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Resumo

A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) € caracterizada pelo acimulo de
gordura no figado e estd associada a obesidade e a resisténcia insulinica. A activina A,
membro da superfamilia do fator de crescimento e transformagdo  (TGF-p), inibe o
crescimento de hepatdcitos e induz a apoptose. A folistatina ¢ uma glicoproteina que
antagoniza as agOes bioldgicas da activina. O exercicio ¢ uma importante ferramenta
terapéutica na diminuicdo dos efeitos metabdlicos da obesidade. Objetivo: Neste
estudo, foi avaliado o padrao de expressao de activina A e folistatina no figado de ratos
obesos submetidos ao exercicio de natagao. Métodos: Ratos Wistar, machos e adultos
tiveram acesso livre a dieta padrdo (grupo controle, C) ou dieta hiperlipidica (58% Kcal
de gordura, grupo dieta hiperlipidica, DH) durante 12 semanas. O teste de tolerancia a
glicose (TTG) e o teste de tolerancia a insulina (TTI) foram realizados antes e apos 3, 4,
8 e 12 semanas. Apos 12 semanas, os animais C e DH foram distribuidos aleatoriamente
em grupos exercicio (CE e DHE) ou grupos sedentarios (CS e DHS). Os grupos CE e
DHE nadaram por 45 minutos as 9:00h e 17:00h, 5 vezes por semana, durante 4
semanas. Apos este periodo, os animais foram submetidos novamente ao TTG e foram
sacrificados por decapitacdo. O plasma foi coletado para analisar as enzimas hepaticas
alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e gama glutamil transferase
(GGT). O figado foi dissecado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80°C para posterior andlise. O RNAm da subunidade BA de activina e
folistatina foi quantificado por PCR-RT em tempo real. Resultados: O grupo DH
desenvolveu resisténcia a insulina de acordo com os testes TTG e TTIL. Os niveis de
ALT foram significativamente maiores no grupo DHS comparados com o grupo CS e
significativamente menores no grupo DHE comparados com o grupo DHS. Os niveis de
AST e GGT nao variaram entre os grupos. A expressao da subunidade BA de activina
foi significativamente maior no grupo DHE comparada com o grupo DHS. A expressao
de folistatina foi significativamente menor nos grupos CE e DHE comparado aos grupos
CS e DHS, respectivamente. Nao houve evidéncias de esteatose ou inflamagdo (grau 0)
no grupo C. Porém, no grupo DH a severidade da esteatose variou do grau 1 ao grau 3,
mas ndo foi associada com inflamacdo ou fibrose. Apés o periodo de treinamento, o
grupo DHE apresentou melhora na extensao da lesdo do parénquima hepatico, com
severidade da esteatose variando do grau 0 ao grau 1. Conclusao: Estes dados sugerem
que o exercicio reduziu os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica no figado e a
expressao local de activina-folistatina pode estd envolvida.

Palavras-chave: doenca hepdatica gordurosa nao alcoodlica (DHGNA), activina-
folistatina, exercicio.
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Abstract

Nonalcoholic Fatty Liver disease (NAFLD) is characterized by fat accumulation in the
liver and associated with obesity and insulin resistance. Activin A is a member of the
transforming growth factor (TGF)-B superfamily which inhibits hepatocyte growth and
induces apoptosis. Follistatin is a glycoprotein which antagonizes the biological actions
of activin. Exercise is an important therapeutic strategy to decrease the metabolic
effects of obesity. Aims: In this study, we evaluated the pattern of Activin A and
follistatin liver expression in obese rats submitted to swimming exercise. Methods:
Adult male Wistar rats were allowed free access to standard rodent chow (control group,
C) or HF diet (58% Kcal from fat, high-fat group, HF) during 12 weeks. Glucose
tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT) were performed at 12 weeks. After
12 weeks, C and HF rats were randomly assigned to a swimming training group (C-Ex
and HF-Ex) or a sedentary group (C-Sed and HF-Sed). C-Ex and HF-Ex swam for 45
minutes at 0900h and 1700h, 5 day week!, for 4 weeks. After this period, rats were
submitted again to GTT and then killed by decapitation. Plasma was collected for liver
enzymes, alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST) and gamma-
glutamyl transaminase (GGT) determination. Liver was dissected and immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at -70° C for subsequent analysis. Actvin PA subunit
and follistatin mRNA was quantified by real time RT-PCR. Results: HF developed
insulin resistance according to GTT and ITT tests. ALT levels were significantly higher
in HF-Sed than in C-Sed and significantly lower in HF-Ex than in HF-Sed. AST and
GGT did not vary among the groups. Actvin BA subunit mRNA was significantly
higher in HF-Ex than in HF-Sed. Follistatin mRNA was significantly lower in C-Ex and
HF-Ex compared to C-Sed and HF-Sed, respectively. There was no evidence of
steatosis or inflammation (grade 0) in C. In contrast, in HF the severity of steatosis
varied from grade 1 to grade 3. This was not associated with inflammation or fibrosis.
After the training period, HF-Ex showed improvement in the extent of liver parenchyma
damage, the severity of steatosis varying from grade 0 to grade 1. Conclusions: These
data suggest that exercise may reduce the deleterious effects of high-fat diet on liver and
the local expression of activin-follistatin may be involved.

Key words: nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), activin-follistatin, exercise.
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1. INTRODUCAO

A obesidade definida como excesso de gordura corporal, ocorre através da interacao
complexa entre fatores genéticos, dieta, metabolismo e grau de atividade fisica. Esta doenca
se tornou uma epidemia mundial e ¢ importante fator de risco para a doenca hepatica
gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA), tipo mais comum de doenca cronica do figado. A
DHGNA acomete, aproximadamente, 20-30% da populagdo adulta, porém com uma
prevaléncia maior no grupo de individuos com diabetes tipo 2 e obesidade, podendo afetar
mais de 75% dos sujeitos na populacdo obesa (Hilden et al, 1977; Bellentani et al, 2000;
Falck-Ytter et al, 2001; Bjornsson & Angulo, 2007). A DHGNA inclui um grande espectro de
lesdes hepaticas que varia de esteatose simples a cirrose (Brunt, 2001; Ramos et al, 2003;
Deng et al, 2005; Ahmed et al, 2009).

A DHGNA esta associada a obesidade, resisténcia a insulina ou diabetes tipo 2 e
dislipidemia (Knobler et al, 1999; Marchesini et al, 1999). Esta doenca hepética inclui todos
os individuos que tenham esteatose hepatica com ou sem inflamagao ativa. A esteatohepatite
ndo alcoodlica (EHNA) esta dentro deste espectro, limitando-se a esteatose hepatica com
inflamagao ativa, que pode progredir para fases mais avangadas como a cirrose e o carcinoma
hepatico (Deng et al, 2005; Ahmed et al, 2009; Smith et al, 2011).

A EHNA foi descrita pela primeira vez em 1980 por Ludwig et al, sendo caracterizada
por figado gorduroso e hepatite lobular em pacientes sem consumo expressivo de alcool. O
diagnostico desta sindrome requer a exclusdo do consumo significativo de dlcool e tem como
caracteristicas histopatoldgicas, lesdes causadas pela esteatose hepatica que podem ser
semelhantes ou idénticas a aquelas encontradas na hepatite alcoolica (Brunt, 2001).

