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EPIGRAFE

“O mundo precisa da ciéncia e a ciéncia precisa das mulheres”

Irina Bokova



RESUMO

A obesidade é uma doenga caracterizada pela expanséo do tecido adiposo, que promove a secrecao
de fatores que levam a comorbidades, como diabetes e doencas cardiovasculares. Nesse sentido, a
intervencdo dietética e exercicio fisico tém sido propostos como estratégias para atenuar essas
complicacdes. Dessa forma, este trabalho objetivou determinar a modulacao da irisina/FNDCS5, dos
marcadores bioguimicos e dos depdsitos viscerais em resposta a intervencdo dietética e
treinamento. Para tal, ratos Wistar foram alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) durante 8
semanas para inducdo da obesidade. A partir da 82 semana os animais foram divididos em 4 grupos:
HFD-EXx: grupo dieta hiperlipidica treinado; HFD-Sed: grupo dieta hiperlipidica sedentario; CD-
Ex: grupo dieta padréo treinado; CD-Sed: grupo dieta padréo sedentario. Os grupos treinados foram
submetidos ao exercicio aerobico na esteira por 4-8 semanas, 3x/semana, por 60 minutos. Ao final
do protocolo foram coletados o soro, o figado, pancreas, tecidos adiposos: MES (mesentérico), EPI
(epididimal), RET (retroperitoneal) e marrom (TAM) e os musculos gastrocnémio, séleo e extensor
longo dos dedos (EDL). A area e didmetro dos depdsitos viscerais e a esteatose hepatica foram
determinadas por andlise de laminas histoldgicas. A massa corporal (MC), o percentual de gordura
corporal (%GC), area corporal (AC), massa livre de gordura (MLG), massa de gordura (MGC),
densidade mineral éssea (DMO) foram determinados por DEXA. As concentracdes séricas de IL-
1B, IL-10, leptina e irisina foram determinadas por ELISA. O HDL, triglicerideos (TG), glicemia,
insulina e HOMA-IR foram determinadas. A expressdao da proteina FNDC5 no musculo
gastrocnémio foi avaliada por Western blotting. Nossos resultados mostraram que a dieta
hiperlipidica promoveu o fenétipo obeso em 8 semanas ao elevar a MC, %GC, MGC, EPI, RET e
MES, glicemia e irisina. Ap0s 4 semanas, a intervencao dietética foi o fator mais importante na
reducdo da MC, %GC e MGC, leptina e glicemia, sem efeitos sobre a irisina e IL-10, mas elevou
0 FNDC5. Ademais, os efeitos foram mantidos ap6s 8 semanas. O treinamento fisico também
atenuou as disfuncdes oriundas da obesidade, mas as alteracdes foram mais evidentes apds 8
semanas, atraves da reducdo do EPI, RET e MES e IL-1p. No entanto, a expressao de FNDC5 e
irisina, foram reduzidos. J& a combinacdo das intervencdes mostrou respostas semelhantes a
intervencdo dietética, apds 4 e 8 semanas. Além disso, os depositos viscerais responderam de forma
diferente, e a massa do EPI foi modulado por todas as intervengdes apenas apds 8 semanas. Ja a
area de adipocitos do EPI, MES e RET foram reduzidas significativamente frente a combinacao
das intervencgdes. De modo geral, a intervencao dietética promove efeitos superiores ao treinamento
fisico nos parametros gerais associados a adiposidade visceral e composi¢do corporal, enquanto o
exercicio fisico atua na prevencdo do declinio da massa muscular. Por fim, a combinacdo de
treinamento aerdbico e intervencdo dietética resultam em uma tendéncia para potencializar 0s
efeitos das intervencgdes, especialmente na diminuicdo da adiposidade visceral. Ainda, destacamos
que a irisina pode ser utilizada como um marcador bioguimico da obesidade e 0 FNDC5 como um
potencial indicador de obesidade sarcopénica.

Palavras chaves: Obesidade; Irisina/FNDCS5; Dieta hiperlipidica; Tecido adiposo visceral,
Exercicio fisico.



ABSTRACT

Obesity is a disease characterized by the expansion of adipose tissue, which promotes the secretion
of factors that lead to comorbidities, such as diabetes and cardiovascular disease. In this sense,
dietary intervention and physical exercise have been proposed as strategies to alleviate these
complications. Thus, this work aimed to determine the modulation of irisin/FNDCS5, biochemical
markers and visceral depots in response to dietary intervention and training. For this purpose,
Wistar rats were fed a high-fat diet (HFD) for 8 weeks to induce obesity. From the 8th week, the
animals were divided into 4 groups: HFD-EXx: trained high-fat diet group; HFD-Sed: sedentary
high-fat diet group; CD-Ex: trained chow-diet group; CD-Sed: sedentary chow-diet group. The
trained groups were submitted to aerobic exercise on a treadmill for 4-8 weeks, 3x/week, for 60
minutes. At the end of the protocol, serum, liver, pancreas, adipose tissues were collected: MES
(mesenteric), EPI (epididymal), RET (retroperitoneal) and brown (TAM) and the gastrocnemius,
soleus and extensor digitorum longus (EDL). The area and diameter of visceral depots and hepatic
steatosis were determined by analysis of histological slides. Body mass (BM), percentage of body
fat (%BF), body area (BA), fat-free mass (FFM), fat mass (FM), bone mineral density (BMD) were
determined by DXA. Serum concentrations of IL-1p, IL-10, leptin and irisin were determined by
ELISA. The HDL, triglycerides (TG), blood glucose, insulin and HOMA-IR were determined. The
expression of FNDCS5 protein in the gastrocnemius muscle was evaluated by Western blotting. Our
results showed that the high-fat diet promoted the obese phenotype in 8 weeks by increasing the
BM, %BF, FM, EPI, RET and MES, blood glucose and irisin. After 4 weeks, dietary intervention
was the most important factor in reducing BM, %BF and FM, leptin and glycemia, with no effects
on irisin and IL-10, but it increased FNDC5. Furthermore, the effects were maintained after 8
weeks. Physical training also attenuated the disorders arising from obesity, but the changes were
more evident after 8 weeks, through the reduction of EPI, RET and MES and IL-1f. However, the
expression of FNDCS5 and irisin were reduced. The combination of interventions showed similar
responses to dietary intervention, after 4 and 8 weeks. Furthermore, visceral depots responded
differently, and EPI mass was modulated by all interventions only after 8 weeks. The adipocyte
area of EPI, MES and RET were significantly reduced due to the combination of interventions. In
general, dietary intervention promotes greater effects than physical training on general parameters
associated with visceral adiposity and body composition, while physical exercise acts to prevent
the decline in muscle mass. Finally, the combination of aerobic training and dietary intervention
results in a tendency to potentiate the effects of interventions, especially in decreasing visceral
adiposity. Furthermore, we emphasize that irisin can be used as a biochemical marker of obesity
and FNDCS5 as a potential indicator of sarcopenic obesity.

Key words: Obesity; Irisin/FNDCS5; High-fat diet; Visceral adipose tissue; Physical exercise.
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1 INTRODUCAO
1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca progressiva manifestada por um acimulo excessivo de gordura
na forma de tecido adiposo, decorrente de um balanco energético positivo crénico (BLUHER,
2019; JASTREBOFF et al., 2019). A etiologia da doenca é multifatorial, incluindo alteracGes
genéticas, psicoldgicas, econdmicas, ambientais, sociais e fisiologicas (GLOBAL BURDEN OF
DISEASE STUDY, 2017). No entanto, 0 aumento no consumo de alimentos ricos em gorduras
saturadas e acUcares simples associados a reducdo do gasto energético constituem o principal
propulsor da obesidade (ROMIEU et al., 2017).

Como consequéncia desse ambiente obesogénico ocorre um processo conhecido como
“meta-inflamacao” que representa um estado cronico de inflamacao sistémica de baixo grau, com
a desregulacdo de mediadores da imunidade em tecidos que ndo sdo imunocompetentes
(PESSENTHEINER; DUCASA; GORDTS, 2020; URANGA; KELLER, 2019). A resposta
imunomodulatéria a obesidade abrange uma série de eventos que ativam a cascata inflamatoria,
tais como o estresse do reticulo endoplasmatico, disfuncdo mitocondrial e hipdxia que provocam o
recrutamento persistente de macréfagos/mondcitos e aumento na secre¢do de citocinas
inflamatorias (LONGO et al., 2019). Esse processo esta intimamente ligado ao desenvolvimento
de patologias como diabetes mellitus tipo Il (DM2), além da manifestacdo clinica de hipertensdo
arterial, hiperglicemia, e dislipidemia, os quais em conjunto caracterizam a sindrome metabdlica
(ANDERSEN; MURPHY; FERNANDEZ, 2016; LUMENG; SALTIEL, 2011). Esses distlrbios
sdo significativamente influenciados pela distribui¢do anatdmica do tecido adiposo (KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016; WAJCHENBERG, 2000).

Este pode ser classificado quanto a sua origem, morfologia, localizacdo e funcéo; em trés
tipos: tecido adiposo branco (TAB), tecido adiposo marrom (TAM) e mais recentemente o tecido
adiposo bege (UNAMUNO; FRUHBECK; CATALAN, 2019).
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1.1.1 Tecido adiposo branco

O TAB possui adipocitos com um nucleo periférico e um citoplasma contendo uma Unica
gota lipidica de triglicerideos, que ocupa 90% do volume celular (GOMEZ-HERNANDEZ et al.,
2016; UNAMUNO; FRUHBECK; CATALAN, 2019). Além das células especificas, o0 TAB é
composto por populagdes de células ndo adipocitarias, incluindo células endoteliais, estromais,
macrofagos e precursoras de adipdcitos (WRONSKA; KMIEC, 2012). Os adip6citos brancos tem
como funcdo primordial o armazenamento de energia, além da regulacdo da homeostase energética
e controle enddcrino (WAYNE et al., 2020). Por esse motivo, o tecido ainda apresenta um namero
menor de mitocondrias e reducdo na expressao de enzimas relacionadas a oxidacdo de acidos
graxos, especialmente acil-CoA desidrogenase o que mostra menor fungéo oxidativa do TAB em
relacdo ao TAM. Ademais, seletas proteinas que apoiam a funcdo lipogénica e degradam

xenobidticos também sdo exclusivamente expressas no TAB (LEE et al., 2019).

Em relacéo a localizagéo anatdmica, o TAB é subdividido em dois compartimentos: tecido
adiposo subcutaneo e o visceral. Histologicamente, o tecido adiposo subcutdneo é composto
especialmente por adipdcitos uniloculares intercalados com pequenos adipdcitos multiloculares,
enguanto o tecido adiposo visceral € composto em sua maioria por grandes adipécitos uniloculares
(BERRY et al., 2013). Secretam mais citocinas anti-inflamatorias e tm maior sensibilidade a agdo
da insulina (LUONG; LEE, 2018). Uma vez que a capacidade de armazenamento dos adipdcitos
subcutaneos, € excedida, devido ao elevado aporte calérico, ocorre o acimulo de gordura ectdpica
tanto em tecidos ndo-adiposos bem como nos adipocitos viscerais (LONGO et al., 2019). Por outro
lado, os adipdcitos viscerais tém elevada densidade mitocondrial e funcao bioenergética oxidativa
(DEVEAUD et al., 2004; KRAUNS@E et al., 2010), possuem maior atividade lipolitica induzida
por catecolaminas, sdo mais resistente a acdao da insulina (WAJCHENBERG, 2000), e secretam
mais citocinas inflamatorias em comparagdo ao tecido adiposo subcutdneo (SCHOETTL;
FISCHER; USSAR, 2018). Dessa forma, a expansdo do tecido adiposo visceral tem sido
diretamente associada a dislipidemias (WAJCHENBERG, 2000), resisténcia insulinica e DM2
(LONGO et al., 2019; SCHOETTL,; FISCHER; USSAR, 2018), e doencas cardiovasculares
(NEELAND et al., 2019; WAJCHENBERG, 2000).

Em mamiferos o tecido adiposo visceral ainda é composto por diferentes depdsitos:

mesentéricos (MES), retroperitoneal (RET), perirrenais e perigonadal (epididimal (EPI) em
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machos) (SCHOETTL; FISCHER; USSAR, 2018). A heterogeneidade dentre os depdsitos
viscerais tem um forte impacto no metabolismo mitocondrial e lipidico e, nas respostas fisioldgicas
e patoldgicas associadas a obesidade (DEVEAUD et al., 2004). Em roedores, o EPI é o principal
depdsito de gordura (CHUSYD et al., 2016; VAN BEEK et al., 2015), diferente do que ocorre em
humanos que estocam gordura no tecido adiposo omental (SCHOETTL,; FISCHER; USSAR,
2018). Embora 0 MES de animais, compartilhe mais similaridades com depdsitos viscerais
humanos (CHUSYD et al., 2016), o EPI também favorece o aparecimento de distdrbios
metabolicos em ratos (SCHOETTL,; FISCHER; USSAR, 2018). Ja foi observado que a gordura
oriunda do EPI provoca a morte de adipdcitos e recrutamento de macrofagos, além de deposicao
ectopica em figado e desenvolvimento de resisténcia insulinica (VAN BEEK et al., 2015). Os
adipdcitos EPI ainda atingem o limite de expansdo de forma mais precoce, além de secretar fatores
inflamatdrios previamente aos depdsitos mesentéricos e subcutaneos (STRISSEL et al., 2007,
VAN BEEK et al., 2015). Por outro lado, 0 RET expressa mais genes relacionados a lip6lise, como
lipase horménio sensivel (HSL) e da lipase de triacilglicerol do adip6cito (ATGL) do que o tecido
adiposo inguinal e MES (WRONSKA; KMIEC, 2012). Ainda um estudo comparativo mostrou que
os adipdcitos RET expressam grandes quantidades dos fatores de transcri¢do lipogénica, como o
receptor vy ativado por proliferador de peroxissomo (PPARY) e o fator de transcri¢do de ligacdo ao
elemento regulador de esterol 1 (Srebplc) em comparacdo com MES e adipécitos subcutaneos. Ja
os adip6citos MES mostram uma alta expressdo de genes relacionados a lipogénese e uma baixa
expressdo de genes relacionados a oxidacdo de &cidos graxos (BJORNDAL et al., 2011). Dados
ainda mostraram que existe um aumento na sensibilidade dos adipdcitos MES a lip6lise, mediada
por interleucina-6 (IL-6), quando comparados a adipdcitos EPI, promovendo uma ligeira elevacdo
na secre¢do de acidos graxos livres (WUEEST et al., 2016).

1.1.2 Mecanismos de expansao do tecido adiposo

Frente a exposi¢do cronica de excesso de energia, 0 aumento da massa de tecido adiposo
pode ocorrer de duas maneiras: atraves da diferenciacdo de precursores de tecidos residentes para
a formacédo de novos adipocitos (hiperplasia) ou atraves da expansdo de adipdcitos existentes
(hipertrofia) (RUTKOWSKI; STERN; SCHERER, 2015). Inicialmente, acredita-se que o processo
de aumento dos adipdcitos na fase adulta ocorre predominantemente através da hipertrofia (JO et
al., 2009; JO; SHREIF; PERIWAL, 2012; LONGO et al., 2019). Apo6s o armazenamento lipidico
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exceder a capacidade dos adipdcitos existentes (o0 tamanho do adipdcito varia de 25 a 200 um), se
inicia um processo de sinalizagdo intracelular, que consiste: na secrecdo de citocinas inflamatdrias,
na infiltracdo de macrofagos e mondcitos, e no recrutamento de células pré-adipocitarias
(hiperplasia) (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010; JO et al., 2009; LUO; LIU, 2016).

A hiperplasia do tecido adiposo é geralmente considerada um mecanismo adaptativo as
consequéncias geradas pela hipertrofia e esta associada a saide metabolica (LONGO et al., 2019;
WHITE; RAVUSSIN, 2019). Isso, porque acredita-se que adipdcitos hiperplasicos séo capazes de
manter a vascularizacdo adequada, expressar citocinas anti-inflamatérias, como leptina e
adiponectina e tém preservada a sensibilidade a acdo da insulina (CHOE et al., 2016; GHABEN;
SCHERER, 2019). Esses dados tém sugerido que a diferenciacdo de pequenos adipécitos poderia
melhorar a resisténcia insulinica na obesidade, fornecendo capacidade adicional para armazenar o
excesso de energia (CHOE et al., 2016). Dentre os fatores que regulam a diferenciacdo
adipocitéria, o PPARYy, é abundantemente expresso no TAB e representam um regulador chave na
inducdo da adipogénese (AHMADIAN et al., 2013; ROSEN et al., 2002).

