo, para visualizar se

a reducdo da adiposidade intraperitoneal veio acompanhada de aumentos na oxidagdo e/ou
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esterificacdo/deposicao desse substrato nos tecidos periféricos. Como esperado, o consumo de
dieta hiperlipidica aumentou o acimulo de lipidios por grama de figado nos animais OB-SED.
Além disso, observamos uma tendéncia na reducdo do contetdo de lipidios no deposito
epididimal com a obesidade, sugerindo que os adipdcitos hipertrofiados deste tecido excederam
sua capacidade transiente de estocar lipidios. No entanto, ao contrario da nossa hipotese inicial,
o treinamento fisico ndo alterou as concentracdes de lipidios totais no figado e musculo
esquelético nos animais obesos e controles treinados. Esses dados sdo surpreendentes,
especialmente em razdo da auséncia de modificacfes no contetido de lipidios no figado nos
animais OB-TR em relagdo aos OB-SED, sugerindo que a reducdo da adiposidade
intraperitoneal ndo esteve associada a modificacGes periféricas na deposicdo de lipidios,
indicando assim, uma taxa oxidativa defeituosa para a grande sobrecarga de gordura
provenientes de ambos, esfor¢o fisico e consumo dietético, o que provavelmente favoreceu a
reesterificacdo e deposicdo de lipidios ectdpicos.

De fato, o consumo prolongado de dieta hiperlipidica contribui para o aumento da
captacdo de gorduras e para a sintese de novo de TG, contudo, na obesidade a taxa de oxidacgéo
mitocondrial e secrecdo de TG na forma de VLDL é reduzida, levando a uma inflexibilidade
metabdlica dos tecidos periféricos (TRINCHESE et al., 2020). Além disso, o estado
obesogénico induzido pela dieta hiperlipidica promove maior secrecdo de citocinas
inflamatorias, como TNF-a, tendo este, um forte efeito lipolitico sobre os adipdcitos viscerais
através da reducdo da sensibilidade a insulina (CAWTHORN; SETHI, 2008).

N&o obstante, nossos achados se opGem a préevios trabalhos que demonstraram a redu¢édo
na deposicdo desse substrato de maneira ectopica, especialmente na forma de TG no figado e
musculo esquelético de camundongos e ratos obesos submetidos a protocolos agudos e crénicos
de exercicio aerdbio ou resistido (MUNOZ et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; SENE-
FIORESE et al., 2008; ARRAIS-LIMA, 2020). Dessa forma, infere-se que o efeito da dieta
hiperlipidica se sobrepds ao treinamento fisico, no qual, apesar deste promover a reducdo da
massa adiposa visceral, ndo foi eficaz em alterar o conteddo de lipidios hepético. A razdo da
discrepancia entre nossos resultados e dos estudos anteriores ainda ndo é clara, mas podemos
levantar a possibilidade das diferengas estarem atreladas: (i) ao modelo experimental (ratos
Wistar contra camundongos C57BL/6J - (MUNOZ et al., 2018; PEREIRA et al., 2019); (ii) a0
tempo de inducdo da obesidade (12 semanas contra 4 semanas (SENE-FIORESE et al., 2008);
(iii) a frequéncia e volume semanal de treinamento fisico (3 vezes na semana com 60 minutos
por sessdo contra 5 vezes na semana com 60 minutos por sessdo (SENE-FIORESE et al., 2008))

e (iv) a analise do conteudo de lipidios versus o perfil lipidico hepatico, especialmente no
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contetdo de TG (MUNOZ et al., 2018; PEREIRA et al., 2019). Além disso, a presenca de
algumas limitagdes no estudo, como auséncia da realizagdo de um teste de tolerancia oral a
glicose, teste de tolerancia a insulina, analise do perfil lipidico, andlise sérica e tecidual de
citocinas pré e anti-inflamatdrias e, analise histologica hepatica, nos impede de afirmar se a
auséncia dos efeitos do treinamento fisico no contetdo de lipidios hepaticos esteve associada a
resisténcia a insulina, a presenca de um estado inflamatorio e/ou se a dieta causou uma leséo
grave no figado que ndo pode ser revertida ou amenizada com o treinamento fisico, sendo assim,
posteriores estudos Sa0 necessarios para responder essas questoes.