Dentre os individuos com EHNA, metade desenvolve fibrose do figado, 15% a 20%

desenvolve cirrose e 3% pode progredir para insuficiéncia hepatica, dependendo da gravidade



¢ necessario transplante de figado (Marchesini et al, 1999; Guidorizzi de Siqueira et al, 2005).
Existe maior prevaléncia de EHNA em diabéticos e obesos (Falck-Ytter et al, 2001;
Guidorizzi de Siqueira et al, 2005).

Com relagdo a obesidade, a DHGNA estd mais proximamente associada com
obesidade central, pois os adipocitos viscerais sao mais propensos a lipolise liberando
quantidades significantes de 4acidos graxos (AG) livres que vao diretamente para o figado pela
veia porta (Guidorizzi de Siqueira et al, 2005; Smith et al, 2011). Este aumento da lipdlise nos
obesos se deve a insensibilidade a insulina (resisténcia a insulina) adquirida nos adipdcitos, o
que prejudica a sua agdo anti-lipolitica (Fong et al, 2000). Entre outras condigdes, dependendo
do grau de lesdo hepatica, o individuo pode desenvolver resisténcia a insulina ndo relacionada
a obesidade (Marchesini et al, 1999).

Pacientes sem obesidade ¢ sem diabetes também podem desenvolver a doenca por
ingestao de drogas (Berson et al, 1998), desnutri¢do, e bypass jejuno-ileal (Fong et al, 2000;
Yndestad et al, 2011).

A insulina estimula o crescimento e diferencia¢do celulares, e ¢ fundamental no
metabolismo de carboidratos e lipidios. Este hormonio anabdlico estimula a lipogénese,
glicogénese e sintese protéica, promovendo o estoque de substratos no tecido adiposo, figado
e musculo. A insulina também inibe a lipolise, impedindo a agdo da lipase hormdnio sensivel,
a glicogenolise e a degradagdo protéica (Saltiel & Kahn, 2001).

A sinalizacdo da insulina se inicia com a ligagdo do hormoénio ao seu receptor. O
receptor de insulina (RI), o principal mediador de sua agdo, pertencente & subfamilia dos
receptores que contém uma tirosina-quinase intrinseca. O RI é uma proteina tetramérica
composta por duas subunidades a e duas subunidades . A subunidade o inibe a atividade

tirosina-quinase da subunidade B funcionando como enzima alostérica. A insulina se liga a



subunidade o levando a inibicdo da atividade quinase da subunidade P seguida de
autofosforilacdo em tirosina e, logo apos, mudanga conformacional na subunidade B que
aumenta a atividade quinase. ApoOs sua ativacdo, o receptor de insulina fosforila alguns
substratos intracelulares como os substratos do receptor de insulina (IRS-1-4), Shc (Proteina
semelhante ao coldgeno com homologia Src), JAK-2 (Janus-quinase 2) ¢ Cbl (SAAD et al,
1996; Saltiel & Kahn, 2001). Estas proteinas fosforiladas interagem com outras moléculas de
sinalizag¢do, recrutando e ativando diversas vias de sinalizagdo incluindo a ativacdo da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3 quinase) que esta ligada as a¢des metabodlicas e mitogénicas
da insulina. Portanto, a ag@o final da insulina é aumentar a captacdo de glicose no musculo e
na gordura e bloquear a producdo de glicose pelo figado inibindo a glicogenodlise (Saltiel &
Kahn, 2001).

A resisténcia a insulina ¢ a desregulagdo destes processos e ¢ o principal fator que
promove a esteatose hepatica (Saltiel & Kahn, 2001; Lieber et al, 2004). Devido a redugao da
acdo anti-lipolitica da insulina, a lipase hormonio sensivel ndo ¢ inibida provocando aumento
da lipolise no tecido adiposo e conseqiiente aumento do fluxo dos AG livres para o figado.
Estes AG livres em excesso sdo esterificados no figado formando os triglicerideos que se
acumulam nos hepatdcitos. Estes triglicerideos também se acumulam no figado pela
superproducao e baixa liberagdo da lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) devido a
disfuncdo da lipase lipoprotéica provocada pelo aumento de AG livres. Esta disfun¢do no
metabolismo de lipidios, provocada pela resisténcia insulinica leva ao acimulo de gordura
nos hepatdcitos resultando em esteatose hepatica (Knobler et al, 1999; Fong et al, 2000).

A esteatose da EHNA geralmente ¢é caracterizada como macrovacuolar, sendo
observado um unico vactiolo grande no citoplasma do hepatécito deslocando seu nucleo para

a periferia (Brunt, 2001; Te Sligte et al, 2004). Em casos mais graves ocorre esteatose



microvacuolar caracterizada por deposicdo de varios pequenos vacuolos de lipideo nos
hepatocitos mantendo seu nucleo centralizado (Brunt, 2001). A oxidacdo de AG livres no
figado aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio ativando a peroxidagdo lipidica
(Te Sligte et al, 2004).

Dois produtos da peroxidagao lipidica sdo os principais mediadores da inflamagao e da
fibrose: o malondialdeido (MDA), que ativa o NF-kB (fator de transcricdo regulador da
expressao de citocinas pré-inflamatorias e de moléculas de adesdo) e o 4-hidroxinonenal, que
ativa as células satélites hepaticas, principais produtoras de colageno no figado e que também
estd envolvido na formacdo de corpusculos hialinos de Mallory ¢ na quimiotaxia dos
neutréfilos (Day & James, 1998). Baseado nisto, foi proposto um modelo denominado
hipdtese de 2 “hits” por Day & James em 1998. Segundo eles, alguns pacientes com esteatose
nunca progridem para necro-inflamagao ou fibrose, porque além da esteatose, que caracteriza
o primeiro “hif”, sdo necessarios outros fatores (segundo “hif”) para o desenvolvimento da
EHNA, como o estresse oxidativo levando as varias lesdes no figado.

O diagnostico da DHGNA requer a realizagdo de biopsia do figado para completa
avaliacdo e interpretacdo das caracteristicas histopatologicas. A avaliagdo morfologica de
rotina utiliza coloracdo de hematoxilina e eosina para uma avaliacdo global da arquitetura
parenquimatosa, anormalidades dos hepatocitos e infiltrados inflamatérios (Brunt, 2001;
Smith et al, 2011).

A EHNA tem como principais caracteristicas histologicas, a esteatose macrovacuolar,
que ¢ facilmente identificada na microscopia Optica, nao necessitando de coloragdes especiais,
associado com uma reagdo necro-inflamatéria que consiste de um infiltrado de células

mononucleares ¢ neutrdfilos provocando balonizacao hepatocitaria. Dependendo do grau de



lesdo, estes hepatdcitos balonizados podem conter corpos de Mallory (Brunt, 2001; Te Sligte
et al, 2004).

A maioria dos estudos gradua de forma semiquantitativa a esteatose macrovacuolar,
sendo classificada como discreta, quando compromete de 0 a 33% dos hepatdcitos; moderada,
quando compromete 33 a 66%; e acentuada, quando compromete mais de 66% dos
hepatocitos (Brunt, 2001; Kleiner et al, 2005).

A EHNA ¢ caracterizada por diferentes padroes de fibrose. A deposicdo de colageno
inicial ¢ observada nos espacos perivenular e perisinusoidal da zona 3. O colageno pode
envolver células isoladamente, em um padrdo conhecido como fibrose pericelular ou em
“cerca de galinheiro” (do inglés chicken wire). Esse padrdo de fibrose distingue as
esteatoepatites, alcoolica e ndo alcoodlica, de outras formas de doengas metabolicas cronicas
do figado, que tém como base fibrose portal (Brunt, 2001).