Por outro lado a hipertrofia de adipdcitos € positivamente correlacionada com
dislipidemia, aumento da resisténcia a insulina, hipdxia e inflamacdo (GASPAR; VELLOSO,
2018; LANDGRAF et al., 2015; MUIR et al., 2016; RYDEN et al., 2014; VEILLEUX et al., 2011).
A hipdxia gerada nas células adiposas induz a expressdo de genes pro-fibroticos como o fator
nuclear kappa B (NF-kB) e o fator 1 induzivel pela hipdxia (HIF-1a) levando a fibrose do tecido e
a infiltracdo de células do sistema imune (GASPAR; VELLOSO, 2018; RUTKOWSKI; STERN;
SCHERER, 2015). Ademais, em adipdcitos hipertréficos a lipolise basal é elevada aumentando a
secrecao de &cidos graxos livres que pode causar um acimulo lipidico ectdpico (CHOE et al., 2016;
WUEEST et al., 2009).

1.1.3 O tecido adiposo branco e as disfun¢des em outros 6rgaos

A expansdo do TAB leva a alteragcGes metabdlicas e inflamatorias no figado, masculos
estriados, esqueleto, pancreas e o proprio tecido adiposo, além de outros 6érgdos (NEELAND et al.,
2019).
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1.1.3.1 Figado

As alteracGes advindas da obesidade podem levar a desregulacdo do metabolismo das
lipoproteinas (FRANSSEN et al., 2011). De maneira geral, em individuos obesos, séo observados
niveis aumentados de TG, diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL), e uma alteracao
nas moléculas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) para uma composi¢do mais pro-
aterogénica, a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (GRUNDY, 2004; KLOP; ELTE;
CABEZAS, 2013). No tecido hepatico, os acidos graxos livres sdo transportados pela veia portal e
artéria hepatica até o figado. Em condicdes de excesso, a captacdo de acidos graxos livres e
consequente esterificacdo em TG intra-hepatico se torna superior a oxidacdo e secrecao de acidos
graxos para circulacdo (FABBRINI; SULLIVAN; KLEIN, 2010). Simultaneamente, ocorre um
aumento na sintese hepatica de VLDL, que embora promova a retirada de TG intra-hepatico para
circulacdo, ndo supera a sintese de TG resultante do excesso de acidos graxos livres. Em conjunto,
esses processos levam a um aumento de &cidos graxos hepaticos esterificados em TG, LDL e HDL
(FABBRINI;  SULLIVAN; KLEIN, 2010; HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004,
WAIJCHENBERG, 2000). Essa deposicdo ectdpica de lipideos no figado ainda pode causar o
aumento na expressdo de citocinas inflamatdrias, que levam a fibrogénese hepatica inflamacéo e
resisténcia insulinica (NIEDERREITER; TILG, 2018).

Além de participar do metabolismo lipidico, o figado ainda regula o metabolismo da
glicose. Dessa forma, inimeras pesquisas investigaram a associagdo entre dieta hiperlipidica e
resisténcia insulinica. Foi demonstrado que em individuos obesos, existe comumente a presenca da
resisténcia a acao da insulina, porém se essa alteracdo existe como causa ou consequéncia da
obesidade, ainda ndo esta bem definido (GRUBEN et al., 2014; MATSUZAKA; SHIMANO, 2011,
SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007). Sabe-se que os acidos graxos livres ativam receptores
toll-like (TLR) que por sua vez ativam o complexo de proteina quinase Ikk-p (inibidor da
subunidade beta do fator nuclear kappa-p) e inibem a agdo do substrato-1 do receptor de insulina
(IRS-1), interferindo diretamente na sinalizacdo insulinica, contribuindo para o desenvolvimento
da resisténcia insulinica (GRUBEN et al., 2014). Ademais, a inflamacdo gerada pela deposicéo
ectdpica de lipideos, aumenta a expressao das citocinas inflamatorias, como IL-6, interleucina-1
beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e que também estdo envolvidas com a
resisténcia insulinica (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007). Por outro lado, a manifestacao
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inicial da resisténcia insulinica pode levar a esteatose hepética por estimular a lipogénese,
promovendo o aumento de triglicerideos e acidos graxos livres intra-hepatico e posteriormente na
circulacdo sanguinea, causando consequente reabsorcao pelo tecido adiposo e figado, gerando um
ciclo vicioso (GRUBEN et al., 2014; MATSUZAKA; SHIMANO, 2011).

1.1.3.2 Madsculo esquelético

Similar ao que ocorre no figado, a obesidade leva ao aumento do fluxo de acidos graxos
livres circulantes e maior captacdo pelo musculo esquelético (TUMOVA; ANDEL; TRNKA,
2016). Esse processo promove o acumulo de TG intramuscular e subfascicular o que gera uma
sobrecarga da p-oxidacdo mitocondrial (DI MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017; EBBERT; JENSEN,
2013; MORO; BAJPEY; SMITH, 2008). O acumulo de &cidos graxos livres produz metabdélitos
como diacilglicerol, ceramida que estdo fortemente associados ao desenvolvimento de resisténcia
insulinica, por prejudicar a sinalizacdo da insulina, ao ativar as isoformas proteina quinase C
atipica que inibem o IRS-1 (DI MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017; MORO; BAJPEYI; SMITH,
2008).

Adicionalmente, o masculo, assim como o tecido adiposo é um grande secretor de fatores
hormonais. No entanto, enquanto a maioria das adipocinas pré-inflamatoérias sdo reguladas pela
obesidade, a maioria das miocinas € regulada principalmente pelo exercicio a fim de atenuar 0s
efeitos prejudiciais das adipocinas (WU; BALLANTYNE, 2017). Em individuos obesos 0 aumento
da peroxidacdo de triglicerideos intramusculares pode induzir a expressdo especialmente de
TNF-a no musculo, proteina quimioatraente de mondocitos 1 (MCP-1), além de infiltracdo de
macrofagos e monadcitos e demais citocinas de forma sistémica (MORO; BAJPEY; SMITH, 2008;
WU; BALLANTYNE, 2017). Esses fatores via ativagdo Ikk/NF-kB podem promover a
fosforilagdo em serina do IRS-1, prejudicando o metabolismo da glicose (DI MEO; I0SSA,;
VENDITTI, 2017; MORO; BAJPEYI; SMITH, 2008; WU; BALLANTYNE, 2017).

Dentre os demais efeitos, a obesidade ainda pode afetar a resisténcia, a fadiga, a forca
muscular, e a poténcia ao alterar o tipo de fibra muscular resultante e a sinalizagdo do célcio para
funcdo contréatil. Na obesidade ocorre a supressdo da atividade da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK) que promove a inibicdo do fator potenciador de midcitos 2 (MEF2) mediada pela
histona deacetilase (HDAC) de classe 1l (TALLIS; JAMES; SEEBACHER, 2018). Como
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resultado, ha uma mudanca dos tipos de fibra muscular lenta para répida. Nesse contexto, é
importante destacar que fibras musculares de contragdo lenta possuem alta capacidade oxidativa e
melhor sensibilidade a acdo da insulina, bem como melhor captacdo de glicose via transportador
de glicose (GLUT-4) (ACEVEDO et al., 2017). Ainda, a diminui¢do da massa muscular observada
em obesos, pode alterar a capacidade de locomocao, induzindo a niveis reduzidos de mobilidade e
consumo de energia, favorecendo o aumento da massa e gordura corporal (TALLIS; JAMES;
SEEBACHER, 2018). Embora individuos obesos tenham mais forca muscular maxima devido a
sobrecarga mecanica imposta em membros inferiores, quando normalizada a variavel massa de
gordura e corporal, individuos obesos possuem menos forca em relagdo a eutroficos (TALLIS;
JAMES; SEEBACHER, 2018).

1.1.3.3 Tecido 6sseo

Uma interacdo complexa entre tecido ésseo e adiposo tem sido descrita na literatura. O
efeito classico da obesidade na modelagdo dssea, sugere a obesidade como protetora da
osteoporose. Semelhante ao mecanismo muscular, a obesidade promove um estimulo derivado da
osteoclastos. Concomitantemente, ocorre a liberagdo de fatores quimicos estimuladores da
proliferacdo de osteoblastos favorecendo a remodelagdo Gssea que gera 0 aumento na densidade
mineral 6ssea (DMO) (CAO, 2011). Porém essa classica visdo do efeito protetivo da obesidade no
metabolismo 6sseo resultou em diversos questionamentos (ARMAMENTO-VILLAREAL et al.,
2014). Pesquisas recentes propdem que o acimulo de adipdcitos na medula 6ssea aumenta as
citocinas pré-inflamatorias oriundas do tecido adiposo, como MCP-1, IL-6 e TNF-a resultando na
diminuicdo da DMO afetando a via de receptores do fator nuclear kappa-B ligante
(RANKL/RANK/OPG). Esses fatores especificos potencializam a agdo osteoclastica, ao inibir a
apoptose de osteoclastos e suprimir a osteoblastogénese, o que leva a uma maior reabsor¢ao dssea
e consequente reducdo da DMO (FAIENZA et al., 2019; SAVVIDIS; TOURNIS; DEDE, 2018).

1.1.3.4 Pancreas

Recentemente, o termo doenca do pancreas gorduroso nao alcodlico, tem sido utilizado
na literatura para descrever a esteatose pancredtica em associacdo a obesidade e a sindrome
metabolica (SAKAI; TAYLOR; CHOUHAN, 2018; SMITS; VAN GEENEN, 2011). No péancreas,
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¢ proposto que a deposicdo ectdpica, ocorra em semelhantes mecanismos que 0s 0rgaos
supracitados: o acumulo de lipideos causa um estresse oxidativo sobre o reticulo endoplasmético
das células do tecido pancreatico; além disso as adipocinas resultantes da deposicdo ectdpica
promovem uma inflamacédo localizada. Adipocinas como TNF-a, IL-6, MCP-1, e IL-1B podem
levar a a disfuncédo de células p e promover a apoptose ao ativar o fator de transcricdo do NF-kB,
aumentando posteriormente as chances no desenvolvimento de DM2 (SAKAI; TAYLOR;
CHOUHAN, 2018). Ainda, a falha das células p reduz a deteccdo do aumento de glicose,
aumentando a secrecdo de insulina basal e, portanto, a hiperglicemia é manifestada (ALARCON
etal., 2016; CERF, 2013; ELHADY et al., 2019).

1.1.3.5 Tecido adiposo e inflamagéo

A visdo classica do tecido adiposo como um reservatorio energético foi retratada em 1987,
quando o tecido foi identificado como um importante local para o metabolismo de esteroides
sexuais e, consolidada em 1994 como um 6rgéo enddcrino, apos identificada a secrecdo de leptina
(FLIER et al., 1987; ZHANG et al., 1994). Desde entédo, diversos fatores secretados pelo tecido
adiposo tem sido estudados, especialmente porque dentre esses, existem proteinas que elevam a

producdo e circulacdo de fatores relacionados com a inflamacéo (DO PRADO et al., 2009).

Os estimulos precisos da inflamagdo associada a obesidade ainda ndo estdo claros
(SALTIEL; OLEFSKY, 2017), mas sabe-se que a expansdo do tecido adiposo, que ocorre
especialmente através da hipertrofia, causa uma disfuncdo que leva a hipdxia (GASPAR;
VELLOSO, 2018; LANDGRAF et al., 2015; MUIR et al., 2016; RYDEN et al., 2014; VEILLEUX
etal., 2011). A hipotese proposta por Cinti et al. (2005) é de que a necrose de adipdcitos induzidos
pela hipertrofia, sejam um estimulo fagocitico inicial que regula a infiltracdo de macréfagos
(CINTI et al., 2005). Recentemente, ainda foi demonstrado que 0 aumento constante do tecido
adiposo promove um estresse da matriz extracelular, com continua producéo e deposicdo de seus
componentes, resultando no processo de fibrose e que pode estar associado ao quadro de hipdxia
(PESSENTHEINER; DUCASA; GORDTS, 2020). Como resultado da hipoxia, sinalizagdes
intracelulares promovem o recrutamento de macrofagos, que se agregam, formando estruturas
semelhantes a coroas ao redor de adipdcitos necréticos para fagocitar a goticula lipidica. Dessa

forma, ocorre a polarizacdo de macréfagos M2 para um fenotipo M1 pré-inflamatorio, que se
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relaciona de forma positiva com a resisténcia insulinica e com o espectro inflamatdrio da obesidade
(CHOE et al., 2016; LUMENG; SALTIEL, 2011; MCARDLE et al., 2013).

Dentre esses, ja foi observado que em individuos obesos, os macrofagos representam 50%
da populacéo de células nos depdsitos de gordura em obesos, em oposic¢ao aos 10% observados em
individuos magros (WEISBERG et al., 2003). Além das citocinas secretadas por adipécitos, 0s
macrofagos M1 também secretam citocinas inflamatdrias, contribuindo para a inflamacéao cronica
na obesidade (UNAMUNO; FRUHBECK; CATALAN, 2019). No entanto, se a contribui¢do da
secrecdo de adipocinas €, na sua maioria, vinda de adipdcitos ou macrofagos infiltrados, ainda

precisa de mais esclarecimentos (FAIN et al., 2004).

De forma geral, o tecido adiposo é o maior contribuinte da secrecdo de citocinas
inflamatdrias e ndo inflamatérias durante o desenvolvimento da obesidade através da secrecdo de
TNF-0, IL-1pB, interleucina-10 (IL-10), mondcitos e macréfagos (CHOE et al., 2016;
HOTAMISLIGIL et al., 1995; LUMENG; SALTIEL, 2011; MCARDLE et al., 2013).

1.1.3.6 Fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a € uma adipocina que induz a apoptose, e inibe a acdo da lipogénese. A
concentracdo e o numero de receptores de individuos obesos podem estar elevados em 2,5 vezes,
quando comparados a individuos eutroficos (WAJCHENBERG, 2000). Esses niveis de TNF-a em
obesos estdo relacionados ao aumento da secrecédo de leptina, IL-6, proteina-C reativa e inibidor de
plasminogénio ativado-1, bem como a supresséo da adiponectina e do GLUT-4 no tecido adiposo
(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). O TNF-a interfere na sinaliza¢do da insulina, reduzindo a
fosforilacdo do IRS-1 e a atividade do receptor insulina quinase (PI3K), o que resulta em reducéo
de sintese e translocacdo do GLUT-4 para a membrana celular e consequente diminui¢do na
captacdo de glicose pelas células (ALZAMIL, 2020; STEPHENS; LEE; PILCH, 1997). Ainda no
figado, o TNF-a favorece a agdo lipogénica ao suprimir a atividade de genes envolvidos na
oxidacdo de &cidos graxos e aumentar a expressao de genes envolvidos na sintese de colesterol e
acidos graxos e na producdo de VLDL (CAWTHORN; SETHI, 2008).



30

1.1.3.7 Interleucina-1beta

A IL-1B é um fator imunomodulador, produzido em grande parte por macréfagos e em
reduzida escala por adipdcitos. Esta envolvida na disfuncéo e apoptose das células B e na etiologia
da resisténcia insulinica e DM2 (FEBBRAIO, 2014; MAEDLER et al., 2002; SPEAKER;
FLESHNER, 2012). Estudos mostraram que individuos obesos manifestam niveis mais elevados
de IL-1B (FAIN, 2006; KOENEN et al., 2011; PALOMERA et al., 2018; SHODA et al., 2017).
Em altas concentracdes, a IL-1p inibe a adipogénese e diminui a expressdo proteica do IRS-1 e
GLUT4 em adipdcitos 3T3-L1 de roedores, contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia
insulinica (BING, 2015; HORNG; HOTAMISLIGIL, 2011; JIANG et al., 2019). Outros dados
confirmaram esses achados, mostrando que o bloqueio de IL-1B reduziu a inflamagdo do tecido
adiposo e melhorou a sensibilidade a insulina dos tecidos (CAVELTI-WEDER et al., 2012;
LARSEN et al., 2007; SLOAN-LANCASTER et al., 2013). Ademais a IL-1p age diretamente na
regulagdo da fungdo das células B e promove a apoptose ao ativar o fator de transcricdo do NF-kB
levando a hiperglicemia (MAEDLER et al., 2002).