Apesar do treinamento fisico resultar em inimeras adaptacdes positivas no figado e
musculo esquelético, incluindo a melhora da sensibilidade a insulina e aumento da concentracdo
de glicogénio muscular em ambos roedores e seres humanos (MANABE et al., 2013), a
presenca de um desarranjo metabolico no metabolismo dos acidos graxos visualizados
anteriormente nos animais obesos, nos levou a deduzir que a manutencédo da oferta dessa dieta
também ocasionaria prejuizos na flexibilidade metabdlica dos tecidos periféricos em utilizar
carboidratos como substrato energético durante o trabalho celular e na ressintese de glicogénio
apos o estimulo fisico. Ao analisarmos o contetdo de glicogénio no figado e musculo séleo
encontramos uma elevacao nesta variavel nos animais CTR-TR e uma reducéo significativa de
glicogénio muscular nos animais OB-SED.

De fato, é comumente aceito que o acimulo de lipidios no figado esta associado a
inducdo de resisténcia a insulina. Nesta situacdo, os tecidos periféricos, como mausculo
esquelético e o figado aumentam a captacao de acidos graxos livres presentes no plasma. O
TAB visceral drena diretamente acidos graxos pelo sistema venoso portal ao figado. O aumento
da disposicdo de acidos graxos livres estimula a gliconeogénese hepatica, prejudica a sintese de
glicogénio estimulada por insulina e consequentemente aumenta a concentracdo de glicose
plasmatica. Além dos &cidos graxos, outros lipidios biologicamente ativos também se
acumulam no parénquima hepético, como ceramidas e diacilglicerois, que interferem na via de
sinalizagdo da insulina (ZABIELSKI et al., 2019).

Assim, prévios estudos corroboram com nossos achados ao apontarem que animais
obesos induzidos por dieta hiperlipidica demonstram uma menor concentracdo de glicogénio
muscular e elevacdo na glicose sanguinea, enquanto que animais magros treinados aumentam
seus estoques de glicogénio hepatico e muscular (BERNARDES et al., 2004; RAVAGNANI et
al., 2012). Por exemplo, Bernardes e colaboradores (2004) mostraram resultados similares aos
encontrados no presente estudo, com os efeitos da dieta hiperlipidica se sobrepondo a ressintese

de glicogénio hepatico e muscular em relagdo ao treinamento fisico (BERNARDES et al.,
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2004). Um pouco mais recente, Ravagnani e colaboradores (2012) demostraram que em animais
alimentados com dieta hiperlipidica, o treinamento fisico ndo foi capaz de aumentar os estoques
de glicogénio muscular e hepéatico nos animais obesos (RAVAGNANI et al., 2012), Portanto,
a exposicdo prolongada ao consumo de dieta hiperlipidica e consequentemente a obesidade,
promovem desarranjos metabdlicos no tecido muscular e hepatico que prejudicam a resposta
tecidual quanto & entrada de glicose e seu armazenamento na forma de glicogénio perante o

treinamento fisico.
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5.2 PARTE 2: RESULTADOS E DISCUSSAO DOS EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO
E DIETA HIPERLIPIDICA NO TAM

5.2.1 Massa relativa, razdo TAM/gordura visceral e correlacao com lipidios no figado.

A figura 19 apresenta os valores da massa relativa do TAM (painel A), a razéo entre a
massa do TAM interescapular e gordura visceral (painel B), e a correlacdo entre 0o TAM e 0
conteddo de lipidios no figado (painel C). De maneira interessante, animais controles
sedentérios apresentaram menor massa relativa de TAM em comparacdo a todos 0s outros
grupos (p<0,05), ndo sendo encontrados modifica¢Oes entre os animais obesos e, em relacéo ao
grupo CTR-TR (p>0,05).