Estas caracteristicas histoldgicas foram categorizadas especificamente em 4 tipos por
Matteoni et al (1999), refletindo a progressao inflamatdria e fibrose no espectro de lesdes da
DHGNA. Tipo 1 ¢ apenas a esteatose simples, tipo 2 ¢ a esteatose simples mais inflamagao
lobular, tipo 3 é a esteatose simples mais balonizagdo hepatocitaria, € o tipo 4 ¢ a esteatose
simples, a balonizacdo com degeneragdo hialina de Mallory ou com fibrose (Matteoni et al,
1999).

Em animais, a literatura cita modelos experimentais utilizados mais comumente para
induzir a DHGNA. Os modelos de animais geneticamente modificados levando a hiperfagia;
manipulagdo nutricional com dietas deficientes em metionina/colina; utilizagdo de agentes
farmacolégicos que inibem a sintese e secre¢do de lipoproteinas e os modelos de dietas
hiperlipidicas (Deng et al, 2005; Ahmed et al, 2009). A obesidade nos humanos tem como

causa principal a alimentacdo hipercalorica e dieta rica em gordura. Sendo assim,



consideramos o modelo experimental que utiliza a dieta hiperlipidica como indutor de
obesidade, aquele que melhor reflete o que ocorre com os humanos (Deng et al, 2005).

Deng et al (2005) relatam que a dieta hiperlipidica leva a obesidade moderada e
desenvolvimento de esteatose simples, porém sem inflamagdo. No entanto, Lieber et al (2004)
relatam que o aumento da esteatose hepatica simples como também o estresse oxidativo que
levam aos danos de inflamagdo e fibrose no figado (EHNA) foram reproduzidos por este
modelo experimental. Os animais do modelo experimental de Lieber et al (2004) também
desenvolveram resisténcia a insulina. Utilizando o mesmo modelo experimental de Lieber et
al (2004), Ahmed et al (2009) relatam que a dieta reproduziu a esteatose microvesicular,
porém os animais ndo desenvolveram as mesmas caracteristicas histologicas do outro estudo,
devido aos fatores genéticos e/ou ambientais.

Atualmente, ndo hd um tratamento especifico para DHGNA ou EHNA, entretanto,
mudangas no estilo de vida como o aumento de atividade fisica e diminui¢do na ingestao de
dietas hipercaldricas ajudam na perda e/ou manutencdo da massa corporal. O aumento da
pratica de atividades fisicas tem se tornado uma ferramenta nao farmacologica estratégica no
tratamento e controle da obesidade e resisténcia a insulina (Saris et al, 2003; O’Donovan et al,
2005).

O exercicio fisico esta envolvido na melhora da homeostase da glicose e aumento da
sensibilidade a insulina e ¢ fundamental para a prevencdo e tratamento do diabetes tipo 2
(Colberg et al, 2010). Foi demonstrado que o exercicio fisico tem efeitos positivos na
prevencdo ¢ diminui¢do da esteatose hepdtica, possivelmente agindo diretamente nos
mecanismos intra-hepaticos que poderiam afetar a regulacdo da metabolizagdo de gordura
(Lavoie & Gauthier, 2006; He et al, 2008; Sene-fiorese et al, 2008; Bergasa et al, 2004;

Schultz et al, 2010).



A activina A tem sido apontada como um fator da patogenia da DHGNA, estando
envolvida na formacao de fibrose e acimulo de lipideos (Yndestad et al, 2009; Yndestad et al,
2011). A activina ¢ membro da superfamilia do fator § de transformacao e crescimento (TGF-
B), assim como as Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMPs), Fatores de Diferenciagdo e
Crescimento (GDFs) e Miostatina (Takabe et al, 2003; Rodgarkia-Dara et al, 2006; Deli et al,
2008; Yndestad et al, 2009). As activinas sdo proteinas diméricas bioativas sendo compostas
por duas subunidades [ ligadas por pontes dissulfeto. Sao consideradas homodimeros quando
compostas por duas subunidades p semelhantes como a activina A (BABA) ou activina B
(BBBB), e heterodimeros, quando suas subunidades sdo diferentes como na activina AB
(BABB), sendo cada uma codificada por um Unico gene. A familia das activinas ¢ composta
por outras subunidades, ainda pouco caracterizadas, como BC, D e BE. As subunidades BC e
BE foram identificadas em mamiferos ¢ PD foi descoberta apenas no Xenopus leavis
(Rodgarkia-Dara et al, 2006; Werner et al, 2006).

A activina foi inicialmente identificada como um fator estimulador do horménio
foliculo-estimulante (FSH), sintetizado e secretado pelos gonadotrofos na hipofise anterior
(Rodgarkia-Dara et al, 2006; Werner et al, 2006). Por meio de analises da expressdo tecidual
das subunidades de activina, foi possivel detectar a alta expressdo da BA e BB na maioria dos
tecidos e tipos celulares. A expressdo das subunidades BC e BE, em contraste, sdo
predominantemente expressas no figado (Rodgarkia-Dara et al, 2006; Deli et al, 2008).

As subunidades B da activina sdo sintetizadas como moléculas precursoras com 350-
426 aminodcidos e pesos moleculares entre 38 kDa e 50 kDa. Estas subunidades § contém 9
cisteinas conservadas nos peptideos maduros. A sexta cisteina ¢ usada para dimerizacao,
considerando que as outras oito cisteinas formam pontes de dissulfeto intra-molecular que

determinam a estrutura tridimensional dos peptideos (Deli et al, 2008).



Os efeitos bioldgicos das activinas sao mediados por receptores transmembrana
serina/treonina quinase que se iniciam com a liga¢ao do peptideo ao receptor tipo II (TbR-II,
ActR-II, ActR-1IB, BMPR-II, AMHR-I) que recruta e fosforila o receptor tipo I (Activin
Receptor-Like kinase - ALKs 1 — 7). Estes receptores fosforilados por sua vez, recrutam
mediadores intracelulares denominados Smads, que sdo responsaveis por enviar o sinal da
activina até o nucleo celular, regulando a transcricdo de genes-alvos (Rodgarkia-Dara et al,
2006; Deli et al, 2008; Hashimoto & Funaba, 2011; Yndestad et al, 2011).

Dentre as activinas, a activina A foi investigada mais extensivamente (Rodgarkia-Dara
et al, 2006). A activina A ¢ um homodimero composto por 2 subunidades BA, e tem sido mais
recentemente reconhecida como uma citocina multifuncional expressa em uma ampla
variedade de células e tecidos, com fungdes regulatérias importantes na biologia reprodutiva,
desenvolvimento embrionario, inflamacdo e apoptose, diferenciacdo celular e reparagdo
tecidual (Chabicovsky et al, 2003; Rodgarkia-Dara et al, 2006; Deli et al, 2008; Yndestad et
al, 2009). A activina A esta envolvida na patogénese de varias doencas inflamatodrias, tais
como artrite reumatoide, doengas inflamatorias intestinais e aterosclerose, ¢ também em
varios disturbios hepaticos (Werner & Alzheimer, 2006).