1.1.3.8 Interleucina-10

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inibe a producdo de citocinas pro-
inflamat6rias como TNF-a, IL-6 e IL-1 através da ativacdo do receptor solivel de TNF-a e do
antagonista do receptor IL-1R (FEBBRAIO, 2014). A obesidade esté associada a niveis circulantes
elevados de 1L-10 no tecido adiposo de humanos e roedores, provavelmente por um mecanismo
compensatério (FEBBRAIO, 2014; TAM et al., 2010). Como uma citocina anti-inflamatoria, a
IL-10 demonstrou ter um papel protetor na formacéo e na estabilidade de lesdo aterosclerdtica,
impedindo o ganho de peso, aumentando a tolerancia a glicose pelos tecidos e atenuando a
infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo (FEBBRAIO, 2014; JUGE-AUBRY et al., 2005). Por
outro lado, seus niveis ja estiveram reduzidos em obesos morbidos (KONDO et al., 2018; LEON-
CABRERA et al., 2015). Ademais, a deficiéncia de 1L-10 ndo potencializou a inflamag&o do tecido
adiposo ou a resisténcia a insulina, sugerindo um papel ndo protetor na obesidade
(STOLARCZYK, 2017).
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1.1.3.9 Leptina

A leptina foi a primeira adipocina, descoberta em 1994, secretada predominantemente
pelo tecido adiposo e tem como funcédo primordial a regulacdo da homeostase energética (ZHANG
et al.,, 1994). A trajetdria evolutiva considera que o principal papel fisiologico da leptina é
responder de forma defensiva ao aumento de gordura corporal que pode prejudicar a sobrevivéncia
e a aptiddo reprodutiva (MYERS et al., 2010). Dessa forma, a leptina é secretada em resposta ao
aumento do consumo alimentar e adiposidade, inibindo o apetite, através da estimulacdo de
neurdnios da pré-opiomelanocortina (POMC) e inibindo neurénios AGRP/NPY (AgRP: peptideo
relacionado ao gene agouti; NPY: neuropeptideo Y) (CHOE et al., 2016).

Dados anteriores evidenciaram que em elevadas concentracdes a adipocina estimula a
oxidacdo lipidica e previne o acimulo lipidico em tecidos ndo-adiposos, através da ativacdo da
AMPK (MINOKOSHI et al., 2002), da ativacdo da funcdo mitocondrial em tecidos musculares
pela elevacdo de genes termogénicos e consequentemente aumento do gasto energético (HENRY
et al., 2011), ainda tem papel fundamental na homeostase glicémica, na imunidade e inflamacéo
(PAZ-FILHO; MASTRONARDI; LICINIO, 2015). Dessa forma, inicialmente a leptina passou a
ser vista como um potencial tratamento no controle da obesidade (PAZ-FILHO; MASTRONARDI;
LICINIO, 2015). No entanto, posteriormente foi comprovado que em individuos obesos, a leptina
esta em concentracGes mais elevadas quando comparadas as encontradas em individuos eutroficos,
proporcional ao incremento na massa do tecido adiposo (CARO et al., 1996). Assim um acimulo
excessivo de leptina nesses individuos pode alterar a resposta central e reajustar o efeito inibitorio
sobre o apetite. Potenciais mecanismos subjacentes da resisténcia a leptina foram propostos, uma
vez que mutagles geneticas da leptina, ndo sdo frequentemente observadas. Os mecanismos
incluem alteragBes na estrutura da molécula e no transporte, através da barreira hematoencefélica,
além de alteracGes no receptor e na sinalizagdo da leptina (GRUZDEVA et al., 2019; WOODS et
al., 2000).

1.1.4  Tecido adiposo marrom

Os adipdcitos marrons sdo células poligonais com ~50% do volume ocupado por lipideos
multiloculares, maior nimero de mitocondrias, altamente inervado e contém elevada quantidade
de proteina desacopladora 1 (UCP-1) (CANNON; HOUSTEK; NEDERGAARD, 1998;
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CANNON; NEDERGAARD, 2004; GIORDANO; FRONTINI; CINTI, 2016). Ao contrario do
TAB que é rapidamente infiltrado por células inflamatorias em resposta a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica, 0 TAM parece ndo acumular esse infiltrado de macréfagos e secreta de 10 a
100 vezes menos fatores inflamatérios (DOWAL et al., 2017). Ademais, os macréfagos do TAM
ndo tém o mesmo perfil de expressdo de citocinas e quimiocinas que os do TAB, atenuando o
processo de inflamag&o mediada por esse tecido (DOWAL etal., 2017). A atividade do TAM pode
ser aumentada com a exposicédo ao frio e estimulacdo noradrenérgica, uma vez que esse tecido é
densamente inervado por fibras noradrenérgicas (GIORDANO; FRONTINI; CINTI, 2016). Dessa
forma, a UCP-1 quando ativada facilita a movimentagdo de protons através da membrana interna
mitocondrial contra o gradiente de concentragdo, levando a dissipar energia pela respiracao
mitocondrial na forma de calor (HERZ; KIEFER, 2019). Ja foi observado em roedores que 0 TAM,
guando totalmente ativado, pode elevar o gasto energético em até 60% acima da taxa metabolica
basal (FOSTER; FRYDMAN, 1978).

Nesse sentido, controlar a expansdo do TAB e ativar o TAM tem sido potenciais alvos
terapéuticos para o tratamento da obesidade (KURYELOWICZ; PUZIANOWSKA-KUZNICKA,
2020). Em particular, aproveitar o potencial da termogénese mediada pelo TAM tornou-se uma
estratégia atraente para combater a obesidade (CALDERON-DOMINGUEZ et al., 2016). Estudos
que investigam a inducdo do fendtipo de gordura marrom em TAB na prevencdo e tratamento a
obesidade, mostram que ainda existe uma lacuna sobre 0s dep6sitos anatdmicos e o0 escurecimento
do TAB humano. Portanto, pesquisas recentes se debrucam a identificar fatores que atuam na

reprogramacao e sinalizacdo de adipocitos brancos em beges (HERZ; KIEFER, 2019).
1.1.5 Browning do tecido adiposo

O processo de browning se refere ao escurecimento do tecido adiposo branco e, é
caracterizado pela conversdo de adipdcitos brancos em adipécitos beges ou adipécitos que
adquirem caracteristicas semelhantes a adip6citos marrons. Esse fendmeno promove o
aparecimento de adipdcitos multiloculares, com maior numero de mitocondrias e que expressam
UCP-1 em depodsitos de TAB (COUSIN et al., 1992; LONCAR, 1991; YOUNG; ARCH;
ASHWELL, 1984). Esses adipocitos sdo considerados um tipo recrutavel e induzivel de célula
adiposa marrom que ndo compartilha a mesma origem genética do TAM classico. Acredita-se que

os adipocitos beges possam ser provenientes da transdiferenciacdo de adipdcitos brancos,
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especialmente inguinais, ou derivados da proliferacdo e/ou diferenciacdo de células precursoras
(CANNON et al., 2020; GIORDANO; FRONTINI; CINTI, 2016; WU; COHEN; SPIELGEMAN,
2013). Dessa forma, ap0s exposicdo ao frio, estimulos noradrenérgicos e outros estimulos
enddcrinos, as células do TAB ou precursoras adquirem semelhante funcionalidade a adipocitos do
TAM, compartilham a mesma morfologia e expressam semelhantes genes termogénicos (HARMS;
SEALE, 2013; PETROVIC et al., 2010). Isso confere maior sensibilidade a a¢do da insulina e
promove maior gasto energético (BOSTROM et al., 2012; WU; COHEN; SPIELGEMAN, 2013).
Essa propriedade induzia conferida ao tecido € importante no desenvolvimento de terapias que se

debrucem a elevar a fungdo do TAM em individuos obesos.

Diversas moléculas estdo envolvidas no processo de escurecimento da gordura (Figura 1),
dentre essas moléculas termogénicas naturais (berberina, buteina, 7,8- DHF), componentes
sintéticos (agonistas de Ppary e B3-AR, inibidor de Jak e Notch, salsalato, BAY 41-8543) e
compostos enddgenos (lactato, nitrato e adenosina) (SONG et al., 2017). Além da regulacdo de
proteinas transcricionais classicas que induzem a termogénese, novos elementos tém sido alvo da
investigacdo pelo potencial terapéutico, especialmente a irisina tem sido destacada por mediar
efeitos sistémicos no organismo (BOSTROM et al., 2012).
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Figura 1 - Mecanismo molecular de inducdo termogénica e cascatas de sinalizacdo celular
nos adipocitos
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O percurso da irisina/FNDC5 é destacado em vermelho. A irisina, quando secretada por células musculares
durante o exercicio pode agir sobre os adip6citos brancos e estimular a termogénese. Outras moléculas ainda
possuem propriedades termogénicas, como compostos naturais (berberina, buteina, 7,8- DHF),
componentes sintéticos (agonistas de Ppary e 3-AR, inibidor de Jak e Notch, salsalato, BAY 41-8543) e
compostos enddgenos (lactato, nitrato e adenosina). A2aR: receptor de adenosina A2a; AMPK: proteina
quinase ativada por AMP; B-AR: receptor B-adrenérgico; BAIBA: &acido B-aminoisobutirico; BBR:
berberina; CaMKII: proteina quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina; CAP:capsaicina; 7,8 DHF: 7,8
dihidroxiflavona; DNP: dinitrofenol; Fx: fucoxantina; Hes: cabeludo e potenciador de divisdo; IFN:
interferon; Jaki: inibidor de Jak; p38 MAPK: proteina quinase ativada por mitogénio p38; Pgc-la:
coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma; PPAR: receptor ativado por
proliferador de peroxissoma; PKA:proteina quinase A; PKG: proteina quinase G; Pm20d: peptidase M20
contendo o dominio 1; Ppar: receptor ativado por proliferador de peroxissoma; Prdm: proteinas contendo o
dominio PR; Ptchl: Patched-1; sGC, guanilato ciclase soltvel; Shh, ouri¢co Sénico; Sirtl, Sirtuina 1; TrkB,
receptor B de quinase relacionado a tropomiosina; Trpvl: receptor transitério potencial canal catibnico
subfamilia V membro 1; TZD: tiazolidinediona; Ucpl: proteina desacopladora 1; Zfp516: proteina de dedo
de zinco 516; Noti: inibidor Notch. Fonte: Adaptado de Song et al. (2017).

A irisina secretada por celulas musculares durante o exercicio pode agir sobre 0s
adipdcitos brancos e estimular a termogénese. Por esse fato tem sido proposta como uma potencial
ferramenta para o controle de doencgas como obesidade e comorbidades (BOSTROM et al., 2012;
MORENO-NAVARRETE et al., 2013).
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1.2 Irisina
1.2.1  Definicao

O masculo é um érgdo endocrino que atua em funcdes fisioldgicas imprescindiveis ao
organismo, como na regulacdo da termogénese e metabolismo energético. Para atender a essa
demanda o musculo esquelético secreta citocinas denominadas miocinas (SCHNYDER,;
HANDSCHIN, 2015). Essas proteinas sdo resultantes da contragdo muscular, promovem efeitos
paracrinos ou autécrinos no organismo, atuam na regulacdo do metabolismo energético e
possibilitam a comunicacdo entre o musculo e outros érgdos, como o tecido adiposo, 0sso,
pancreas, o figado e o cérebro (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). No entanto, até pouco tempo
atrés ainda era desconhecido de que forma uma proteina dependente do musculo poderia mediar

efeitos sisttmicos no metabolismo.

Dessa forma, em 2012, a irisina foi caracterizada como uma miocina, dependente de
coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-la) que
promove a transdiferenciacdo de adipdcitos do TAB a beges e estimula a termogénese, aumenta a
captacdo de glicose pelo masculo esquelético, inibe a diferenciacdo adipogénica e atua de forma
positiva no metabolismo de lipideos (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019; BOSTROM et
al., 2012).

1.2.2  Estrutura dairisina

A irisina é um fragmento de uma proteina transmembranar chamada fibronectina tipo I11-
contendo dominio 5 (FNDC5/FRCP2/PeP) (Figura 2) (BOSTROM et al., 2012). O FNDCS5 ¢
composto por 209 aminoacidos residuais. Contém uma sequéncia N-terminal composta por 29
aminoacidos, fibronectina tipo Il com 94 amino4cidos e uma regido ndo identificada de 28
aminoacidos, o dominio transmembranar tem 19 aminoacidos, e uma regido C-terminal de 39
aminoéacidos (SCHUMACHER et al., 2013). O fragmento C-terminal do FNDCS5 esta localizado
no citoplasma, enquanto a porcdo extracelular do N-terminal é clivada proteoliticamente para

produzir irisina que é liberada na circulagdo (BOSTROM et al., 2012).
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Figura 2 - Estrutura do FNDCS5/ Irisina.
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Representados com pontos pretos estdo os potenciais locais de N-glicosilagdo. Asn: asparagina; GICNAc:
N-acetilglucosamina; Man: manose; Ser: serina; Thr: treonina. Fonte: Adaptado de Korta, Poche, Mazur-
Biaty (2019).

A protease que € responsavel pela clivagem da molécula FNDC5 ndo foi identificada, mas
acredita-se que apo0s clivagem a proteina é acompanhada de modificacdo e secre¢do. Dados
recentes sugerem que a glicosilacdo da molécula ligada ao N é necessaria para a secrecdo de irisina
e ocorre através de locais especificos (de Asn36 e Asn81) (Figura2) (KORTA; POCHE; MAZUR-
BIALY, 2019). A glicosilagdo contribui para a estabilizacdo e funcionalidade da molécula,
aumenta a meia-vida de 7 horas para 12 horas e resulta em aumento da secre¢do na corrente
sanguinea (KORTA; POCHE; MAZUR-BIALY, 2019; NIE; LIU, 2017).

A irisina é composta por 112 aminoacidos e o peso molecular varia de 12 a 32 kDa,
dependendo do numero e estrutura dos oligossacarideos (glicanos) ligados a molécula de proteina
durante o processo pos-traducional de N-glicosilacdo e da dimerizagdo da molécula (FATOUROS,
2018; JEDRYCHOWSKI et al., 2015). A deglicosilagéo da irisina reduz seu peso molecular para
12 kDa ou 15 kDa e a glicosilacdo aumenta sua massa para 22 kDa ou 25 kDa (KORTA; POCHE;
MAZUR-BIALY, 2019). Os resultados foram confirmados atraves de espectrometria de massa por
Jedrychowski et al. (2015) com amostras de plasma humano. Os N-glicanos parecem ter importante
participacdo na atividade de escurecimento dos adipocitos (NIE; LIU, 2017; SCHUMACHER et
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al., 2013). No entanto, a forma ndo glicosilada (12Kda) parece também exercer atividade bioldgica
(PARK et al., 2015; PEREZ-SOTELO et al., 2017; VAUGHAN et al., 2014; XIE et al., 2015).

1.2.3  Mecanismo de ativacdo da irisina

Fatores como frio (LEE et al., 2014), atividade fisica (BOSTROM et al., 2012), estado
nutricional (ROCA-RIVADA et al., 2013) e as concentragdes de a leptina (GUTIERREZ-REPISO
etal., 2014; RODRIGUEZ et al., 2015) ja foram descritos na literatura por alterar o nivel de FNDC5
no organismo. Dentre esses fatores o exercicio é predominante na secrecdo de irisina e através dele,

a via de acdo da irisina foi elucidada.

Assim, o exercicio fisico induz a expressdo do co-ativador PGC-la no musculo
esquelético, devido ao aumento da demanda energética (RIUS-PEREZ et al., 2020). A PGC-1a é
uma proteina coativadora que controla a biogénese mitocondrial e favorece a transcri¢do de
diversos genes em resposta a estimulos (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019). Dentre os
fatores estimulantes, exercicios de curta duracdo e aerébico em modelos animais e humanos tém
mostrado o aumento da expressdo do PGC-1a no musculo esquelético o que favorece a transcrigao
de genes envolvidos na termogénese adaptativa e biogénese mitocondrial (BOSTROM et al., 2012;
LIANG; WARD, 2006). Dentre 0s genes sujeitos a coativacao transcricional do PGC-1 a, o PPAR-
y representa uma familia de receptores nucleares essencial para a adipogénese e diferenciagdo. O
PGC-1a se liga ao PPAR-y e co-ativa 0 PPAR-y para estimular a transcricdo de genes envolvidos
no processo de diferenciacdo de adipdcitos marrons (LIANG; WARD, 2006; PUIGSERVER et al.,
1998).