Na sequéncia, analisamos a relacao entre a gordura visceral e a gordura marrom (a soma
dos depositos intraperitoneal [epididimal, retroperitoneal e mesentérico] / massa de TAM
interescapular). Foram observados um aumento significativo deste parametro nos animais CTR-
TR em comparacdo aos respectivos grupos sedentarios, OB-SED e CTR-SED (p<0,05). Esse
dado indica uma reducédo da sobreposicdo da gordura visceral sobre a gordura marrom com o
treinamento fisico nos animais magros. Posteriormente, investigamos se a massa de TAM
poderia estar correlacionada com alguns dos parametros metabo6licos analisados neste estudo.
Verificamos uma correlacdo negativa entre a massa de TAM e o contetdo de lipidios no figado
(r=-0,5975, p = 0,0042).
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Figura 19 - Efeitos do treinamento fisico e da dieta hiperlipidica sobre a massa relativa do TAM,

razdo TAM/TAB visceral e correlacdo entre TAM e contetdo de lipidios hepético.
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Fonte: ela

borada pelo préprio autor.
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5.2.2 Discussao

Devido a sua alta capacidade em dissipar 0 excedente energético como calor,
aumentando assim o gasto calorico e regulando os niveis sistémicos da glicose e acidos graxos,
0 TAM encontra-se em uma posi¢éo chave como potencial alvo para o tratamento da obesidade,
diabetes e outras condi¢Ges metabdlicas (LEIRIA et al., 2019; TOWNSEND; TSENG, 2014).
Nesta etapa do trabalho, investigamos os efeitos do treinamento fisico, dieta hiperlipidica e da
interacdo entre os fatores na massa do TAM interescapular. Para separar os efeitos promovidos
pelo frio sobre os adipdcitos marrons, os animais foram alojados em termoneutralidade (28°C).
Estudos apontam uma diminui¢do na massa relativa do TAM e na expressao proteica de UCP1
(entre 10 a 20 vezes) entre animais aclimatados em termoneutralidade (30°C) e temperatura
ambiente (22-24°C) (FELDMANN et al., 2009; FISCHER; CANNON; NEDERGAARD,
2017, 2018; MCKIE et al., 2019). Além disso, ha uma semelhanca fenotipica entre 0 TAM
interescapular de roedores obesos aclimatados em termoneutralidade com os adipocitos
marrons supraclavicular de humanos adultos (DE JONG et al., 2019).

A partir dos resultados apresentados, observamos que o treinamento fisico por 8
semanas aumentou a massa relativa do TAM interescapular nos animais magros. E interessante
analisar que os valores da massa de gordura marrom entre os animais CTR-TR e 0s animais
obesos ndo demonstraram diferencas significativas, sendo todos superiores aos animais CTR-
SED. Esses dados sugerem que ambos os fatores, treinamento fisico e dieta hiperlipidica levam
ao aumento da massa de gordura marrom. De fato, estudos anteriores que investigaram 0s
efeitos da dieta hiperlipidica isolado ou combinado com o treinamento fisico de moderada
intensidade demonstraram elevacOes neste parametro (ALDISS et al., 2020; DEWAL;
STANFORD, 2019; EGUCHI et al., 2008; FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020;
LEITE; 2014; SENE-FIORESE et al., 2008). Por outro lado, o estudo de Lehnig e colaboradores
(2019) mostraram uma reducdo na massa do TAM interescapular de camundongos magros
submetidos a 3 semanas de corrida voluntaria e alojados em temperatura ambiente (24°C),
enquanto, McKie e colaboradores (2019) demonstraram reducdo na massa do TAM em animais
sedentarios e treinados alojados em termoneutralidade, indo ao encontro de prévios estudos da
década de 80 e 90, que demonstraram uma significativa reducdo da massa do TAM com o
treinamento fisico (ARNOLD; RICHARD, 1987; SEGAWA et al., 1998).

Entretanto, recentes trabalhos vém demonstrando que altera¢cdes na massa do TAM com
a obesidade induzida por dieta hiperlipidica ou através do treinamento fisico, necessariamente

ndo representa um marcador da atividade termogénica do tecido, seja para caracterizar uma
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possivel atrofia ou ativacdo (FISCHER; CANNON; NEDERGAARD, 2020; ALDISS et al.,
2020; LEHNIG et al., 2019). Por exemplo, prévios estudos demonstraram que 0 aumento no
peso liquido do TAM interescapular com a exposic¢éo ao frio frequentemente vem associado a
elevacdo na expressdao de UCP1 e na resposta termogénica induzida por noradrenalina.
Contudo, a massa dos adipdcitos marrons também se eleva em condicdes de inatividade e
obesidade, principalmente em razdo do aumento da deposi¢do de lipidios nas goticulas
multiloculares, com trabalhos encontrando elevacGes na expressdo de genes e proteinas
termogénicas (processo de termogénese facultativa induzida por dieta), ou de reducdo na
capacidade termogénica através da presenca do processo de branqueamento (FISCHER,;
CANNON; NEDERGAARD, 2020; LUIJTEN et al., 2019; VON ESSEN et al., 2017,
ROTHWELL; STOCK, 1979).