As subunidades da activina e seus receptores sdo expressos no figado adulto normal. A
regulacdo descontrolada da expressdo desta proteina, principalmente da subunidade BA, esta
associada a alteragdes hepaticas que cursam com inflamagdo, insuficiéncia hepatica aguda e
carcinoma hepatocelular (CHC) (Takabe et al, 2003; Deli et al, 2008; Yndestad et al, 2009). A
activina também ¢é considerada um regulador negativo do crescimento hepatico, pela inibi¢ao
da replicagdo dos hepatdcitos e indugdo de apoptose (Takabe et al, 2003; Rodgarkia-Dara et
al, 2006; Yndestad et al, 2009). Chabicovsky et al (2003) usaram um sistema de transferéncia

ndo viral de genes que levou genes codificadores das subunidades BA, PC e BE de activina



para o figado de ratos. A expressdo destas subunidades inibiu temporariamente a sintese de
DNA regenerativo de hepatdcitos e células ndo parenquimatosas, sustentando a hipotese do
envolvimento das activinas C e E na homeostase do tecido hepatico e enfatizando o provavel
envolvimento destas proteinas no crescimento do figado (Chabicovsky et al, 2003). Ja Gold et
al (2005) relacionou o aumento da expressdo protéica da subunidade BA no figado com
apoptose de hepatocitos ¢ o aumento da subunidade PC com a mitose de hepatdcitos,
sugerindo agdo autocrina dessas proteinas.

As activinas apresentam um papel importante na inflamagao e fibrose do figado, tendo
sido observado que além da subunidade BA, a subunidade BC ¢é fortemente expressa em
figados fibroticos de ratos, pois nesta situa¢do as activinas produzidas pelos hepatdcitos
ativam as células estelares hepaticas aumentando a expressdo de colageno (Werner et al,
2006).

Segundo Rodgarkia-Dara et al (2006), ¢ encontrada alta expressdo das subunidades
BA, BC e BE no figado fibrético de ratos. Este achado ¢ corroborado por Deli et al (2008), que
observou niveis elevados de subunidade BA de activina em figados fibroticos e cirroticos de
ratos. Ja, o estudo de Yndestad et al (2009) mostrou que pacientes com DHGNA tém niveis
circulantes de activina A elevados, sugerindo que activina A poderia ser um marcador nao
invasivo de EHNA indicando fibrose hepatica.

Quanto a modulacdo do metabolismo lipidico, Yndestad et al (2009), observaram que
a activina A suprime potencialmente enzimas importantes para a lipogénese hepatica e
aumenta a atividade de enzimas responsaveis pela f-oxidagcdo mitocondrial dos acidos graxos.

A agdo da activina ¢ regulada por fatores intra e extra-celulares, dentre eles, a
folistatina, um polipeptideo de cadeia simples, que se liga a activina com alta afinidade

abolindo completamente a ligacdo da activina A com seu receptor e bloqueia a sua sinalizagao
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(Takabe et al, 2003; Rodgarkia-Dara et al, 2006; Deli et al, 2008). Segundo Rodgarkia-Dara
et al (20006), a administracao de folistatina atenuou a formagao de fibrose no figado de ratos e
acelerou a regeneragdo do figado apds hepatectomia parcial, porém prejudicou a restauragao
da estrutura do tecido normal e comprometeu a funcdo do figado. Do mesmo modo, Takabe et
al (2003) observaram que a superexpressao de folistatina mediada por adenovirus, aumentou a
proliferacdo de hepatocitos provocando significativo aumento do figado intacto.

Estudos mostram que a folistatina pode ser modulada pelo exercicio fisico, no
musculo e no tecido adiposo de animais diabéticos e obesos (Bueno et al, 2011; Dutra et al,
2012). Um estudo recente também aponta que a folistatina plasmatica aumenta em resposta ao
exercicio, sendo esta resposta, mais provavelmente, originada do figado (Hansen et al, 2011).
Entretanto, ndo existem evidéncias diretas que mostram a relacdo entre o exercicio e a
activina.

Outro fator que regula a activina, mais especificamente a activina E, ¢ a insulina. In
vitro, a insulina promove “up-regulation” da activina E sugerindo que esta subunidade de
activina possui papel fisiopatologico no metabolismo da glicose. Entretanto, no estado de
jejum, a expressao do RNAm de activina E no figado esta aumentada, quando os niveis de
insulina estdo diminuidos (Hashimoto et al, 2009).

Embora as evidéncias sugiram a participac¢ao da activina na patogénese da DHGNA e
que o exercicio fisico ¢ uma ferramenta estratégica no tratamento desta doenga, pouco se
conhece da participagdo do eixo activina—folistatina neste processo e sua resposta ao
exercicio. Os animais com obesidade e resisténcia insulinica induzidas por dieta hiperlipidica
constituem um modelo atraente para investigagdo. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
o padrao de expressdo hepatica de activina A e folistatina em ratos obesos submetidos ao

exercicio de natacao.
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2. OBJETIVO
O objetivo deste estudo ¢ avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a expressdo de
activina A e de folistatina no figado de animais resistentes a insulina e obesos induzidos por

dieta hiperlipidica.



12

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Condicoes Experimentais

Ratos Wistar, adultos, pesando 190 + 18,4g (média + erro padrdo da média) foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e utilizados para
a realizacdo dos experimentos. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, no biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia, do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas (DCF), sob condi¢des constantes de temperatura (22°C), umidade e
iluminacao (8-18h: claro; 18-8h: escuro) e com oferta de agua e dieta ad libitum.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo
Animal da UFSCar (Protocolo n. 035/2007).

Todos os animais permaneceram durante uma semana em condi¢des de aclimatacao
com dieta padrdo ad libitum.

Ap0s este periodo, os animais foram divididos em 2 grupos:
1) Grupo controle — C (n = 15): animais alimentados com dieta padrio por 12 semanas.
2) Grupo dieta hiperlipidica — DH (n = 15): animais alimentados com dieta hiperlipidica por
12 semanas.

As dietas padrao e hiperlipidica tinham a seguinte composi¢ao:
Dieta Padrao:

A dieta da marca PRIMOR (Sao Paulo, Brasil) contém em 100g da dieta: 23g proteina
e densidade caldrica de 2,57 Kcal/g, conforme informagdes fornecidas pelo fabricante.
Dieta Hiperlipidica:

A dieta produzida e comercializada por Research Diets (New Brunswick, NJ), codigo
D12492, é composta por 20% de proteina, 20% de carboidrato, 60% de lipidios e densidade

calorica de 5,24 Kcal/g.
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3.2 Controle de Ingestao Alimentar e Massa Corporal
A ingestdo alimentar e o peso corporal foram mensurados diariamente, as 08:00h,

durante todo o periodo experimental.

3.3 Controle Glicémico
Para a determinacdo da glicemia, foram coletadas amostras de sangue da cauda dos
animais, para tanto, foi utilizado glicosimetro portatil (4ccu-Chec Active).
3.3.1 Teste de Tolerancia a Glicose (TTG)
Ap6s o periodo de aclimatacdo (TTG inicial) e ao final das semanas de tratamento 3,
4, 8 e 12 foi realizado TTG. Os animais permaneceram em jejum, no periodo noturno, ¢ as
08:00h do dia seguinte receberam injecdo intraperitoneal de glicose, 1,5 g/Kg peso, diluido
em salina (NaCl 0,9%) (Fujiwara et al, 2007). Foram coletadas amostras nos tempos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos apos a inje¢do de glicose.
3.3.2 Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)
Ap0s o periodo de aclimatagdo (TTI inicial) e ao final das semanas de tratamento 8§ e
12, e com intervalo de 2 dias entre os testes de TTG, foram realizados testes de TTI. Os
animais permaneceram em jejum no periodo noturno, ¢ as 08:00h do dia seguinte receberam
injecdo intraperitoneal de insulina 1 U/kg peso (Fujiwara et al, 2007). Foram coletadas

amostras nos tempos 0, 15, 30, 60 ¢ 90 minutos apds a inje¢ao de insulina.