Ap0s ser expressa em altas quantidades, a PGC-1a induz a expressdo da molécula FNDC5
em mausculos que sofre uma clivagem (com remocdo da sequéncia sinal) originando como
subproduto a irisina, secretada na circulacdo sanguinea. Apds ser secretado a irisina se liga a um

receptor e promove agdes paracrinas e autocrinas (BOSTROM et al., 2012).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido como funciona a sinaliza¢&o do receptor da proteina
FNDC5/irisina em todos os tecidos, mas dados recentes de Kim et al. (2018) usando culturas de
células e modelos animais, mostraram que a irisina se liga as integrinas av/p5, moléculas de adeséo

celular e que ativam o complexo arginina-glicina-acido aspartico (RGD) das moléculas de
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fibronectina extracelular (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019; KIM et al., 2018).
Consequentemente a transdiferenciacdo de adipocitos parece ser o resultado da atenuacdo da
sinalizacdo aV induzida pela irisina (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019). Ao se ligar ao
receptor de adipocitos brancos, a irisina estimula a expressao de UCP-1 nos adipdcitos, levando ao
escurecimento de TAB através das vias da proteina quinase ativada por mitégenos p38 (MAPK) e
das vias quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (ZHANG et al., 2014).

Com base nos dados obtidos, como mostrado na Figura 3, acredita-se que a irisina se liga
a um receptor nos adipocitos, muito provavelmente as integrinas av/p5 que podem estimular a
sinalizacdo de p38 MAPK e ERK/MAPK (YEE; WEAVER; HAMMER, 2008). Portanto, atraves
dessa via, a irisina induz a expressdo do gene UCP-1 promovendo subsequentemente o
escurecimento do TAB (BOSTROM et al., 2012).
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Figura 3 - O mecanismo proposto como ac¢ado da irisina em adipdcitos.
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A irisina promove a transdiferenciacdo de adipdcitos brancos ao induzir a expressdo do gene UCP1 por
meio sinalizacdo de p38 MAPK e ERK/MAPK. A irisina também estimula a lipdlise por meio do cAMP-
PKA- perilipina-HSL e através da regulacéo positiva da expressdao de ATGL, HSL e FABP4. p38/MAPK:
proteina quinase ativada por mitogénio p38; ERK: sinal extracelular via da quinase regulada; cAMP: AMP
ciclico; PKA: proteina quinase A; HSL: lipase hormonio sensivel; FABP4: proteina de ligagdo de &cido
graxo; UCPL1: proteina desacopladora 1; ATGL.: lipase de triacilglicerol do adipécito. Fonte: Adaptado de
Perakakis et al. (2017).

Ainda, a irisina regula o metabolismo de lipideos (Figura 3) pois promove a lipélise e
reduz a acumulacéo lipidica por meio da via AMP ciclico (CAMP)-proteina quinase A (PKA)-
perilipina-HSL e através da regulacdo positiva da expressdo de ATGL, HSL e FABP4 (proteina de
ligagdo de acido graxo) (GAO et al., 2016; PERAKAKIS et al., 2017).
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1.2.4  Atividades fisiologicas mediadas por FNDC5/Irisina

No estudo inicial Bostrom et al. (2012) evidenciaram que a superexpresséo de Fndc5 em
adipdcitos primarios inguinais na concentracdo de 20nM aumentou em 7 vezes a expressao de
UCP-1 e regulou de forma positiva os principais genes termogénicos. Ademais, as células tratadas
com Fndc5-recombinante apresentaram uma densidade elevada de mitocondrias e aumento de
100% no consumo de oxigénio. Dada a relevancia da descoberta do FNDC5/irisina, as pesquisas
se dedicaram a avaliar o papel preciso na homeostase energética. Estudos subsequentes ofereceram
um novo paradigma ao caracterizar a proteina como uma adipocina secretada pelo TAB e em menor

grau, pelo TAM.

A proteina FNDC5/irisina secretada por adipdcitos € modulada de maneira dependente da
localizagcdo anatémica do tecido adiposo e o estado nutricional (ROCA-RIVADA et al., 2013).
Além do tecido adiposo e muscular, a irisina, em quantidades menores também é produzidas pelos
testiculos, figado, pancreas, cérebro, baco, coragdo e estotmago (KORTA; POCHE; MAZUR-
BIALY, 2019). Em humanos, a expressao de FNDC5 mostrou-se 100 a 200 vezes maior pelos
musculos, indicando uma menor contribuicdo do tecido adiposo (LOPEZ-LEGARREA et al.,
2014; PERAKAKIS et al., 2017). Os dados foram reforcados em modelos animais, que mostraram
que o musculo representa a principal fonte de secrecdo, correspondendo a ~ 72% dos niveis
circulantes totais da proteina (ROCA-RIVADA et al., 2013). As fibras lentas (s6leo) secretam
aproximadamente 40% mais FNDC5/irisina do que o musculo glicolitico rapido (gastrocnémio),
20% mais do que tecido adiposo subcutaneo e 60% mais do que o tecido adiposo visceral
aproximadamente (ROCA-RIVADA et al., 2013). Ja em humanos obesos, 0 FNDC5 foi expresso
de forma igualitaria na gordura visceral, subcuténea e epigastrica (GERHARD et al., 2014).

Seja a liberacdo através do tecido muscular, adiposo ou outros tecidos, a irisina quando
liberada na circulagdo possui fungdes de multiplos espectros: (i) inibe a diferenciacdo adipogénica
enquanto promove a diferenciacdo osteogénica; (ii) influencia a fun¢do do musculo esquelético,
pancreas, figado, cérebro e 0sso; (iii) aumenta a sensibilidade a insulina, metabolismo, cognicéo e
osteogénese; (iv) reduz a resisténcia insulinica e as chances de desenvolvimento do DM2,
aumentando a sensibilidade do receptor de insulina no musculo esquelético e no tecido cardiaco;

(v) melhora o metabolismo hepatico da glicose e dos lipideos e; (v) promove o escurecimento do
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TAB (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019). As principais atividades da irisina/FNDC5
estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1- Principais atividades fisiologicas mediadas por FNDC5/Irisina.
Tecido Acéo da irisina/FNDC5

4 Captacéo de glicose

v Gliconeogénese

v Glicogendlise
Musculo 4 Metabolismo lipidico

4 Captacéo lipidica

Tecido Escurecimento do TAB
4 Gasto energético

4 Captacéo de glicose

4 Lipolise

v Acumulacio lipidica

adiposo

Pancreas 4 Insulina e secrecdo de glucagon
4 Regeneracdo da fungdo das células
4 Sobrevivéncia das células B protegendo da apoptose

Osso Promove a diferenciacdo osteogénica
v NUmeros de osteoclastos
4 Massa cortical 6ssea e forga

Regulacdo do apetite

Induz a neuroprotecéo

Aumenta a sobrevivéncia celular
Auxilia na diferenciacéo neural

Cérebro

4 Glicogénese
v Glicogenolise
v Lipogénese
Previne o acumulo de TG hepatico

Figado

FNDCS: fibronectina tipo Il1- contendo dominio 5; TAB: tecido adiposo branco; TG: triglicerideos. Fonte:
Adaptado de Arhire, Mihalache e Covasa (2019).

Nesse sentido, a irisina atua localmente, de maneira autocrina/paracrina, e quando liberada
na circulacdo, age de maneira semelhante a um horménio, mediando a atividade periférica em
varios tecidos e érgaos (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019).
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1.25 Irisina e obesidade

A principal fonte de secrecéo de irisina/FNDC5 em roedores e humanos ainda ocorre
através do musculo esquelético, seguido de adipdcitos subcutaneos, e em menores quantidades pelo
tecido adiposo visceral (LOPEZ-LEGARREA et al., 2014; PERAKAKIS et al., 2017; ROCA-
RIVADA et al., 2013). No entanto, dados recentes mostraram que em individuos obesos a irisina
é regulada no TAV mas ndo no tecido adiposo subcutaneo (FRUHBECK et al., 2020).
Experimentos in vitro confirmaram a secrecao de irisina em pré-adipdcitos, adipocitos humanos e
em adipdcitos 3T3-L1 (HUH et al., 2012). Semelhante a outras adipocinas, 0 FNDC5 impediu a
hiperlipemia induzida por dieta rica em gordura, o acimulo de lipideos hepaticos e a oxidacéo e
autofagia de &cidos graxos no figado (LIU et al., 2016). Além disso, modelos de células animais
para o estudo da obesidade verificaram que o FNDC5 atenuou a inflamacéo do tecido adiposo e a
resisténcia insulinica em macrofagos de camundongos obesos, através da AMPK. Reforcando a
ideia de que o FNDC5 pode desempenhar papéis benéficos na prevencdo da inflamacdo, na
obesidade e DM2 (XIONG et al., 2018).

Varios estudos examinaram a ligacdo entre irisina circulante, adiposidade e obesidade em
humanos com resultados inconsistentes (ARHIRE; MIHALACHE; COVASA, 2019). Alguns
estudos mostram que a condicdo da obesidade, aumenta os niveis circulantes de irisina. Essa
observacdo apoia a hipétese inicial de que a irisina desempenha um papel compensatorio frente a
distarbios metabdlicos, como obesidade, comprometimento da homeostase da glicose e resisténcia
insulinica (GUILFORD et al., 2017; KURDIOVA et al., 2014; PEREZ-SOTELO et al., 2017;
ROCA-RIVADA et al., 2013). Similar a resisténcia a leptina, também foi sugerido um estado de
resisténcia a irisina (PERAKAKIS et al., 2017) ou “irisinemia” (SANCHIS-GOMAR; PEREZ-
QUILIS, 2013) dos adipdcitos maduros durante a obesidade, impedindo seus efeitos beneficos.
Essa resisténcia seria resultante da secrecdo excessiva da irisina por adipocitos maduros, na
tentativa de alcancar a homeostase metabdlica (PERAKAKIS et al., 2017; SANCHIS-GOMAR,;
PEREZ-QUILIS, 2013). No entanto, outros estudos encontraram uma correlagdo negativa entre 0s
niveis circulantes de irisina, indice de massa corporal (IMC) (RASHID et al., 2020), a quantidade
de tecido adiposo (GRYGIEL-GORNIAK; PUSZCZEWICZ, 2017) e reducdes nas concentracdes
plasmaticas em pacientes com obesidade mérbida (FRUHBECK et al., 2020).
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1.2.6  lIrisina e glicose

Nos achados iniciais, Bostrom et al. (2012) relataram que 0s animais que se tornaram
resistentes a acdo da insulina provenientes de uma dieta hiperlipidica; ao serem expostos ao
adenovirus expressando FNDCS5 tiveram melhora na homeostase glicémica associadas a reducéo
da insulina plasmatica. Desde entdo, a irisina parece desempenhar um papel ativo na melhoria da
homeostase da glicose e niveis mais altos sugerem um potencial terapéutico no controle de
comorbidades associadas a obesidade e resisténcia insulinica (MORENO-NAVARRETE et al.,
2013).

Em resumo, a irisina demonstrou estimular a captacéo de glicose em 30% através da via
AMPK, nas células musculares em um mecanismo que provavelmente envolve a translocacao de
p38 MAPK-GLUT4 (LEE et al., 2015a). Ademais, o tratamento com irisina aumentou em até 80%
a expressdo de genes envolvidos no transporte de glicose, no metabolismo lipidico dos midcitos e
suprimiu em até 40% genes que estdo envolvidos na glicogendlise ou gliconeogénese
(PERAKAKIS et al., 2017). A irisina promove a proliferacdo de células B através das vias de
sinalizacdo ERK e p38 MAPK e melhora a funcionalidade desse tecido, o que reduziria os niveis
de glicose no sangue e melhoraria a tolerancia a glicose. Ademais, a irisina previne a apoptose de
células B pancredticas resultantes da hiperglicemia persistente, através da regulacdo negativa de
proteinas pré-apoptoticas (LIU et al., 2017).

1.2.7 Irisina e exercicio

A manutencdo da massa corporal por meio de dieta e treinamento fisico é benéfica na
prevencdo de distlrbios metabolicos associados a obesidade (BASTU et al., 2018; FAGUNDO et
al., 2016). Os niveis circulantes de irisina sdo aumentados em individuos treinados e
progressivamente reduzidos naqueles menos ativos e sedentarios (ARHIRE; MIHALACHE;
COVASA, 2019). Dados iniciais demonstraram um aumento de 65% de irisina no plasma de
camundongos submetidos a 3 semanas voluntarias de exercicio espontaneo (BOSTROM et al.,
2012). Desde entdo, diversos exercicios aerdbicos avaliaram a circulagéo da irisina em humanos e
camundongos, incluindo natacdo, corrida, exercicio voluntario. Varios estudos mostram que
exercicios aerobicos de curta duracdo (ANASTASILAKIS et al., 2014; AYDIN et al., 2014) e
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longa duragéo (BOSTROM et al., 2012; KIM et al., 2016) aumentam a concentracdo de FNDC5 e

irisina em humanos e animais.

No entanto, alguns dados falharam em confirmar a resposta de irisina/FNDC5 pelo
exercicio (PETERSON; MART; BOND, 2014; SAMY; ISMAIL; NASSRA, 2015; SEO et al.,
2014; WU et al., 2014). Essas discrepancias foram explicadas pelo fato de que os niveis de irisina
parecem ser afetados por intensidade, duragdo, frequéncia semanal, estado nutricional e
variabilidade entre espécies (FATOUROS, 2018). Dessa forma, recentes dados mostram que a
maioria dos protocolos para avaliar a irisina/FNDCS5 utilizaram de intensidade moderada a vigorosa
(60% a 90%) com duracao de 3 e 21 semanas de 2 a 5 dias por semana, porém trouxeram resultados
contraditorios (FATOUROS, 2018). Considerando o estado nutricional, o exercicio aerdbico
associado a dieta hiperlipidica em animais obesos e ndo obesos, mostrou elevar a irisina/FNDC5
(BOSTROM et al., 2012; KANG et al., 2019; LU et al., 2016; MORTON et al., 2016;
SCHAALAN; RAMADAN; ABD ELWAHAB, 2018), enquanto a restri¢do calérica e a perda de
peso parecem reduzir a secrecdo de irisina (CRUJEIRAS et al., 2014; DE LA IGLESIA et al., 2014;
VARELA-RODRIGUEZ et al., 2016). Por fim, os estudos em animais apontam para diferentes
direcdes, sem unanimidade sobre os efeitos do exercicio e regulacdo termogénica da irisina
(FATOUROS, 2018).

1.3 Estratégias para o controle da obesidade

No intuito de controlar os efeitos nocivos da obesidade no remodelamento do tecido
adiposo e evitar a instalacdo de um processo inflamatério, dispositivos farmacol6gicos tem
almejado novos alvos que regulam a massa corporal e atuam sobre o ganho de peso. No entanto,
quando o tratamento farmacoldgico € interrompido, € esperada a retomada do ganho de peso;
portanto a terapia deve ser sempre associada a mudangas nutricionais e comportamentais
(MANCINI; HALPERN, 2006). Bray et al. (2016) reforcam que os medicamentos centrados na
perda de peso, demonstram baixa eficacia na manutencdo do peso corporal além de produzir
diversos efeitos colaterais (BRAY et al., 2016).