Ademais, ao analisarmos a razéo entre TAM e TAB visceral, encontramos que com 0
treinamento fisico a uma reducédo da interposi¢do da gordura branca sobre a gordura marrom.
Também foi visualizado uma correlacdo negativa entre a massa dos adipdcitos marrons com 0s
lipidios hepaticos, levantando a suposi¢do da hipertrofia do TAM e/ou elevacgdo da atividade
termogénica contrapor a lipotoxicidade hepética ocasionada pelo remodelamento patol6gico
dos adipdcitos brancos hipertrofiados na situacdo de obesidade. Estes resultados podem estar
atrelados a funcdo enddcrina dos adipdcitos marrons, como levantado por Lynes e
colaboradores (2017) e Leiria e colaboradores (2019), ao demonstrarem em prévios trabalhos a
acao autocrina e endocrina do TAM através da biossintetizacdo e secrecdo de batiocinas
(LYNES et al., 2017; LEIRIA et al., 2019). Dentre essas, a 12 hydroxyeicosapentaenoic acid
(12-HEPE) e a 12,13 diHOME se mostram eficazes em reduzir a de novo lipogénese hepética
e auxiliar na captacdo e oxidacdo de glicose e lipidios no TAM e musculo esquelético,
respectivamente através da sua ligacdo a receptores acoplados a proteina Gs (LEIRIA et al.,
2019; LYNES et al.,, 2017). Além disso, Stanford e colaboradores (2018) também
demonstraram um aumento da secrecdo da batiocina 12,13 diHOME com o exercicio fisico
agudo, em ambos roedores e seres humanos, levantando a possibilidade das adaptacoes
metabdlicas induzidas pela termogénese adaptativa ocorrerem ndo somente pela producdo de
calor no TAM, mas também nos tecidos periféricos através da acdo de batiocinas secretadas
pelo estimulo da pratica do exercicio fisico.

Assim, para determinar se 0 aumento da massa dos adipocitos marrons refletiu em
modificac¢Oes na ativacdo e recrutamento do TAM (modulacéo termogénica e enddcrina), e se
esta associada com o contetdo de lipidios hepatico, o ideal seria avaliar o contetdo de proteinas

totais, j& que de acordo com Fischer e colaboradores (2020), uma alta atividade termogénica do
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TAM esté associado a um elevado contetdo proteico, ao inves do contedo de lipidios e/ou do
peso liquido do tecido e, além disso, analisar a expresséo proteica de UCP1 e PGC1-a, um
coativador transcricional necessario para a ativacdo das vias centrais da termogénese e da
biogénese mitocondrial, usualmente associado ao aumento de UCP1. Neste estudo fizemos a
coleta do material para a realizagdo da expressdo proteica e do mRNA de alguns genes
envolvidos na fungdo termogénica dos adipdcitos marrons, como Elovl6, citocromo-c oxidase,
deiodinase 2, além da UCP1 e PGCl-a. No entanto, por motivos ainda incertos tanto a
expressao génica quanto a analise proteica resultou em medidas incompativeis de serem
apresentadas (“Ct elevado para todos 0s grupos e genes) e, uma auséncia da visualizacdo da
banda dos anticorpos analisados (para anélise de Western Blotting). Esses fatos refletem uma
limitacdo do estudo, que foi desenhado justamente com a pergunta principal relacionada a
atividade termogénica do TAM e a hipotese de que o treinamento fisico € um estimulo com
capacidade de ativar a termogénese adaptativa nos adip6citos marrons de animais alojados em
termoneutralidade.

A figura 20 resume os principais resultados encontrados neste estudo com a pratica do

treinamento fisico, especialmente nos animais obesos.