3.4 Exercicio Fisico
Ao final das 12 semanas, os animais dos grupos controle e dieta hiperlipidica foram

subdivididos em dois grupos, ficando os animais distribuidos agora em 4 grupos diferentes:
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1) Grupo Controle Sedentario (n=6) - CS: os animais recebiam dieta padrao e
mantinham-se sedentarios durante 4 semanas;

2) Grupo Controle Exercicio (n=6) - CE: os animais recebiam dieta padrio e
exercitavam-se durante 4 semanas;

3) Grupo Dieta Hiperlipidica Sedentario (n=6) - DHS: os animais recebiam dieta
hiperlipidica e mantinham-se sedentarios durante 4 semanas;

4) Grupo Dieta Hiperlipidica Exercicio (n=6) - DHE: os animais recebiam dieta
hiperlipidica e exercitavam-se durante 4 semanas.

3.4.1 Protocolo de Exercicio Fisico

Os animais do grupo exercicio foram submetidos a exercicio na modalidade natacao,
em 2 sessoes diarias de 45 minutos, as 09:00 e as 17:00h, com freqiiéncia de 5 vezes por
semana, durante 4 semanas. O exercicio era realizado em tanques individuais (50 cm de altura
x 30 cm de diametro) com agua em temperatura controlada (34°C) e com sobrecarga atada a
cauda para garantir que o animal ndo flutuasse e se mantivesse em atividade durante toda a
sessdo (Voltarelli et al, 2002). Essa sobrecarga teve um acréscimo de 1% a cada semana até
atingir 5% da massa corporal, permanecendo assim até o final da quarta semana (Matsakas et
al, 2006; Leme et al, 2007; Sene-Fiorese et al, 2008)

Para adaptacdo dos animais ao exercicio, nos primeiro ¢ segundo dias, a natagdo era
realizada sem adicdo de carga na cauda, por duragdo de 1h (2 x 30 min), e no terceiro dia o
exercicio foi realizado com duraciao de 90 minutos (2 x 45 min) sem adi¢do de carga.

Durante o periodo de exercicio, os grupos sedentarios permaneciam durante 5 minutos
em tanques, iguais ao do grupo exercicio, com agua rasa (5 cm) na mesma temperatura,
simulando o estresse de exposicao a agua (Kiraly et al, 2007; Matsakas et al, 2005)

Ao final do protocolo de exercicio foi realizado novamente o TTG.
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3.5 Coleta de tecido e plasma
Os animais foram decapitados 24 horas apos a tltima sessao de exercicio. O figado foi
dissecado, pesado, imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C

para posterior analise. O plasma foi coletado e armazenado a -20°C.

3.6 Histologia
3.6.1 Preparo das laminas
Fragmentos de figado foram fixados em solucao formol 10% tamponada, desidratados
em solucdes de concentragdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), diafanizados em
xilol, impregnados em parafina e ap6s este processo os fragmentos foram incluidos em blocos
de parafina. Cortes histologicos de 4 pum de espessura foram realizados no micrétomo
Micron® HM 360, estendidos e colocados no centro de 1aminas de vidro. Logo apoés foi feita
a secagem dos cortes na estufa. Antes da coloragdo os cortes passaram por processos de
desparafinagdo em xilol, em seguida, a alcoolizagdo pelo alcool etilico e finalmente, a
hidratagdo em agua destilada sendo corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de
Masson posteriormente. Apos a coloracdo os cortes foram desidratados em 4élcool e
diafanizados em xilol. Para a montagem das laminas os cortes foram embebidos em Balsamo
do Canada (Pro-cito, Produtos Citologicos Soldan, Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e
cobertos com uma laminula de vidro (Michalany, 1998).
3.6.2 Analise Histolégica
A presenga de esteatose foi classificada da seguinte forma: discreta quando
comprometia de 0 a 33% dos hepatdcitos; moderada quando comprometia 33 a 66% e

acentuada quando comprometia mais de 66% dos hepatdcitos. Outros parametros avaliados
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foram presenca ou auséncia de infiltrado inflamatorio, o tipo de infiltrado inflamatorio, a
presencga ou auséncia de fibrose periportal e o grau de fibrose (tabela I) (Kleiner et al, 2005).

A andlise das laminas de tecido hepatico foi feita em microscopio Optico da marca
Olympus® modelo BX 51, por um patologista, em estudo cego quanto aos grupos controle ¢
experimental.

Tabela I. Sistema de escore de atividade histologica da DHGNA

Escore de atividade histolégica da DHGNA: 0-8

1 <5%
1 5-33%
: 34-66%

1 >66%

Grau de esteatose

W N = O

: nenhuma

: <2 focos no campo Optico de 20x
: 2-4 focos no campo Optico de 20x
: >4 focos no campo 6Optico de 20x

Infiltrado inflamatodrio

W N = O

S

: ausente
: leve
: moderada/acentuada

Balonizacgio hepatocelular

N —

: nenhuma

: perisinusal e periportal

: perisinusal e portal/periportal
: fibrose em ponte

: cirrose

DHGNA, Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (Tiniakos, 2010).

Fibrose

W = O

3.7 Analise bioquimica

As enzimas hepaticas e os lipidios plasmaticos foram mensurados enzimaticamente em
analisador bioquimico (Prietest Touch, Robonik PVT Ltd., fndia). A alanina transaminase
(ALT), aspartato transaminase (AST) e gama glutamil-transferase (GGT) foram mensurados
enzimaticamente pelo método cinético utilizando os kits de ensaio comerciais disponiveis

(Katal Biotecnologica, Minas Gerais). Os lipidios plasmaticos, colesterol e triglicérides total,
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foram mensurados pelo método enzimatico colorimétrico utilizando os kits de ensaio

comerciais disponiveis (Katal Biotecnologica, Minas Gerais).

3.8 Quantificacio da expressao de Activina-BA e Folistatina

A quantificagdo da expressdo hepatica da subunidade PA de activina e folistatina foi
realizada pela quantificacdo do seu RNA mensageiro por PCR-RT.

3.8.1 Extracio de RNA total

No dia da extracdo, 40 mg de tecido foi homogenizado (Homogenizador Power Gen —
Fisher Scientific 1000) em TRIzol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California) (1ml)
segundo o seguinte protocolo:

e Figado.