Dentre os métodos propostos para tal finalidade, o treinamento fisico e a intervencgéo
dietética sdo os principais destaques para o controle da expansdo do tecido adiposo visceral
(VERHEGGEN et al., 2016). Esta bem estabelecido, a partir de uma variedade de estudos, que o
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treinamento fisico e a composicao da dieta podem regular a massa corporal (HALL; GUO, 2017),
diminuir a gordura abdominal e reduzir o tecido adiposo visceral (ISMAIL etal., 2012; KEATING
etal., 2015; MERLOTTI et al., 2017; VERHEGGEN et al., 2016). Dessa forma é preciso destacar

os efeitos de cada intervencdo no controle de alteracbes metabdlicas.
1.3.1  Treinamento Fisico

O exercicio fisico representa a quebra da homeostase de um organismo, devido ao
aumento da demanda energética. Dessa forma, um treinamento fisico deve proporcionar adaptacdes
cardiovasculares, musculares e hemodinamicas para suprir a nova demanda metabdlica (BRUM et
al., 2004). As adaptacdes cardiovasculares incluem aumento do volume sistolico e débito cardiaco,
aumento do consumo maximo de oxigénio. Parte destas adaptacOes regulam a sinalizacdo da
atividade transcricional e traducional do musculo esquelético e adipocitos, que através da secrecao
de citocinas favorecem o aumento da biogénese mitocondrial e melhoram a flexibilidade
metabolica neste tecido (FERGUSON-STEGALL et al., 2011; VIDAL; STANFORD, 2020). O
sistema nervoso simpaético é o principal responsavel pela lipolise e termogénese do tecido adiposo
branco frente ao treinamento fisico (RODRIGUES et al., 2021; UETA et al., 2012). Durante o
exercicio, as catecolaminas, especialmente a adrenalina, sao responsaveis pela ativacao da via de
sinalizacdo adrenérgica nos adipocitos, aumentando a atividade lipolitica responsavel pela
fosforilagdo de proteinas-chave no processo de lipdlise e termogénese aumentando
consequentemente a oxidacdo de acidos graxos (KEATING et al., 2015; RODRIGUES et al.,
2021).

Frente ao exposto, o exercicio fisico é importante para a manutencdo da adiposidade e
massa corporal pois resulta no aumento do gasto energético. Dessa forma, a intensidade, volume,
frequéncia e tipo do exercicio determinam o gasto de energia. De acordo com a posi¢do do
American College of Sports Medicine (ACSM) (GARBER et al., 2011), a declarac¢do do European
College of Sport Science (FOGELHOLM; STALLKNECHT; VAN BAAK, 2006) e a American
College of Cardiology e da American Heart Association (JENSEN et al., 2014), é recomendado
para o controle de sobrepeso e obesidade, a realizacéo de exercicio fisico por >150 min/semana de
exercicio de intensidade moderada a vigorosa por semana para a manutencdo dos efeitos
fisiologicas e adaptacdes associadas ao treinamento fisico. Mas isso ndo significa que quantidades

reduzidas de atividade ndo sejam benéficas. Um estudo com 416.175 individuos mostrou que entre
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15 a 100 minutos de exercicio por dia, os riscos de mortalidade por todas as causas sao reduzidos
em cerca de 4% a cada 15 minutos adicionais de exercicio (WEN et al., 2011).

Devido a alta capacidade de remodelacdo do TAB e das fungdes enddcrinas dos
adipdcitos, a preservacdo da funcdo do TAB saudavel e a diminuicdo da adiposidade,
principalmente a gordura visceral, tem sido considerada uma abordagem atraente para o tratamento
ou prevencdo de distdrbios metabolicos relacionados a obesidade (KAHN; WANG; LEE, 2019;
ROCHA-RODRIGUES et al., 2018a; VERHEGGEN et al., 2016). A reducdo da gordura visceral
estd associada a melhora da homeostase da glicose, perfil lipidico e reducéo do estado inflamatorio
(CAMPOS et al., 2019; VERHEGGEN et al., 2016). No entanto, alguns estudos observaram que a
reducdo da gordura visceral pode ocorrer sem que haja alteracdo na massa corporal e, ainda assim,
atenuar os disturbios metabdlicos advindos da obesidade (KUK; JANISZEWSKI; ROSS, 2007;
VISSERS et al., 2013). Isso, porque é reconhecido que as redugdes nos depositos de gordura
abdominal sdo mais determinantes que as redugdes de massa corporal ou IMC no tratamento da
sindrome metabdlica, uma vez que a obesidade abdominal € o principal indicador da disfuncdo do
tecido adiposo (PALEY; JOHNSON, 2018).

O exercicio tanto na forma aerébica como o de resisténcia ¢é eficaz em reduzir a gordura
ectopica. Dentre as modalidades, o exercicio aerdbico de intensidade moderada a vigorosa parece
ter um efeito maior no tecido adiposo visceral quando comparado ao treinamento aerdbico de baixa
intensidade ou o treinamento de forgca (VISSERS et al., 2013). Isso inclui a reducéo da gordura
visceral, na gordura hepéatica e possivelmente na gordura pancredtica em adultos com
sobrepeso/obesidade e DM2 (SABAG et al., 2017). Niveis mais elevados de exercicio fisico,
especialmente aerdbicos, podem atenuar o risco de doengas cardiovasculares, resisténcia insulinica
e DM2 causados pela obesidade, reduzindo os parametros de adiposidade visceral (GAESSER,
2007; HUMLGAN, 2010; LEFEVRE et al., 2009).

Dessa forma, o exercicio fisico promove beneficios a salde mesmo que na auséncia de
perda de peso, caracterizando essa intervencdo como mais do que apenas um agente termogénico
(PETRIDOU; SIOPI; MOUGIOQOS, 2019). Ainda assim o aumento do gasto energéetico é um
importante processo alcancado através do treinamento, uma vez que a termogénese mediada pelo
exercicio promove a metabolizacdo de substratos que atuam na regulacdo do peso corporal e ativam

enzimas que catalisam etapas importantes nas vias catabdlicas (BOSTROM et al., 2012;
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PETRIDOU; SIOPI; MOUGIOS, 2019; WESTERTERP, 2017). Mais especificamente, 0 consumo
de glicogénio hepatico e muscular, aumenta a glicogendlise no musculo e no figado; aumenta a
glicolise e a fosforilacdo oxidativa no musculo; aumenta a lip6lise no tecido adiposo e musculo; e
a oxidacao de acidos graxos no musculo (PETRIDOU; SIOPI; MOUGIQS, 2019).

1.3.2  Intervencdo dietética

Uma das estratégias utilizadas para controlar as disfuncbes metabdlicas da obesidade é
induzir a um estado de balanco energético negativo. Esse processo tem como intencdo resultar na
reducdo do excesso de adiposidade, especialmente visceral, promovendo futuros efeitos positivos
no organismo (ROSS; SONI; HOULE, 2020). Para isso, diversas intervencdes dietéticas podem
ser utilizadas, como restringir a quantidade de calorias ingerida, alteracdo no padrdo e quantidade
das refeicBes ou diferentes combinacbes na composicdo da dieta ou macronutrientes. Tanto a
restricdo da ingestdo de calorias quanto de gorduras tem demostrado resultados efetivos no
tratamento da obesidade (ARD; MILLER; KAHAN, 2016).

A intervencdo dietética esta associada a efeitos positivos na adiposidade e ao menor risco
de eventos cardiovasculares por promover reducdo acentuada da adiposidade, declinio da massa
corporal e aumento da oxidacdo de gorduras (DE JESUS; KAHAN; ECKEL, 2016; HALL et al.,
2015). A alteragdo na proporcdo de macronutrientes, como as proteinas, carboidratos e lipideos
tém efeitos diferentes no metabolismo energético e podem induzir a perda de peso e mudangas de
composicéo corporal (ARD; MILLER; KAHAN, 2016). J& foi evidenciado que durante a ingestdo
ad libitum, ha diferencas na resposta oxidativa entre dietas isocaléricas com alto teor de gordura
quando comparada a dietas com baixo teor de gordura. Isso ocorre porque o aumento da ingestdo
de gordura esta vinculado a respostas termogénicas mais lentas, que correspondem a uma reducao
de aproximadamente 30% na termogénese (MAFFEIS et al., 2001). Beneficios adicionais incluem
melhorias no perfil lipidico, com redugdo do colesterol total, triglicerideos, e da lipoproteina de
baixa densidade; mas parece néo alterar o metabolismo da glicose (LU et al., 2018; WILLEMS et
al., 2021).

O mecanismo através do qual a dieta com reducédo de gorduras induz a oxidacéo de acidos
graxos e reducdo da adiposidade ainda ndo estd completamente elucidado. Dentre as hipdteses

formuladas a preservacdo de macromoléculas associadas a sobrevivéncia celular é essencial em
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processos metabdlicos quando existe escassez de nutrientes, levando o organismo a uma
reprogramacao dos substratos disponiveis (SMITH et al., 2018). Especialmente a reducdo da
ingestdo energeética leva a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo para fornecer combustivel ao
organismo (DUSZKA et al., 2020). Dessa forma, em situacGes de deplecdo energética no
organismo, ocorre um retardo na conversdo de ADP em ATP o que aumenta razdo AMP/ATP e
ADP (CUI et al., 2013; DUSZKA et al., 2020). A molécula de AMPK funciona como principal
sensor energético das relacdbes AMP/ATP e ADP/ATP (DUSZKA et al., 2020). Em mamiferos,
dentre os mecanismos propostos de ativacdo, a AMPK desempenha um papel central. As fungdes
da AMPK implicam que sua ativacdo pode participar na mediacdo dos efeitos benéficos da
intervencdo dietética (CUI et al., 2013).

Uma vez ativada, a AMPK promove a preservacdo do ATP ao suprimir vias que
consomem energia e aumentam a expressao de proteinas envolvidas no catabolismo. Este processo
resulta na mobilizacdo da energia para reestabelecer o suprimento de ATP ao organismo,
aumentando a expressdo de fatores que resultam na inibi¢do da sintese de acidos graxos, colesterol
e TG, enquanto ativa a captacdo de &cidos graxos e PB-oxidacdo (DUSZKA et al., 2020).
Adicionalmente, a reducdo no consumo de gorduras pode induzir a elevacdo da proteina UCP-1
em adipdcitos brancos que induzem a transdiferenciacdo para adipdcitos beges e portanto séo
responsaveis pelos efeitos positivos sobre a adiposidade e o metabolismo energético (SHIRKHANI
etal., 2018).

1.3.3 Combinacao de intervencao dietética e exercicio

Como discutido acima, tanto a dieta quanto o exercicio fisico induzem a melhorias no
perfil metabdlico e pardmetros de adiposidade associados a obesidade (VERHEGGEN et al., 2016).
Ademais, sdo importantes no controle de fatores de risco, além de diminuir o risco de doengas
cardiovasculares, DM2 e mortalidade (CLARK, 2015). Portanto, parece provavel que a

combinacéo das duas intervencdes potencialize os efeitos de ambas na reducao da obesidade.

Existe um crescente corpo de literatura que geralmente recomenda a combinagédo de
treinamento e intervencao dietética para a reducdo significativa da massa corporal (VERHEGGEN
et al., 2016). A combinacdo de intervencgdo dietética e exercicio, tanto resisitido quanto aeroébico,

promovem efeitos superiores a intervencdo da dieta de forma exclusiva na reducdo da massa
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corporal e massa de gordura corporal, preservando a massa livre de gordura. Ainda sdo eficazes
em promover efeitos positivos nos niveis hormonais e perfil lipidico no sangue (CLARK, 2015).
Embora o treinamento promova uma perda de peso significativo a curto prazo, o resultado é
potencializado quando o exercicio fisico € combinado com a intervencdo dietética. Ademais essa
associacéo evita de forma mais efetiva o reganho de peso (IOM, 2004). No entanto, alguns achados
mostraram que a combinagdo das intervencfes ndo potencializaram a prevencao dos fatores de
risco para eventos cardiovasculares quando comparados a intervencéo dietética de forma isolada
(NICKLAS et al., 2009).

Em suma, a disfuncdo metabodlica resultante da obesidade pode levar a doencas cronico-
degenerativas que produzem efeitos deletérios no organismo. Especialmente a gordura visceral,
que é considerada a protagonista nos efeitos sisttmicos e inflamatdrios causados pela obesidade.
Dessa forma preservar a funcao saudavel do TAB e prevenir o ganho de peso, especialmente do

tecido adiposo visceral deve ser uma prioridade.

Parte da baixa eficiéncia no gerenciamento da obesidade, se deve a lacuna de
conhecimento que ainda persiste em fatores que atuam na regulacdo da massa corporal e da massa
de gordura. Embora seja conhecido o papel da obesidade na producédo de alteracdes que prejudicam
o funcionamento dos adipdcitos brancos, recentemente fatores que interferem na obesidade vém
sendo descobertos bem como seus efeitos nas células adiposas, como a irisina/FNDC5 e
marcadores inflamatorios/anti-inflamatdrios. Nesse sentido, estudos adicionais sdo necessarios
para explorar os fatores secretados pelo tecido adiposo e muscular que promovem acdes corretivas
e fisioldgicas no processo da obesidade e na resposta as estratégias para o tratamento da obesidade.
Ademais, diferencas entre o tecido adiposo subcuténeo e visceral tem sido reportado de forma
extensiva na literatura. No entanto, os diferentes compartimentos do tecido adiposo visceral
possuem caracteristicas especificas que provavelmente respondem de forma particular a indugdo
da obesidade e as intervencGes para manutencdo da obesidade. Desse modo, se faz necessario a
compreensdo do funcionamento desses depoésitos e consequentemente suas agdes no processo da

obesidade e tratamento.

Adicionalmente, a transdiferenciagdo do TAB em um tecido adiposo termogenicamente
ativo pode ser um potencial terapéutico no controle da obesidade. Evidéncias sugerem que

moléculas dependentes do musculo podem promover o escurecimento e aumentar o0 gasto de
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energia e reduzir a massa de gordura corporal em humanos. No entanto, 0S mecanismos
moleculares pelos quais o exercicio exerce seus efeitos positivos no organismo ainda precisam de
mais esclarecimentos. Desde entdo pesquisadores exploram essas relacdes a fim de desenvolver
mecanismos supra fisioldégicos ou drogas que mimetizem os efeitos do exercicio (CASTILLO-
QUAN, 2012). Portanto, os resultados dessa pesquisa irdo facilitar a compreensdo de moléculas
envolvidas no escurecimento do TAB com o objetivo final de desenvolver novas terapéuticas para

o tratamento da obesidade.
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2 HIPOTESES

A dieta hiperlipidica por 8 semanas sera eficiente em promover o fendtipo obeso com
aumento da adiposidade visceral, deposicdo ectdpica em Orgdos adjacentes e aumento dos
marcadores inflamatorios sistémicos além de aumentar a concentracdo de marcadores associados

a regulacdo energética, como leptina;

O treinamento aerdbico e a intervencgdo dietética de forma independente irdo promover
efeitos positivos sobre o metabolismo da glicose e dislipidemia, irdo atenuar o ganho de massa
corporal e adiposidade visceral, consequentemente reduzindo as concentracdes de marcadores
inflamatorios; além de aumentar a secrecdo de adipocitocinas a fim de promover corregdes

fisiologicas resultantes da obesidade;

A combinacdo da intervencdo dietética e treinamento aerdbico vao potencializar as
respostas observadas de forma independente através das intervencdes e serdo reafirmadas como

estratégias para atenuar as disfun¢fes metabdlicas advindas da obesidade;

A irisina/FNDC5 irdo aumentar frente ao treinamento aerdbico e reduzir frente a
intervencdo dietética. Ainda, a combinacdo da intervencao dietética e treinamento aerdbico irdo
elevar a irisina/FNDC5.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Este estudo pretende determinar a modulacdo de irisina, marcadores infamatorios,
parametros da composicao corporal e depdsitos adiposos viscerais frente a intervencéo dietética e

treinamento fisico.
3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a eficacia de 8 semanas de dieta hiperlipidica na inducdo da obesidade em ratos,
quanto a composi¢do corporal, depdsitos de tecidos adiposos e dosagens bioquimicas;

o Avaliar os efeitos de 4 e 8 semanas do treinamento fisico aerébico sobre as concentracdes
de irisina circulante, expressdo de FNDC5 no gastrocnémio, e os parametros de composicéo
corporal, adiposidade visceral e biomarcadores relacionados a obesidade de animais alimentados

com dieta hiperlipidica;

o Avaliar os efeitos de 4 e 8 semanas de intervencdo dietética sobre as concentracdes de
irisina circulante, expressédo de FNDC5 no gastrocnémio, e os parametros de composicao corporal,
adiposidade visceral e biomarcadores relacionados a obesidade de animais alimentados com dieta
hiperlipidica;

o Quantificar as concentra¢des dos marcadores inflamatdrios no soro: TNF- o 1L-10, IL-1p,

irisina; TG; HDL glicemia; insulina e, calcular a partir desses valores o indice HOMA-IR e VLDL,

o Determinar os parametros de composicdo corporal: massa corporal (MC), percentual de
gordura corporal (%GC), area corporal (AC), massa livre de gordura (MLG), massa de gordura
(MGC) e, densidade mineral 6ssea (DMO) e;

o Avaliar a morfometria de adipdcitos dos tecidos adiposos viscerais: EPl, RET e MES e,

figado.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados sessenta e seis ratos machos Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia). Os ratos foram obtidos no biotério central da UFSCar (=300g) e foram
alimentados com racao padrdo de laboratdrio até completarem 107 dias de idade, para permitir que
se ajustassem ao novo ambiente. Os animais foram alocados de forma randomizada, baseada na
estratificacdo da massa corporal por quartil (primeira e segunda intervencdo) em grupos de 3 a 4
em caixas opacas de polipropileno com tampas de aco inoxidavel em condi¢bes ambientais
controladas: temperatura de 23 + 1 °C, umidade de 50-60%, ciclo claro escuro invertido (ciclo
escuro: das 06:00 as 18: 00 e ciclo claro: das 18:00 as 06:00) e tiveram acesso ad libitum a agua e
alimentos. O protocolo experimental durou 16 semanas. Todos os procedimentos deste estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 7631210617) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

4.2 Protocolos experimentais
4.2.1  Primeira intervencéo- Inducéo da obesidade

Ao completarem 107 dias, 66 animais foram subdivididos de forma randomizada para receber uma

das seguintes dietas durante 8 semanas: dieta padréo ou dieta hiperlipidica.