Figura 20 - Resumo dos principais resultados encontrados no presente estudo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, conclui-se que ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica apresentam
prejuizos em relacdo a flexibilidade metabdlica nos tecidos periféricos (figado e musculo
esquelético). Além disso, o treinamento fisico de intensidade moderada se mostrou eficaz em
reduzir a adiposidade visceral e, atenuar o ganho de massa corporal quando adotado como Unica
abordagem presente frente ao estimulo obesogénico da constante oferta de alimentos altamente
caldricos ricos em gordura. No entanto, os resultados apontam também que, a manutencéo da
oferta energética rica em gordura se sobrepde aos efeitos benéficos do treinamento fisico em
reverter o quadro de inflexibilidade metabdlica imposta pela obesidade, ou seja, a constante
oferta de lipidios cria mecanismos de conservacado de energia na forma de gordura, prejudicando
a capacidade oxidativa dos &cidos graxos e de ressintese dos carboidratos no figado e masculo
esquelético.

Ademais, ambos treinamento fisico e dieta hiperlipidica aumentaram a massa do TAM,
com o treinamento fisico diminuindo a sobreposi¢do de gordura branca visceral em relacdo a
gordura marrom, e a massa relativa do TAM demonstrando uma correlagdo negativa com o
conteddo de lipidios hepaticos. Entretanto, a auséncia da mensuracdo de genes e proteinas
termogénicos nos limita a deduzir ou afirmar se tais mudancas estdo relacionadas a um
mecanismo de protecdo ao ganho de massa corporal e de preservacdo da flexibilidade
metabdlica através do processo de termogénese adaptativa (facultativa para a induzida por dieta
hiperlipidica) ou, se a hipertrofia dos adipdcitos marrons veio acompanhada de aumento da
deposicdo de lipidios e reducdo da capacidade termogénica (processo de brangueamento),

sendo assim, necessarios posteriores estudos para responder essas questdes.
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DE RATOS WISTAR ALIMENTADOS COM DIETA HIPERUPIDICA®, protocolada sob o CEUA nd 3161311018 w0 snieey, 500 2
resporsablidade de Ana Claudia Garcia de Oliveira Duane ¢ equpe, jodo Manoel Alves - gue envolve 3 produclo, manuienglo
oou tilZaclo de animais pertencentes 30 Mo Chondata, Subfio Vertebeat (exceto 0 hamem), para Ins de pesquica centifica ou
eNSING - €513 Je J0ONGO COM 06 preceitos 43 Lai 11 794 de 8 de outubvo de 2008, com o Decretn 6.299 de 15 de juiho de 2009, bem
COMS COM a5 NOFMas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissio de Elica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Caros (CEUA/LUFSCAR) na reunilo de 26/1 12018

We certify that the progosal “SFFECTS OF AEROBIC PHYSICAL TRAINING ON THE EXPRESSION OF IRF-4 IN ADIPOSE TISSUE OF
WISTAR RATS FOD WITH HYPERLIPIDIC DIET *, utiizing 28 Heterogenics rats (28 males), protocol number CEUA 3161311018
e, Under the responsiblity of Ana Cldudia Gardia de Ofiveira Duarte and team, Jodo Manoe' Alves - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum hordata, subohylum Vertebrata (except human beings),
for SCientific research purposes of teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6895 of July 15, 2009, a5
well 35 with the rules ssued by the Nacional Council for Contral of Animal Experimencation (CONCEA), and was approved by the
Emic Commizee on Animal Use of the Federal University of S3o Caras (CEUAUFSCAR) in the meeting of 11/26/2018.

Findlidade da Progosta: Pesguisa

Vigincia da Proposta. de OL/2019 a 062019 Arex Educacho Fisica E Matricidade Humara

Origem: Bictério Cencral da UFSCar

Espécde:  Ratos hetercgnicos st Machos Cade: 4520 das N 28
Lnhagen:  Rattus movergiccus) Wistar Peso. 1802200¢g

Local do experiments. Laboratdnio de Nutricdo ¢ Netatoksmo aplicado a0 Exercicio

S3o Caros, 04 de setembro ce 2019
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Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Ceoni dos Saneos Canalho
Presidence da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice presidente da Comisslo de Bica no Uso de Animais
Universidade Federal e S30 Cancs Universdade Federal de S3o Caros
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