Apo6s homogenizagdo, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e as amostras foram
agitadas no Vortex durante 15 segundos. A seguir as amostras permaneceram em temperatura
ambiente (15 — 30° C) por 15 minutos. As amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5804R)
por 15 minutos, a 12000rpm, a 4° C. Seguindo a centrifugagdo 450 puL do sobrenadante foi
transferido para um microtubo limpo. Foram adicionados 225 pL de isopropanol e 225 pL de
acetato de sodio livre de RNAse (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA USA) logo apos a
amostra foi agitada por inversdo manual, permanecendo por 10 minutos em temperatura
ambiente. A seguir, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 12000rpm (4°C) e ao
sobrenadante foi acrescentado 1 mL de etanol 75%. Apos nova centrifugacdo, por 5 minutos a
7500rpm (4° C), o pellet restante permaneceu em temperatura ambiente durante 5 minutos
para secagem. ApOs esse tempo, foram acrescentados 60 pL de dgua tratada com DEPC (dietil
pirocarbonato) 0,1%. As amostras foram entdo congeladas e armazenadas a -80°C para

posterior andlise.
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3.8.2 Quantificacdo do RNA total
As amostras de RNA total foram diluidas 20 vezes em agua tratada com DEPC e
foram feitas as leituras em espectrofotdmetro (Eppendorf) para determinagdo das
absorbancias nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Foi utilizada a seguinte formula
para determinar a concentragdo de RNA (pg/uL): concentragdo pg/ul = (A260 x 40 x
dilui¢do da amostra)x1000™".
O grau de pureza do RNA foi determinado pela razdo A260/A280, considerando-se
adequados os valores entre 1,8 ¢ 2,0.
3.8.3 Determinacao da integridade do RNA
A integridade do RNA foi confirmada pela visualizag¢do, em luz ultravioleta, do padrao
de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio (Figura 1).

28s
18s

Figura 1. Exemplo de um gel de agarose (1%) corado com brometo de etideo indicando a
integridade do RNA totais, através da visualizacdo das bandas ribossomais 18s e 28s.
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3.8.4 Transcricao Reversa

Inicialmente, as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse -
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California).
Ao RNA total (1 pg), foi adicionada a solucao tampao (1 pL, 10X DNase I Reachion Buffer),
enzima (1 pL DNase I, Amp Grade) e quantidade suficiente para (QSP) 10 uL de agua tratada
com DEPC. A amostra foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo apo6s, foi
adicionado EDTA (1 pL) e a amostra permaneceu em banho seco a 65° C por 10 minutos.

Logo apo6s o tratamento com DNase, foi adicionado 0,5 puL do primer Oligo (dT) 15
(Promega Corporation, Madison, WI USA) e a amostra permaneceu em banho seco a 70° C
por 5 minutos.

A seguir, foram adicionados:
* 2,5 uL. de M-MLYV 5x tampao de reagdo (Promega Corporation, Madison, WI USA)
* 0,625 uL dATP 10mM
* 0,625 uL dCTP 10mM
0,625 uL dGTP 10mM
* 0,625 uL dTTP 10mM
* 0,5 uL M-MLYV RT (transcriptase reverse)

As amostras foram entdo incubadas por 60 minutos a 37°C e estocadas a -20° C.

3.8.5 Reacio em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT)

Foram utilizados os seguintes reagentes para cada amostra de cDNA (40ng/uL), em
duplicata.
* 10,0 uL de 4gua DEPC
* 1,0 uL primer foward

* 1,0 pL primer reverse
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* 0,5 uL de cDNA
* 12,5 uL SYBR® Green PCR Master Mix (LGC Biotecnologia Ltda., Cotia, Sdo Paulo).

As amostras eram processadas no Termociclador Rotor- Gene, R 3000 (Robertt
Research) e os ciclos foram compostos de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de
amplificacdo a 94°C — 15 segundos; Tm 66°C (Activina fA), Tm 53°C (Folistatina), Tm 70°C
(GAPDH) — 30 segundos; 72°C — 60 segundos.

As sequéncias dos primers que foram utilizados sdo as seguintes (Gold et al, 2003;
Ferreira et al, 2008) (Tabela II):

Tabela II. Sequéncia de Primers

RNAmM Primer Senso Primer Antisenso

Activina BA  ATGGACCTAACTCTCAGCCAGA CTCTCCCCCTTCAAGCCCAT
Folistatina GGCGTACTGCTTGAAGTGAA GGGAAGCTGTAGTCCTGGTC
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

A constru¢do de uma curva padrdo para os genes activina BA, folistatina e GAPDH foi
feita amplificando-se dilui¢des seriadas, em duplicata, do cDNA do figado de ratos em uma
proporcao de 1:10, onde iam de uma amostra contendo o cDNA puro até uma diluicdo de
1/100. Esta curva padrdo que ¢ analisada por meio de regressdo linear foi utilizada para

padronizar temperatura de anelamento (Tm) e concentragdo dos primers (Figura 2).
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Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por meio das curvas

de MELT (figura 3).

301

dF idT

FE= g0

deq.

95

Figura 3. Exemplo de Curva de MELT Original Representativa dos ciclos do PCR-RT dos
genes GAPDH no figado.

Os valores de Ct (Threshold cycle) e as curvas de MELT foram fornecidos pelo

Software Rotor Gene — 6. O Ct ¢ o ponto onde o sinal de fluorescéncia ¢ notado pela primeira

vez com o menor numero de ciclos durante a fase exponencial da amplificacdo (figura 4).
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Figura 4. Exemplo de Curva de Amplifica¢dao Original Representativa dos ciclos do PCR-RT
do gene GAPDH no Figado.

O nivel de expressdo comparativa de cada condicdo foi calculado pelo método de
AACt. Depois de calculada a média dos Ct de cada gene (GAPDH, Activina BA e Folistatina)
foi realizado:
e ACt (delta Ct) = Ct Activina BA — Ct GAPDH ou Ct Folistatina - Ct GAPDH,
seguindo:
e (Calculo da média S: Média do ACt, seguindo:

e AACt (delta delta Ct): ACt - média S
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Os AACr dos grupos controle sedentario, controle exercicio e dieta hiperlipidica
sedentario foram calculados em relagdo ao grupo controle sedentario € o AACr do grupo dieta
hiperlipidica exercicio foi calculado em relagdo ao grupo dieta hiperlipidica sedentario que € o
controle para esse grupo. O valor em UA (unidades arbitrarias) da expressao da Activina PA

- AACT
2 C

foi calculado por (Livak & Schmittgen, 2001). Com os valores em UA foram

utilizados os testes estatisticos.

3.9 Analise Estatistica

Inicialmente, foi testada a normalidade da distribui¢ao dos dados. Para as amostras de
distribuicdo normal foram utilizados o teste t student e analises de variancia (ANOVA). O
teste de comparagdes multiplas de Tukey foi usado para andlise post-hoc de comparagdes
entre grupos. O teste Fisher’s Exact foi usado para variaveis categoricas. Os valores estdo
representados como média + EPM (erro padrao da média). O nivel de significancia estatistica
adotado foi de P < 0,05. As andlises dos dados foram realizadas no programa estatistico

STATISTICA® (data analysis software system) versdo 7.
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4. RESULTADOS

4.1 Massa corporal

A massa corporal nas quatro primeiras semanas de experimento, ndo foi diferente
entre os grupos, porém, a partir da quinta semana o peso do grupo dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica (DH) foi significativamente maior comparado com o peso dos animais
controle (C) até o final do periodo de treinamento (Figura 5). Na décima sexta semana, tanto o
grupo controle exercicio (CE) quanto o grupo dieta hiperlipidica exercicio (DHE) tiveram
massa corporal significativamente menor comparados aos animais sedentarios controle e
alimentados por dieta hiperlipidica, respectivamente. A massa corporal pos-exercicio na
décima sexta semana foi significativamente menor que a massa corporal pré-exercicio na
décima segunda semana no grupo dieta hiperlipidica. Contudo, os pesos corporais pré- € pos-

exercicio dos grupos controle sedentério e controle exercicio ndo foram diferentes.
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Figura 5. Massa corporal (g) de animais controle e alimentados por dieta hiperlipidica. Os
valores estdo representados como média = EPM (erro padrao da média). CS=Controle
Sedentario; CE=Controle Exercicio, DHS=Dieta Hiperlipidica Sedentario; DHE=Dieta
Hiperlipidica Exercicio (P < 0.05), * CS vs DHS; * CS vs CE; * DHS vs DHE, S DHE pré-
exercicio VS DHE pés-exercicio.