Grupo dieta padrdo (CD): composto por 7 animais que receberam dieta padrdo por 8 semanas e

sofreram eutanasia;

Grupo dieta hiperlipidica (HFD): composto por 59 animais que receberam dieta hiperlipidica por
8 semanas. Dos 59 animais que receberam a dieta, 7 animais desse grupo foram eutanasiados ao
final de 8 semanas, para caracterizacdo da obesidade e posteriores anélises. Os 52 animais restantes

seguiram para a intervencdo subsequente.
4.2.2  Segunda intervencdo- Treinamento e intervencgado dietética

Apos 8 semanas recebendo dieta hiperlipidica para inducdo da obesidade, os 52 animais restantes

do grupo obeso, foram subdivididos em 4 grupos:
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Grupo dieta hiperlipidica treinado (HFD-EX): composto por 14 animais que mantiveram o consumo
de dieta hiperlipidica e foram submetidos ao protocolo de exercicio;

Grupo dieta hiperlipidica sedentario (HFD-Sed): composto por 11 animais que mantiveram o

consumo de dieta hiperlipidica e ndo foram submetidos ao protocolo de exercicio;

Grupo dieta padrdo treinado (CD-Ex): composto por 14 animais que foram submetidos a
intervencdo dietética e, portanto, retornaram o consumo a dieta padrdo e foram submetidos ao

protocolo de exercicio;

Grupo dieta padrdo sedentario (CD-Sed): composto por 13 animais que foram submetidos a
intervencdo dietética e, portanto, retornaram o consumo a dieta padréo e nao foram submetidos ao

protocolo de exercicio.
4.2.3  Composicdo das dietas

Para a producdo da dieta os ingredientes foram distribuidos na proporcéo de 3:2:2:1,
previamente padronizada por Estadella et al. (2004) e utilizado desde entdo para inducdo da
obesidade (COSTA et al., 2021; DUARTE et al., 2008; OISHI et al., 2018; SENE-FIORESE et al.,
2008). A cada 100g foram utilizados 37,5¢g de racdo padrdo da marca Agromix (Jaboticabal, SP,
Brasil); 25g de amendoim torrado; 25g de chocolate ao leite; 12,5g de bolacha maisena. Os
ingredientes secos foram pesados em balanca de precisdo (Marte Cientifica AS 2000C, Sé&o Paulo,
SP, Brasil), posteriormente triturados, homogeneizado e modelado em forma de pellets.

A dieta foi preparada semanalmente e armazenada em sacos plasticos contendo em média
1 kg, a temperatura de — 20 °C. A dieta padrdo foi oferecida aos animais que compuseram o grupo
dieta padréo ad libitum. A composicdo centesimal das dietas (Tabela 2) foi estimada através da

bromatologia.



Tabela 2 - Composicéo centesimal da dieta

HFD CD
Valor energético (cal/g) 4.665,00 3.854,00
Umidade e volateis (%) 14,72% 12,47%
Gordura (%) 20 4,80
Carboidratos (%) 32,90 39,23
Proteina (%) 18,12 22,81
Fibras (%) 2,97 5,82
Matéria mineral (%0) 3,29 6,87
Potassio (%) 0,60 1,26
Calcio (%) 0,52 1,2
Sédio (%) 0,14 0,22
Vitamina A (Ul/kg) 1.149,00 25.000,00
Vitamina D3 (Ul/kg) 836,90 4,000,00
Vitamina E 229,94 mg/kg 80,00 Ul/kg
Maltose (%0) Né&o detectado Né&o detectado

Xilose livre (%)
Glicose livre (%)
Frutose livre (%)
Sacarose (%)
Lactose (%)
Galactose livre (%)

Rafinose (%0)

Néo detectado
0,12%
0,17%
12,49%
1,88%

Néo detectado

0,30%

Né&o detectado
Né&o detectado
Né&o detectado
1,65%
N&o detectado
Né&o detectado

0,74%

CD: dieta padrdo; HFD: dieta hiperlipidica. Fonte: Adaptado de Costa et al. (2021).
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4.2.4  Desenho experimental

Ap0s as 8 semanas da primeira intervencdo os animais sofreram eutandésia por decapitagdo
(Figura 4). ApGs 4 e 8 semanas apo6s o inicio da segunda intervencdo os animais sofreram eutanasia

(n=5-7) por decapitacdo, como mostra o esquema abaixo:

Figura 4 - Esquema representativo dos grupos, protocolos experimentais e eutanasia.

‘ Primeira intervencio ‘ Segunda intervencio
.. Eutanasia
Eutandsia (n=7/cada grupo) Eutanasia Composigio corporal
Composigéo corporal Composigao corporal Coleta de tecidos
Coleta de tecidos Coleta de tecidos Andlises bioguimicas
Andlises bioquimicas Andlises bioquimicas  5p4)ige histologica
0 8 12 16
FAdaptagéo l | | |
- I 0 I'4 I'g

Grupo controle magra
CD (n=7)

CD-Ex (n=7)

CD-Ex (n=7) /

(4,8% de
gordura)

CD-Sed (n=7) —{ cDSed (n=6) | /< "o
Wistar N
(n=66)
Chesidade induzida
por dieta hiperlipidica - ¢
HFD (n=5%) B /.__::‘
HFD-Ex HFD-Ex || /oS o
(n:'{ ) (n:'{) -
 Adipécitos LY
{» Irisina/Fndcs (20% de e | e
e gordura) HFD-Sed HFD-Sed A&
{n=6) {n=5) | i

Os animais foram induzidos a obesidade por 8 semanas. Apds as 8 semanas da primeira intervencdo os
animais foram eutanasiados. Apds 4 e 8 semanas (nimeros destacados em vermelho na linha do tempo)
durante a segunda intervencdo os animais foram eutanasiados para coleta dos tecidos, avaliagdo dos
parametros metabolicos e de composicao corporal. HFD: grupo dieta hiperlipidica; CD: grupo dieta padréo;
HFD-EX: grupo dieta hiperlipidica treinado; HFD-Sed: grupo dieta hiperlipidica sedentério; CD-Ex: grupo
dieta padrédo treinado; CD-Sed: grupo dieta padrao sedentario. Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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4.2.5 Adaptacao ao treinamento e divisdo dos grupos

O periodo de adaptagdo teve o objetivo de minimizar o comportamento de “stop and go”
visualizado no modelo Wistar durante a atividade de corrida; reduzir o estresse e, aperfeicoar a
mecanica de movimento dos animais sem necessariamente promover adaptacdes fisiologicas
(KUNSTETTER et al., 2018). Dessa forma, antes de iniciar o protocolo de treinamento, na oitava
semana de experimentacéo, os animais foram adaptados a corrida na esteira ergométrica adaptada
para ratos durante 5 dias consecutivos adaptado de Lee et al. (2015) (LEE et al., 2015b). A duracao

e velocidade de cada sessdo esta descrita na Tabela 3:

Tabela 3 - Protocolo de adaptacéo na esteira

Diasle?2 Dias3¢e4 Dia5
Intensidade 6 m/min 8 m/min 10 m/min
Duragéo 10 min 12 min 15 min

min: minutos; m/min: metros/minutos. Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Como forma de selecdo dos animais para compor 0s grupos exercitados, os animais foram
avaliados quanto a sua adaptabilidade a atividade de corrida e padrdo de movimento durante todo
0 periodo de adaptacdo perante o uso da tabela proposta por Rachetti et al. (2013), como descrito
na Tabela 4. Foram selecionados 0s animais que apresentaram a maior média de nota apés as cinco

sessdes de adaptacéo ao treinamento fisico (valores da tabela entre 3 e 5) (RACHETTI et al., 2013).

Tabela 4 - Medida para avaliacdo do desempenho dos animais durante a adaptacéo

Classificacdo Desempenho

1 Recusou-se a correr

2 Corredor abaixo da média- esporadico, para e vai, sentido
errado

3 Corredor na média

4 Corredor acima da média- consistente, ocasionalmente
caiu para tras na esteira

5 Bom corredor- permaneceu consistentemente, na frente da
esteira

Fonte: Adaptado de Rachetti et al., (2013).
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4.2.6 Protocolo de teste maximo

O protocolo de teste maximo foi realizado no sexto dia ap6s a adaptacdo (ou seja, dois
dias antes do inicio do treinamento) para determinar a velocidade méxima e intensidade do
treinamento. O mesmo teste foi repetido quatro semanas apos o inicio do treinamento para reajuste
da velocidade méaxima para as proximas sessdes e, depois do periodo de treinamento fisico para
avaliacdo final. A intensidade de exercicio foi estimada pela distancia total percorrida e velocidade
méaxima obtida no Gltimo estagio do teste de esforco (BROOKS; WHITE, 1978). O teste de esforco
em esteira comecou com velocidade de 6m/min sem nenhuma inclinacdo, aumentando a velocidade
2 m/min a cada 2 minutos, até a fadiga dos animais (BROOKS; WHITE, 1978; SOUZA et al.,
2018). Foi determinado como exaustdo a incapacidade do animal em manter o padrdo de
movimento e acompanhar a velocidade da esteira imposta no determinado estagio, mesmo apos
estimulos na cauda. O tempo da fadiga (em minutos) e a velocidade maxima (em metros/minutos)
foram determinados como 100% da capacidade de exercicio e usados para a determinacdo da
intensidade das sessdes de treinamento. Durante a adaptacdo, teste de esforco e treinamento fisico
utilizamos da pressdao manual aplicada na parte distal da cauda como forma de estimulo para a

manutencdo da corrida. N&do foi utilizado choque elétrico como forma de estimulo.
4.2.7  Protocolo de treinamento

O protocolo de treinamento aerdbico continuo consistiu em sessdes de corrida em esteira
ergométrica adaptada para ratos, contendo seis pistas individuais separadas entre si por baias feitas
em acrilico, sempre entre as 8-12 horas respeitando o ciclo claro-escuro dos animais. O protocolo
teve frequéncia de trés sessfes semanais, por oito semanas, com duracdo de 60 minutos por sessao
na intensidade moderada, correspondendo a 65-80% (parte principal) da velocidade maxima (Vmax)
obtida no teste de esforco, e 0% de inclinacdo. No primeiro dia de treinamento, 0s animais
realizaram o protocolo durante 20 minutos, com um agquecimento de 10 minutos (50-60% da Vmax)
e 10 minutos de treinamento a intensidade de 80% da Vmax. NO segundo dia de treinamento, 0s
animais realizaram o protocolo durante 40 minutos, com um aquecimento de 10 minutos, 20
minutos na parte principal (80% da Vmax) € 10 minutos de volta a calma. Do terceiro dia e até o
final do experimento, foram mantidas a mesma intensidade e duragdo dos treinos até o final do

treinamento conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Protocolo de adaptacéo e treinamento dos animais.

Dial Dia2 Dia 3 (até o final)
Duracao 20 min 40 min 60 min
Aquecimento 10 min (50-60%) 10 min {50-60%) 10 min [{50-60%)
Treinamento 10 min {80%) 20 min (80%) 40 min (65-80%)
8has12h  voltaacalma 10 min (50%) 10 min (50%)

[/ |

Adaptacio

Diaz le 2: 6 m/min (10 min})
Diasg 3 e 4: 8 m/min {12 min)
Dia 5: 10 m/min {15 min }

Aquecimento
0-5 minutos: 50% V4
5-10 minutos: 60% V.,

Os animais do grupo de treinamento, foram submetidos a um protocolo aerébico continuo em esteira
ergomeétrica, entre as 8-12 horas. O protocolo teve frequéncia de trés sessGes semanais, por oito semanas,
com duracdo de 60 minutos por sessdo, na intensidade moderada. Vmax: velocidade maxima; m/min:
metros/minutos; min; minutos. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Cada sessdo de treinamento foi fracionada em trés partes, sendo 10 minutos para
aquecimento (0-5 minutos: 50% da Vmax € 5-10 minutos: 60% da Vmax), 40 minutos para a parte
principal (65-80% da Vmax) e 10 minutos de volta a calma (50% da Vmax). Tendo em vista
adaptacOes inerentes a pratica do treinamento fisico e mecéanicas que aumentam a capacidade do
esforgo fisico, os animais realizaram um reteste de esforco maximo quatro semanas apos o inicio
do treinamento (conforme previamente mencionado), e as intensidades das sessbes foram
posteriormente reajustadas. Os animais exercitados foram eutanasiados 48 horas apos a ultima

sessao de esforgo fisico, a fim de reduzir os efeitos agudos promovidos pelo treinamento.
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4.3 Perda amostral

Durante a intervencdo inicial até 4 semanas, 1 animal do grupo HFD-Sed, morreu de
causas nao identificadas. Durante a segunda intervencdo, de 4 a 8 semanas, 1 animal do grupo

CD-Sed e 1 animal do grupo HFD-Sed, morreram de causas ndo identificadas.
4.4 Coleta dos tecidos

Os tecidos adiposos epididimal (EPI), retroperitoneal (RET) e mesentérico (MES), figado,
pancreas, gastrocnémio, soleo e EDL foram dissecados, pesados e imediatamente congelado em
nitrogénio liquido para posteriormente serem armazenados em freezer a -80 °C. As massas dos

tecidos foram relativizadas em relagdo a massa corporal:
Massa relativa dos tecidos (g/100g) = Massa absoluta dos tecidos x 100/ Massa corporal
4.5 Controle de massa corporal e consumo alimentar

A massa corporal de cada animal e o consumo alimentar foram avaliados a cada 2-3 dias,
entre 8 e 12 horas (periodo matutino) durante todo o periodo experimental. A dieta foi oferecida
trés vezes por semana e a ingestao alimentar foi calculada pela diferenca de peso entre a quantidade
de comida ofertada subtraindo a quantidade restante de comida (Consumo Alimentar (g) = racédo
ofertada — sobra da racdo ofertada). A ingestdo energética por rato (kcal/rato) foi calculada como:
consumo alimentar*Et (Et € a energia total da dieta alimentar que é 4.665, 00 cal/g na HFD e
3.854,00 cal/g) (adaptado de Gong et al. (2016).

4.6 Composicao corporal

A avaliacdo da composicdo corporal foi realizada antes das eutanasias de 4 e 8 semanas
de intervengdo. Os animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (32mg/kg) e
posteriormente foram posicionados em decubito ventral para serem escaneados pelo equipamento
DEXA (Densitometria de Emisséo de Dupla) (Hologic Inc., Bedford, MA, 4500). Dessa forma,
foram obtidas a %GC, AC, MLG, MGC e DMO. As analises de imagem foram realizadas através
do software QDR 4500 (Hologic®).
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4.7 Analises bioquimicas
4.7.1 Glicose e Insulina

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada utilizando um glicosimetro Accu-Check
(Roche Diagnostic, Indianapolis, USA) apds 12 horas em jejum. Foi realizada uma puncéo na veia
caudal do animal para obtengé&o da gota de sangue. A insulina (ER1113) foi analisada de forma
sérica através ensaio de ELISA com o soro coletado apds a eutanasia.

O indice HOMA-IR (modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina) é um
método que se baseia na glicose e insulina plasmatica e tem sido utilizado para definir a resisténcia
insulinica (MATTHEWS et al., 1985). Para isso, foi calculado o indice HOMA-IR através da
férmula: insulina de jejum (ng/ml) X glicemia de jejum (mg/dl)/405 (ROZA et al., 2016).

4.7.2  Perfil lipidico

As determinacdes bioquimicas das fracGes lipidicas foram realizadas através de ensaio
enzimatico colorimétrico por kits Bioclin (Belo Horizonte, MG, Brasil) apds 12 horas em jejum.
Colesterol total monoreagente (CT) (Ref. KO83- Bioclin), HDL (Ref. KO15- Bioclin) e TG (Ref.
K117- Bioclin) foram avaliados e o0 ensaio seguiu as recomendac6es do fabricante. As lipoproteinas
VLDL foram calculadas a partir do triglicerideos, através da formula: TG/5 (FRIEDEWALD;
LEVY; FREDRICKSON, 1972).

4.7.3  Andlise bioquimica de irisina, leptina, IL-1p, IL-10, TNF-a e insulina

O kit de irisina (MET-5089) foi adquirido pela Cell Biolabs (San Diego, USA). As
citocinas IL-1B (ab255730), e leptina (ab100773) foram adquiridas pela Abcam ® (Cambridge,
Reino Unido). As citocinas IL-10 (n°. 555134) e TNF-o (n°. 558535) foram adquiridas pela BD
Biosciences Pharmingen (San Diego, Califérnia, EUA). O kit de insulina (ER1113) foi adquirido
pela Fine Biotech Co., Ltd (Wuhan, China). A analise foi realizada no Laboratdrio de Parasitologia
do Departamento de Morfologia e Patologia da UFSCar, sob a supervisdo da Profa. Dra. Fernanda
de Freitas Anibal.

A determinacdo da concentracgdo sérica das citocinas e adipocinas foi realizada a partir do

soro centrifugado através de ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA). Apo0s a eutanasia o
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sangue foi previamente coletado e acondicionado em tubos sem anticoagulante por
aproximadamente 30 minutos até a sua coagulacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 1500 xg por 10 minutos (Hettich® Universal 320R). O soro resultante desta centrifugacdo foi

aliquotado em microtubo e congelado a -80 °C até o momento das analises.

A técnica de ELISA foi realizada de acordo com as instrucGes do fabricante. De forma
geral, foram adicionados 50-100 puL de cada amostra (duplicadas) as placas de alta afinidade
sensibilizadas com anticorpos anti-citocinas. Apés a incubacdo, as placas foram lavadas com
tampdo de lavagem especifico de cada citocina e incubadas com anticorpos anti-citocinas
biotinilados ou conjugado com enzima peroxidase. Apo6s a incubacdo, as placas foram lavadas com
tampéo de lavagem e incubadas com solugdo de substrato (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine). A
reacao enzimatica foi bloqueada com solucédo stop (acido sulfurico 0,5N) e a leitura foi realizada
imediatamente no espectrofotdbmetro em 450nm. As concentrag¢fes das amostras foram calculadas
a partir da curva de titulagéo dos padrdes e as concentragdes finais expressas em pg/ml ou ng/ml
dependendo do kit.

4.8 Western Blotting

A proteina FNDCS5 foi quantificada no tecido gastrocnémio através da técnica de Western
Blotting. Para a obtencédo do extrato proteico, os tecidos foram processados em um de tampéo de
extracdo proteica (SDS 0,1 % (p/v); Triton 1 % (v/v); Tris-HCI ph 7,8; 50 mM; NaCl 150 mM;
EDTA 15 mM; EGTA 5 mM) adicionado de inibidores de protease Complete-mini Roche®
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Em seguida os tecidos foram processados no equipamento
FastPrep-24™ (MP Biomedicals, Solon, OH, EUA) para homogeneizagdo dos tecidos e
posteriormente foram centrifugados 10.000 rpm (Eppendorf ® 5430R); por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em microtubos permanecendo a -80 °C até o momento das
andlises. A quantificacdo proteica foi baseada na curva padrdo em relagdo a concentracdo, atraves
do ensaio colorimétrico de proteinas a base de acido bicinconinico (BCA, AR0146-500), de acordo
com as instrugdes do fabricante (Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, EUA). As
amostras foram acondicionadas em placas de ELISA (NEST Biotechnology, Wuxi, Jiangsu, China)
para leitura e analisadas no leitor de microplacas SpectraMax i3 através do Software (SoftMaxPro,
Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, CA, Estados Unidos). As amostras foram calculadas para

manter a concentracgdo de 60 pg em um volume final de 20pl por pogo do gel.
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Os lisados proteicos foram separados por eletroforese em um gel de 15% SDS-PAGE com
auxilio de minicubas verticais (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, Estados Unidos). As
proteinas do gel foram eletrotransferidos para uma membrana de nitrocelulose em sistema
submerso de acordo com as instruc@es do fabricante (GE HealthCare, Marlborough, MA, EUA).
Em seguida, a membrana foi bloqueada com uma solucao de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado
em TBST) por 1 hora em temperatura ambiente e agitacdo constante. Finalmente, a membrana foi
incubada com anticorpo primario FNDC5 (ab174833; 1: 1.000; Santa Cruz®) diluidos em 5% de
leite desnatado em TBST durante a noite (aproximadamente 17 horas). No dia seguinte,
prosseguiu-se com a lavagem de 3 ciclos por 10 minutos cada em TBST. As membranas entéo
foram lavadas e incubadas com goat anti-rabbit 1gG-HRP diluidos em TBST (sc-2004; 1:2.500;
Santa Cruz®). Como controle endégeno as membranas foram incubadas durante a noite
(aproximadamente 17 horas) com anti-GAPDH (ab181602, Abcam/ MAB5718, R&D System). No
dia seguinte, prosseguiu-se com a lavagem de 3 ciclos por 10 minutos cada em TBST. As
membranas entdo foram incubadas com um anticorpo secundério apropriado: anti-rabbit (1:10.000,
sc2357, Santa Cruz) ou anti-mouse (1:5.000, sc516102, Santa Cruz) durante 1 hora em temperatura
ambiente. O anticorpo ligado a membrana foi detectado usando o método quimioluminescente
aprimorado (ECL) de Amersham (GE HealthCare, Marlborough, EUA) a detec¢do
quimioluminescente foi feita pelo equipamento Chemidoc (Bio Rad). A intensidade das faixas
identificadas foi quantificada por densitometria usando o software de imagem ImageJ (National

Institutes of Health) e € relatada em unidades arbitrarias.
4.9 Analise histologica

Para analise histopatoldgica, o lobo caudado do figado, e um fragmento dos tecidos EPI,
RET e MES foram colocados em cassetes histolégicos e inseridos em um tubo com 10% de
formalina por grama por 48 horas. Apds a fixacdo, os tecidos foram transferidos para um recipiente
contendo alcool 70% (volume igual ao usado para a formalina) até o momento das analises. Para a
histologia o tecido foi desidratado por 1 hora em alcool 90%, 1 hora em alcool absoluto e em
seguida, foi realizada uma troca e as amostras foram deixadas overnight em alcool absoluto. No
dia seguinte foram realizadas mais 2 trocas de alcool absoluto (1 hora) e entdo os tecidos foram
diafinizados a cada 1 hora com 50% xilol (3 vezes). Apos a diafinizacéo, o tecido foi impregnado

por 1 hora em parafina de 58-62°C; e a 60°C com parafina overnight. No dia seguinte, o tecido foi
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impregnado mais 1 hora em parafina de 58-62°C. Por fim, os tecidos foram incluidos em parafina

histoldgica (Merck Milipore, S&o Paulo, Brasil).

Depois da inclusdo em parafina, as amostras de tecido incorporadas foram cortadas por
micrétomo rotativo, com cortes de 5 um de espessura. Para expansao, o tecido foi mergulhado em
alcool e depois levado a um banho maria de 40-42°C por 1 minuto para melhor aderéncia a lamina.
Duas secgdes de tecido foram entdo colocadas em laminas de microscopio e ficaram secando na
estufa por um periodo de 24 h. O tecido foi entdo desparafinizado em xilol, hidratado em banhos
crescentes de alcool e reidratado em agua destilada. Subsequentemente, os cortes foram corados
em hematoxilina e eosina (HE) e enxaguado em &gua corrente para remover 0 excesso de corante.
Apo6s esse processo, o tecido foi desidratado em &lcool absoluto e clarificado com xilol até
montagem permanente com resina Permount (Fisher Chemical™). As laminas coradas com HE
foram escaneadas (3D Histech Pannoramic Desk BF) e digitalizadas utilizando-se o programa

Pannoramic Viewer.
49.1  Andlise das sec¢des histologicas do figado

Para analisar as imagens histoldgicas ap0s a oitava semana de intervencdo foram pré-
determinadas 5 areas aleatdrias: 4 areas nas extremidades (inferior, superior, direita, esquerda) e 1

area no centro da imagem (Figura 6A).
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Figura 6 - Analise das secc6es histologicas do tecido hepatico.
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(A) Areas aleatorias pré-determinadas para avaliacdo da histologia; (B) Determinacéo dos 4 quadrantes a
partir da veia centrolobular; (C) A densidade da esteatose foi avaliada por contagem contendo 390 pontos
sobrepostos na fotomicrografia. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Apos a determinacdo, em cada area, foram selecionados mais 4 quadrantes a partir da
localizagé@o da veia centrolobular em uma ampliacdo de 20x (100 pm). Um total de 20 campos
histologicos por amostra foram analisados. A anélise morfométrica foi realizada utilizando Image
J (National Institutes of Health). A esteatose hepatica foi avaliada pela estimativa da densidade do
volume de goticulas de gordura (Vv) nos hepatécitos (CATTA-PRETA et al., 2011). O Vv foi
estimado por pontos contados usando a férmula Vv = PP / PT, onde PP é o nimero de pontos que
coincidem com a goticula de lipideos e PT é o nimero total de pontos (NOVAES et al., 2013). As
células binucleadas foram avaliadas utilizando a mesma férmula, em que PP representava o nimero
de pontos que continham células binucleadas. Foram definidos um total de 390 pontos no total em
uma area total de (At) de 3,12 x 10° pm?

4.9.2  Analise das secces histoldgicas dos adipécitos

Para analise das imagens, cinco campos de cada amostra foram coletados com ampliacdo
de 20x para quantificagdo. Os arquivos foram analisados quanto a area de adipdcitos pelo plugin
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Adiposoft (v. 1.15) do ImageJ Fiji (v 2.0.0) (GALARRAGA et al., 2012; PARLEE et al., 2014). O
plug-in Adiposoft foi equalizado com um didmetro entre 25 e 200 um. Para cada condigédo foi
selecionada uma amostra de n=5 e 100 células adiposas por animal foram avaliadas. A frequéncia
de distribuicéo relativa foi calculada através do o Graph-Pad Prism Versdo 8.0 (FERLAND et al.,
2020; PARLEE et al., 2014).

4.10 Incorporacéo de lipideos

Para determinar o contetido de lipideos totais no figado foi utilizada a técnica adaptada
por Stansbie et al. (1977). Para isso, 1g de tecido foi pesado em balanca analitica e incubado com
3 ml de KOH (30%) no banho maria a 70 °C por 15 minutos. Foram entéo adicionados 3 ml de
etanol absoluto e ficaram incubados por mais 1 hora e 45 minutos a 70 °C. ApoGs essa etapa, a
solucdo foi resfriada em temperatura ambiente por 10 minutos. Foi acrescentado 2,5 ml de H2SO4
6N com os tubos no gelo e 8 ml de éter de petréleo e agitacdo constante por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e mais 6 ml de éter de petréleo foram adicionados e agitados por mais 10
minutos. Apés agitacdo, o sobrenadante foi retirado e mais 4 ml de éter de petrdleo foram
adicionados e agitados por mais 10 minutos. Apos agitacdo, o sobrenadante foi retirado e mais 2
ml de éter de petroleo foram adicionados e agitados por mais 10 minutos. Apoés a agitacdo final, o
tubo foi lavado com &gua destilada e o decantado foi aspirado. O contetdo foi transferido para um
tubo de cintilacdo e evaporado na capela (STANSBIE et al., 1977). Apds total evaporagdo 0s
frascos foram pesados para determinar a porcentagem do contetdo lipidico, através da formula:
[peso final do frasco de cintilagéo (g) - peso do frasco de cintilacdo vazio (g) x 100] / peso do tecido
amostra utilizada (g)) (LINO et al., 2018).

411 Analise estatistica

Todas as anélises estatisticas foram realizadas usando o Graph-Pad Prism Verséo 8.0 e R.
Para verificar se os dados seguiram uma distribuicdo normal, o teste de normalidade de cada
conjunto de dados foi realizado pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. Na primeira intervencgéo, as
comparacgOes entre os grupos foram realizadas usando um teste t de Student bicaudal ou teste de
Mann-Whitney dependendo da normalidade dos dados. O efeito da dieta e do exercicio e a
interacdo da dieta*treinamento, da segunda intervencéo, foi analisado usando ANOVA Two-Way.
Quando o ANOVA foi contra-indicado, utilizamos o ANOVA-ART (aligned rank transform
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ANOVA) (ELKIN etal., 2021). O Teste de Dunn ou Tukey (em funcéo da normalidade dos dados)
para andlise post hoc foi realizado para avaliar as compara¢des multiplas. O coeficiente de
correlagcdo de Spearman foi usado para analisar as correlagdes entre todas as variaveis do estudo e
a interpretacdo foi realizada segundo Mukaka et al., (2012) (MUKAKA, 2012). O critério para
significancia estatistica foi p<0,05 (bicaudal), utilizando-se valores de p ajustados para
comparagBes multiplas por False Discovery Rate. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Inducéo da obesidade através da dieta hiperlipidica palatavel
5.1.1 Evolucédo da massa corporal e consumo alimentar

A evolucdo da massa corporal € mostrada na Figura 7A. Desde a primeira semana, 0S
animais alimentados com dieta hiperlipidica mostraram aumento da massa corporal (HFD: 508,6
* 6,5 g versus CD: 458,4 + 11,9 g, p= 0,0030) em comparacdo aos grupos controle. A diferenca
aumentou progressivamente até o final do experimento. Quanto ao consumo alimentar (Figura 7B
e 7C) e energia consumida, ndo foram observadas diferencas significativas entre os animais HFD

e CD durante todo o experimento.

Figura 7 - Efeitos da dieta hiperlipidica sobre a massa corporal e no consumo alimentar
durante 8 semanas.
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(A) A massa corporal de ratos Wistar machos foi registrado semanalmente; (B) O consumo alimentar foi
registrado semanalmente; (C) A energia consumida pelos animais foi calculada segundo a densidade
energética especifica de cada dieta. CD: dieta padrdo; HFD: dieta hiperlipidica. Os resultados estdo
apresentados como média + EPM. *p<0,05 vs. CD (teste t de Student ou Mann-Whitney em funcéo da
normalidade dos dados com correcéo de Bonferroni). Fonte: elaborada pelo prdprio autor.
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5.1.2 Efeitos da dieta hiperlipidica sobre a composicédo corporal, adiposidade e parametros

metabdlicos

Os parametros de composicao corporal ap6s o periodo de obesidade induzida pela dieta
(primeira intervencao) estdo descritos na Tabela 5. Ao final de 8 semanas, um aumento de + 20%
na MC foi observada em animais HFD em relacdo ao grupo CD. Para confirmar a inducéo da
obesidade, os parametros de adiposidade foram avaliados pelo DEXA. Apos 8 semanas, MC, %GC,
MLG, AC e MGC foram maiores no grupo HFD do que no grupo CD. Engquanto a DMO néo foi

diferente.

Tabela 5 - Composicao corporal dos animais alimentados com dieta padréo e dieta
hiperlipidica por 8 semanas.