4.2 Controle glicémico
4.2.1 Teste de tolerancia a glicose (TTG) (pré-exercicio)

No TTG inicial realizado apds periodo de aclimatagdo e antes do inicio do tratamento
dietético, ndo foram observadas diferencas nas concentracdes de glicose plasmatica no grupo
DH quando comparado ao grupo C. Apo6s 3 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, o
grupo DH apresentou concentragcdes de glicose plasmatica significativamente superiores
quando comparado ao grupo C. O mesmo foi observado ao final da 4°, 8" ¢ 12" semanas

(figura 6).
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A partir da 4* semana de tratamento com dieta hiperlipidica os animais do DH

apresentaram glicemia de jejum significativamente maior em relagdo ao grupo controle.

A

2501

2001

o
9]
e

100

Glicemia (mg/dL)

501

Teste de Tolerancia a Glicose

0 ] ] ] !
0 30 60 90 120

Tempo (minutos)

20000+

Bl DH
15000+

10000+

Areasob a Curva

r

50004

0

Figura 6. (A) Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) ao final da décima segunda semana de
tratamento dietético com dieta hiperlipidica e (B) Area sob a curva do TTG. Valores
apresentados como média + EPM. n= 15 ratos/grupo. DH=Grupo dieta hiperlipidica e
C=Grupo controle. * P <0.05, DH comparado ao C.
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4.2.2 Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) (Pré — exercicio)

No TTI inicial realizado ap6s periodo de aclimatacdo e antes do inicio do tratamento
dietético, ndo foram observadas diferencas nas concentracdes de glicose plasmatica no grupo
DH quando comparado ao grupo C.

Entretanto, ap6s 8 semanas de ingestao de dieta hiperlipidica, o grupo DH apresentou
concentragdes de glicose plasmatica significativamente superiores quando comparado ao

grupo C. O mesmo foi observado ao final da 12 semana (figura 7).
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Figura 7. (A) Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) ao final da décima segunda semana de
tratamento dietético com dieta hiperlipidica e (B) Area sob a curva do TTI Valores
apresentados como média = EPM. n= 15 ratos/grupo. DH=Grupo dieta hiperlipidica e
C=Grupo controle. * P <0.05, DH comparado ao C.
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4.2.3 Controle glicémico pés-exercicio
Apbs as 4 semanas de exercicio de natagdo, os animais do grupo DHE pds - exercicio
apresentaram redugdo significativa da concentragdo de glicose no TTG quando comparado ao
TTG antes do exercicio (DHE pré - exercicio), mostrando aumento da sensibilidade a insulina
neste grupo. Nao houve diferenca significativa entre os grupos que receberam dieta padrao

pré e pos - exercicio (Figura 8).
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Figura 8. (A) Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) Pré- e Pos-exercicio e (B) Area sob a
curva do TTG pré- e pods-exercicio. Valores apresentados como média + EPM. n= 6-8
ratos/grupo. DHE pré=Grupo dieta hiperlipidica antes do exercicio, DHE pos=Grupo dieta
hiperlipidica apds o exercicio, CE pré=Grupo controle antes do exercicio, CE pds=Grupo
controle apds o exercicio. € P < 0.05, DHE p6s comparado ao DHE pré., * CE pré vs DHE

pré.
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4.3 Enzimas hepaticas e lipidios plasmaticos

Considerando a enzima hepatica alanina trasaminase (ALT), observamos aumento da
enzima no grupo DHS em comparacdo com o seu grupo controle (CS). Notamos ainda que o
exercicio diminuiu a concentracdo plasmatica da ALT no grupo DHE, o que ndo ocorreu no

grupo DHS (Figura 9).
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Figura 9. Dosagem da enzima hepéatica Alanina Transaminase (ALT) do plasma de ratos.

Valores sao médias + erro padrao da média. CS=Controle Sedentario; CE=Controle

Exercicio; DHS=Dieta Hiperlipidica Sedentario, DHE=Dieta Hiperlipidica Exercicio (P <
0.05), * CS vs DHS; * CS vs CE;  DHS vs DHE.

Em relacdo as enzimas aspartato transaminase (AST) e Gama glutamil-

transferase (GGT), ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figuras 10 e 11). O

mesmo foi observado com os lipidios plasmaticos, colesterol e triglicérides (Figuras 12 e

13).
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Figura 10. Dosagem da enzima hepdatica Aspartato Transaminase (AST) do plasma de ratos.
Valores sdo médias + erro padrdo da média. CS=Controle Sedentario; CE=Controle
Exercicio; DHS=Dieta Hiperlipidica Sedentario; DHE=Dieta Hiperlipidica Exercicio.
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Figura 11. Dosagem da enzima hepatica Gama-glutamil Transferase (GGT) do plasma de
ratos. Valores sdo médias + erro padrao da média. CS=Controle Sedentario; CE=Controle
Exercicio; DHS=Dieta Hiperlipidica Sedentario; DHE=Dieta Hiperlipidica Exercicio.
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Figura 12. Dosagem de colesterol (mg/dl) do plasma de ratos. Valores sdo médias + erro
padrdo da média. CS=Controle Sedentario; CE=Controle Exercicio; DHS=Dieta Hiperlipidica
Sedentario; DHE=Dieta Hiperlipidica Exercicio.
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Figura 13. Dosagem de Triglicérides (mg/dl) do plasma de ratos. Valores sdo médias + erro
padrao da média. CS=Controle Sedentario; CE=Controle Exercicio; DHS=Dieta Hiperlipidica
Sedentario; DHE=Dieta Hiperlipidica Exercicio.

4.4 Quantificacio da expressao do RNAm de activina BA e folistatina no figado
O treinamento associou-se significativamente a expressdo de activina BA no grupo
DHE comparado com o grupo DHS e diminuiu significativamente a expressdo de folistatina

no grupo que recebeu dieta padrdo (CE) comparado com o grupo sedentario (CS) e no grupo
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que recebeu dieta hiperlipidica (DHE) comparado com seu grupo sedentario (DHS) (Figura

14).
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Figura 14. Expressdao de RNAm de Activina BA e Folistatina no figado de ratos. Valores sao
médias + erro padrdo da média. CS=Grupo controle sedentario; CE=Grupo controle exercicio;
DHS=Grupo dieta hiperlipidica sedentario; DHE=Grupo dieta hiperlipidica exercicio. P <
0.05, * CS vs DHS; *CS vs CE; * DHS vs DHE.
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4.5 Alteracoes morfologicas

O acumulo de gordura hepatica variou significativamente entre os grupos. Nao houve
evidéncia de esteatose ou inflamagdo (grau 0) nos grupos dieta padriao sedentario e exercicio.
Por outro lado, nos ratos alimentados por dieta hiperlipidica o grau de esteatose variou do
grau 1 ao grau 3, ndo estando associada com inflamagdo ou fibrose. Apds o periodo de
treinamento, o grupo DHE mostrou uma melhora na extensdo da infiltragdo gordurosa

hepatica com o grau de esteatose variando de 0 a 1 (Figura 15) (Tabela III).