Parametros CD (n=7) HFD (n=7) p
MC (g) 509,1 + 13,1 613,7 + 13,7 <0,0001*
AC (cm?) 81,47 +£1,92 95,58 + 1,34 <0,0001*
%GC 12,53+ 0,71 22,47 +1,33 <0,0001*
MLG (g) 445,0 +10,6 475,4 + 8,0 0,0417*
MGC (g) 64,0+ 4,4 138,3+10,5 <0,0001*
DMO (g/ cm?) 0,17 + 0,00 0,17 = 0,00 0,5553

CD: dieta padrdo; HFD: dieta hiperlipidica; MC: massa corporal; AC: éarea corporal; %GC: percentual de
gordura corporal; MLG: massa livre de gordura; MGC: massa de gordura corporal; DMO: densidade
mineral dssea. Os resultados estdo apresentados como média = EPM. * p<0,05 vs. CD (teste t de Student ou
Mann-Whitney em func¢éo da normalidade dos dados). Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Ao final de 8 semanas de dieta hiperlipidica, os depositos do tecido adiposo foram
avaliados (Tabela 6). Os compartimentos viscerais EPI, RET, MES e TAM apresentaram maior
massa no grupo HFD em comparac¢do ao CD. Enquanto o musculo gastrocnémio foi menor quando
comparado ao grupo CD. Em relacdo aos demais tecidos avaliados ndo constaram diferencas

significativas em figado, pancreas, soleo e EDL.



Tabela 6 - Massa dos tecidos dos animais alimentados com dieta padrao e dieta
hiperlipidica por 8 semanas.
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Parametros CD (n=7) HFD (n=7) p
MES (g/100 g MC) 0,71 £ 0,06 1,73+£0,17 0,0001*
RET (g/100 g MC) 1,00 £ 0,11 2,13+0,20 0,0004*
EPI (g/100 g MC) 1,14+ 0,11 2,40 £ 0,24 0,0006*
TAM (g/100 g MC) 0,08 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,0430*
Figado (g/100 g MC) 2,52 £ 0,07 2,50+ 0,13 0,9328
Pancreas (9/100 g MC) 0,14 + 0,00 0,13 +0,00 0,2766
Gastrocnémio (g/100 g MC) 0,48 £ 0,01 0,44 £ 0,01 0,0432*
Séleo (g/100 g MC) 0,05 £ 0,00 0,05+ 0,00 0,1187
EDL (g/100 g MC) 0,09 £ 0,00 0,09 £ 0,00 >0,9999

CD: dieta padrao; HFD: dieta hiperlipidica; MC: massa corporal; MES: tecido adiposo mesentérico; RET:
tecido adiposo retroperitoneal; EPI: tecido adiposo epididimal; TAM: tecido adiposo marrom; EDL.:
musculo extensor longo dos dedos. Os resultados estdo apresentados como média £ EPM. * p<0,05 vs. CD
(teste t de Student ou Mann-Whitney em funcdo da normalidade dos dados). Fonte: elaborada pelo préprio
autor.

No que se refere aos parametros bioquimicos, a glicemia e o HDL registraram valores
maiores no grupo dieta hiperlipidica quando comparado ao grupo controle. O CT, TG, VLDL,
insulina e indice HOMA-IR ndo foram significativamente diferentes (Tabela 7).

Tabela 7 - Parametros bioquimicos dos animais alimentados com dieta padréo e dieta
hiperlipidica por 8 semanas.

Parametros CD (n=7) HFD (n=7) p
Glicemia (mg/dl) 100,9 £ 3,7 115,7+ 3,2 <0,0107*
Insulina (ng/ml) 0,3+£0,0 0,3+0,0 0,2593

HOMA-IR 0,1+0,0 0,1£0,0 0,0855

CT (mg/dl) 57,7 £57 47,7+9,0 0,3683

HDL (mg/dl) 418+72 69,1 +8,7 0,0326*

TG (mg/dl) 180,6 + 24,2 236,2 + 38,2 0,2423

VLDL (mg/dl) 36,7 +4,6 472+76 0,2423

CD: dieta padrdo; HFD: dieta hiperlipidica; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade;
VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; HOMA-IR: modelo de avaliagdo da homeostase de
resisténcia a insulina. Os resultados estdo apresentados como média + EPM. * p<0,05 vs. CD (teste t de
Student ou Mann-Whitney em funcéo da normalidade dos dados). Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Para avaliar o perfil inflamatdrio dos animais foi realizada a quantificacdo sérica de
citocinas (Tabela 8). A unica diferenca significativa foi encontrada na irisina. Nenhuma das outras

citocinas diferiram significativamente entre o grupo CD e HFD.

Tabela 8- Adipocitocinas dos animais alimentados com dieta padréo e dieta hiperlipidica
por 8 semanas.

Citocinas CD (n=7) HFD (n=7) p
Irisina (ng/ml) 3,0+£05 8,2+23 0,0472*
IL-1B (pg/mil) 209,7 £19,0 201,6 + 24,2 0,6200
IL-10 (pg/ml) 378,0£ 23,9 351,6 £ 60,9 0,6940
TNF-a (pg/ml) 988,0 + 306,8 1008,0 £ 292,6 0, 9630

Leptina (pg/ml) 145,8 + 44,0 226,8 + 74,5 0,3674

CD: dieta padrédo; HFD: dieta hiperlipidica, IL-1p: interleucina-1 beta, IL-10: interleucina-10, TNF-a: Fator
de necrose tumoral alfa. Os resultados estdo apresentados como média = EPM. * p<0,05 vs. CD (teste t de
Student ou Mann-Whitney em func¢do da normalidade dos dados). Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Em relagdo a irisina sérica (Figura 8), interessantemente os valores estiveram maiores no
grupo HFD (8,2 = 2,3 ng/ml) em relagédo ao grupo CD (3,0 + 0,5 ng/ml) (p=0,0472). No entanto,
guando analisada a expressao proteica no gastrocnémio, o FNDC5 apresentou menores valores no
grupo HFD (1,10 = 0,06) em relacéo ao grupo CD (1,42 + 0,01) (p=0,0166).



72

Figura 8 - Valores séricos de irisina e expressao proteica de FNDCS5.
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(A) Valores séricos de irisina em animais alimentados com dieta padrdo e dieta hiperlipidica por 8 semanas;
(B) Expressdo proteica de FNDC5 no musculo gastrocnémio. CD: dieta controle; HFD: dieta hiperlipidica;
FNDCS5: fibronectina tipo I11- contendo dominio 5. Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
* p<0,05 vs. CD (teste t de Student ou Mann-Whitney em funcdo da normalidade dos dados). Fonte:
elaborada pelo proprio autor.

Para verificar se houve correlacdo dos parametros metab6licos com a composicao corporal
dos animais, foi realizada uma matriz de correlacdo de Spearman entre as variaveis do estudo. A
correlacdo entre irisina e FNDC5 esta apresentada na Figura 9. Foram observadas correlacdes
significativas apenas no grupo CD. As correlagdes foram positivas e fortes entre irisina e EPI (r=
0,775, p=0,049); irisina e TAM (r= 0,954, p=0,005) e; FNDC5 e IL-1p (r= 0,857, p=0,024).
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Figura 9 - Correlacédo de Spearman entre irisina e FNDCS5 e caracteristicas gerais do estudo
de acordo com os grupos alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) e dieta padrao (CD)
apods 8 semanas.
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(A) Mapa de calor da correlacdo de Spearman entre irisina e FNDCS5 e caracteristicas gerais do estudo. A
intensidade da cor varia de O (coeficiente de correlacdo fraco) até +1/-1 (coeficiente de correlacdo forte);
(B) Correlacéo de Spearman entre irisina e tecido adiposo epididimal (EPI) no grupo dieta padréo (CD); (C)
Correlagéo de Spearman entre irisina e tecido adiposo marrom (TAM) no grupo dieta padréo (CD); (D)
Correlagdo de Spearman entre FNDCS5 e interleucina 1-beta (IL-1p) no grupo dieta padréo (CD). MC: massa
corporal; EPI: tecido adiposo epididimal; RET: tecido adiposo retroperitoneal; MES: tecido adiposo
mesentérico; TAM: tecido adiposo marrom; Gast: gastrocnémio; EDL: masculo extensor longo dos dedos;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos; HDL.: lipoproteina de alta densidade; VLDL.: lipoproteina de muito
baixa densidade; %GC: percentual de gordura corporal; DMO: densidade mineral éssea; MGC: massa de
gordura corporal; MLG: massa livre de gordura; IL-1B: interleucina 1-beta; TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa; IL-10: interleucina-10; HOMA-IR: modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina;
FNDCS: fibronectina tipo Il1- contendo dominio 5 *A correlacdo de Spearman € significativa com p<0,05.
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5.1.3  Discussao

Nosso estudo mostrou que a dieta promoveu aumento na massa corporal, adiposidade
corporal e aumento dos depositos viscerais no grupo HFD, evidenciando o fenotipo obeso. A
obesidade ainda foi acompanhada por alteragdes em parametros bioquimicos como aumento da
glicose circulante e irisina sérica. Interessantemente, além do grupo HFD ndo manifestar sinais de
dislipidemia, ainda foram observados aumentos na fracdo HDL e reducéo da expressdo proteica de

FNDCS5 no gastrocnémio.

Muitas pesquisas simulam uma dieta hiperlipidica de 60% para causar obesidade severa e
provocar alteracBes metabodlicas de forma mais precoce, porém foi demonstrado que 45% de
gordura na dieta é suficiente para levar a alteracdes metabolicas que resultem na obesidade
(SPEAKMAN, 2019). Ainda, o padrdo de consumo de gordura na dieta de seres humanos fica em
torno de 30-40%. Portanto, o uso de dietas para induzir a obesidade com mais de 40% de gordura
é muito extremo em comparagdo com a dieta ocidental e torna dificil a reprodutibilidade em
humanos (LAI; CHANDRASEKERA; BARNARD, 2014). Por outro lado, neste estudo, a dieta
hiperlipidica palatavel foi composta por um teor de gordura de 20%. Embora a nossa dieta tenha
menor densidade energética comparada com dietas de alto teor de gordura, comprovamos aqui o
fendtipo obeso apds 8 semanas de inducédo. Esses resultados sdo consistentes com estudos prévios
que usaram uma composicdo semelhante para induzir a obesidade (DUARTE et al., 2008;
ESTADELLA et al., 2004; OISHI et al., 2018; SENE-FIORESE et al., 2008). Apds seis semanas
de dieta hiperlipidica, os animais manifestaram um quadro de inflamacéo crénica de baixo grau e
disfuncdo endotelial, aumentando os riscos para doencas cardiovasculares (OISHI et al., 2018).
Outros dados, ainda mostraram que independentemente do aumento de massa corporal, 0s
depdsitos viscerais e a taxa de lipogénese de adipdcitos foram aumentados apés oito semanas de
dieta hiperlipidica (DUARTE et al., 2008; ESTADELLA et al., 2004; SENE-FIORESE et al.,
2008).

A combinacgdo de niveis elevados de gordura e acUcar tornam os alimentos densos em
energia mais palataveis, mascarando seu alto teor de gordura (DREWNOWSKI et al., 2012;
GOMEZ-SMITH et al., 2016). Nesse sentido, em modelos experimentais, 0 equivalente mais
préximo da dieta alimentar ultraprocessada humana é a dieta cafeteria que possui alimentos

variados com diferentes valores nutricionais, com alta densidade energética e de alta palatabilidade,
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mimetizando as caracteristicas obesogénicas da dieta humana (GOMEZ-SMITH et al., 2016;
LEIGH; KENDIG; MORRIS, 2019). Evidéncias recentes sugerem que a dieta hiperlipidica leva a
hiperfagia, aumento na frequéncia das refeicdes e na ingestdo de energia devido a palatabilidade
dadieta (LEIGH; KENDIG; MORRIS, 2019; LICHOLAI et al., 2018; SULEIMAN; MOHAMED;
BAKAR, 2020). A hiperfagia decorrente da palatabilidade da dieta € resultante da alteracdo na
regulagdo central que afeta o padréo de comportamento, incluindo neurotransmissores e hormonios
especificos (CARLIN et al., 2016; FORDHAL; LOCKE; JONES, 2016). No entanto, nossos dados
mostraram que o grupo HFD durante todo o experimento apresentaram consumo similar ao grupo
CD. De acordo com os resultados presentes, Gao, Ma e Liu (2015) mostraram que embora nédo
tenham visto alteragdo no consumo entre 0s grupos, relatou que os animais alimentados com HFD
aumentaram a massa corporal de forma independente da ingestdo alimentar, semelhante a nossa
observacdo. Uma possivel explicacdo para esses achados é que a dieta rica em lipideos quando
comparada a dieta padrdo alcanga um nivel mais alto de eficiéncia energética que reprime a
capacidade oxidativa mitocondrial no figado e no musculo esquelético levando o corpo a manter a
homeostase, reduzindo o consumo alimentar (DIAZ-URBINA et al., 2018; GAO; MA; LIU, 2015).
Ademais, é importante ressaltar que o aumento da ingestdo energética ainda intensifica os sinais
de saciedade reduzindo progressivamente a ingestao alimentar como forma de prevenir o acentuado
ganho de peso (DIAZ-URBINA et al., 2018).

A exposicdo prolongada a dietas com alto teor lipidico induz a um aumento da massa
corporal em torno de 10% a 20% em relagdo aos controles (BUETTNER; SCHOLMERICH;
BOLLHEIMER, 2007). Nosso estudo confirma observacdes anteriores, e nossos animais HFD
apresentaram um aumento de 20% na massa corporal quando comparados aos animais CD. Esse
incremento foi observado em estudos anteriores a partir de 2 semanas de introducéo de HFD e o
fendtipo se tornou mais expressivo, apds 4 semanas de HFD (BUETTNER; SCHOLMERICH;
BOLLHEIMER, 2007). Nossos animais alimentados com HFD evidenciaram aumento na massa
corporal j& na primeira semana de introducdo da dieta e permaneceu elevada durante todo o
experimento. Ao final das 8 semanas de inducdo da obesidade, o aumento significativo foi de 80g
no grupo HFD. O aumento de massa corporal no entanto, nem sempre foi observado em todos os
estudos (DUARTE et al., 2008; ESTADELLA et al., 2004; HIGA et al., 2014; LACERDA et al.,
2018; MESSA et al., 2020; SENE-FIORESE et al., 2008). A massa corporal e o IMC néo sao a

melhor forma de acessar a composicao corporal, uma vez que nao refletem de forma acurada a
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quantidade de gordura visceral. Deste modo, 0 acesso a composi¢éo corporal , gordura total, massa
corporal através do DEXA tem sido utilizados como padréo ouro (PARENTE, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 1995, definiu como obeso, individuos com
o0 percentual de gordura maior do que 25% (WHO, 1995). De forma elegante, Ho-Pam, Campbell
e Nguyen (2011) discutiram que na verdade 22% de gordura corresponde ao valor de IMC definido
para obesidade (HO-PHAM; CAMPBELL; NGUYEN, 2011). Nesse estudo, nossos animais
apresentaram 22% de percentual de gordura se aproximando do valor definido pela (OMS) e por
Ho-Pam, Campbell e Nguyen (2011). Estudos consistentes apresentaram um aumento na massa de
gordura e percentual de gordura em animais induzidos a HFD (LACERDA et al., 2018;
VANGOITSENHOVEN et al., 2018). Uma dieta de 49% de gordura, apds 24 semanas, promoveu
um aumento de ~31% de gordura em ratos Wistar e 26% em animais controle, mensurados pelo
DEXA (LU et al., 2016). Os achados sdo diferentes do encontrado no nosso estudo, no entanto
podemos atribuir que o percentual de gordura foi mais do que o dobro ofertado em nossa dieta e ao
tempo de exposicdo a dieta. Ademais, nos achados de Lu et al. (2016) os animais HFD
apresentaram ~194 g de massa de gordura corporal versus ~176 g nos animais controle, superior
aos achados do nosso estudo. De Wilde et al. (2010) mostraram que camundongos C57BL/6J
induzidos a 8 semanas de obesidade com uma dieta de 45% de gordura resultou em 33% de gordura
corporal em animais controles e 44% em animais HFD. Embora o valor esteja muito superior aos
valores encontrados em nosso estudo, a diferenga de em torno de 10% (DE WILDE et al., 2010)

entre animais controles e obesos também foi observada em nossos animais.

O percentual de gordura e a massa de gordura sao importantes indicadores para comprovar
o fendtipo obeso em animais e humanos, no entanto ndo refletem de forma acurada a distribuicéo
regional de gordura. J& é conhecido na literatura que a localizacdo anatémica de gordura é
determinante nas consequéncias da obesidade, especialmente a adiposidade visceral é responsavel
pelas principais alterages negativas associadas a obesidade (KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER,
2016). Para confirmar se a alteracdo dos indicadores paramétricos e da composi¢cdo corporal
acompanhou a elevacéo da adiposidade visceral nos animais, 