. 5 / \ f ";{., w%v& " ;]’w ‘L ) ‘ BAST ST s \ 5
Figura 15. Andlise histologica do figado de ratos alimentados por dieta padrao e dieta
hiperlipidica. Figuras microscOpicas originais representativas de cortes corados com
hematoxilina-eosina (Barra = 20 um). CS=Grupo controle sedentario; CE=Grupo controle
exercicio, DHS=Grupo dieta hiperlipidica sedentdrio; DHE=Grupo dieta hiperlipidica
exercicio.
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Tabela I1I. Analise do grau de esteatose hepatica

Esteatose CE CS DHE DHS Total
0 6(22.22) 6(22.22) 3(11.11) 0(0.00) 15(55.56)
1 0(0.00)  0(0.00) 3(11.11) 1(3.70) 4(14.81)

2 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 5(18.52)  5(18.52)
3 0(0.00)  0(0.00) 2(7.41) 1(3.70)  3(11.11)
Total  6(22.22) 6(22.22) 8(29.63) 7(25.93) 27(100.00)

p-valor < 0,01 (referente ao teste exato de Fisher)
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5. DISCUSSAO

Os resultados indicam que o exercicio fisico reduz os efeitos deletérios da dieta
hiperlipidica no figado e associa-se a modificacao da expressao hepatica da subunidade BA da
actvina e da folistatina neste modelo de DHGNA em ratos.

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica tiveram um aumento significativo no
ganho de massa corporal corroborando com os estudos de Estadella et al (2004), Sene-Fiorese
et al (2008), Schultz et al (2010) e Bueno et al (2011). Pesquisadores observaram aumento
dos niveis circulantes de leptina e diminui¢do da sensibilidade a leptina em animais obesos
induzidos por dieta hiperlipidica (Widdowson et al, 1997; Estadella et al, 2004). Este fato
pode estar parcialmente relacionado com a redugdo do gasto energético apos ingestdo de alto
teor de gordura, contribuindo para o ganho de massa corporal.

A obesidade induzida por dieta hiperlipidica foi acompanhada por diminui¢do da
tolerancia a glicose como previamente descrito (Chalkley et al, 2002; Woods et al, 2003). O
treinamento diminuiu a resisténcia a insulina no grupo dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica. E bem estabelecido que o exercicio fisico estd ligado ao aumento da
sensibilidade a insulina em animais obesos, induzida por dieta, pela ativacdo de componentes
da cascata de sinalizacdo da insulina no musculo esquelético e no figado (Yaspelkis et al,
2007; Pauli et al, 2008; De Souza et al, 2010). Entretanto, ¢ importante considerar a
intensidade, freqiiéncia e duracdo do exercicio. Estudos tém mostrado que o exercicio
aerobico moderado promove reducdo do peso corporal e adiposidade, melhorando o perfil
lipidico e atenuando a esteatose hepatica induzida por dieta (Estadella et al, 2004; He et al,
2008; Sene-Fiorese et al, 2008; Marques et al, 2010; Schultz et al, 2010).

Com relagdo as enzimas hepaticas, observou-se que o exercicio fisico contribuiu na

diminui¢dao dos niveis plasmaticos de ALT nos animais alimentados por dieta hiperlipidica



38

comparado com os animais sedentarios. Tanto no estudo de Ahmed et a/ (2009) quanto no de
Lieber et al (2004) ndo foi observado aumento significativo dos niveis de ALT nos animais
alimentados por dieta hiperlipidica. Nosso estudo ndo mostrou diferengas significativas nas
enzimas AST e GGT, porém observou-se alteragdo da enzima ALT. Os niveis normais de
ALT nao excluem a possibilidade de o individuo ter lesdo grave no figado, sendo necessaria
biopsia para detectar a presen¢a de lesdo (Amarapurkar & Patel, 2004). Caracteristicas
histologicas de DHGNA podem estar presentes em individuos com valores normais de ALT,
sendo assim a histologia hepatica destes individuos pode ndo ser muito diferente daqueles
com niveis elevados de ALT, por outro lado, valores elevados de ALT nao sdo indicadores
confiaveis da presenca de esteatohepatite (Mofrad et al, 2003).

No presente trabalho, utilizamos um modelo animal de DHGNA (Lieber et al, 2004;
London & George, 2007; Ahmed et al, 2009). A DHGNA ¢ um disturbio complexo que tem
como principal processo patoldgico inicial o acimulo de gordura dentro dos hepatdcitos.
Acredita-se que esta doenca resulta de um desequilibrio entre a sintese hepatica de acidos
graxos ¢ a oxidag¢do (London & George, 2007; Yndestad et al, 2011). Para descrever os
achados histologicos neste modelo, usamos o sistema de escore histologico validado por
Kleiner et al (2005). Esta proposta de escore foi baseada em um sistema para avaliagdo semi-
quantitativa de lesdes unicamente reconhecidas em EHNA (Brunt et al, 1999). No sistema de
escore proposto por Kleiner et al (2005), as varias lesdes histologicas da DHGNA foram
avaliadas e somadas para fornecer um escore de atividade histolégica da DHGNA indo numa
escala de 0-8, analisando uma série de caracteristicas histoldgicas desta doenca, incluindo
presencga de inflamagdo e fibrose. No entanto, difere de outros métodos que dependem mais
de uma avaliacdo global de gravidade (Brunt et al, 1999) ou de categorizar doengas (Y ounossi

et al, 1998). Atualmente, a bidpsia do figado é o método golden standard para confirmar ou
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excluir o diagndstico de DHGNA e EHNA (Tiniakos, 2010). Os resultados mostraram que a
dieta hiperlipidica associou-se ao acumulo de gordura no figado em diferentes graus, porém
ndo foi observada inflamag¢do ou fibrose neste modelo. Entretanto, o estudo de He er al
(2008), observou a presenga de esteatose hepatica e manifestagdes histologicas caracteristicas
da EHNA, como inflamag¢do e focos de necrose. Além disso, foi observada a presenga de
fatores patogénicos, TNF-a e produtos de peroxidacdo lipidica pelo aumento do estresse
oxidativo, que de acordo com Lieber et a/ (2004) tem correlacdo positiva com EHNA. O
modelo experimental utilizado por He et al (2008) é similar ao apresentado no presente
estudo. No entanto, estas diferencas encontradas na histologia hepatica devem-se
provavelmente, as diferentes espécies de animais utilizados e/ou outros fatores ambientais.
Estudos recentes avaliaram caracteristicas histologicas utilizando o mesmo modelo animal,
porém observaram apenas a densidade de volume da esteatose hepatica, mostrando acumulo
de gordura no figado de animais alimentados por dieta hiperlipidica (Marques et al, 2010;
Schultz et al, 2010).

Nossos resultados demonstraram que o treinamento de natacdo minimizou os danos ao
tecido hepatico causado pela dieta hiperlipidica, como descrito por Gauthier et al (2004),
Lavoie et al (2006), He et al (2008), Sene-Fiorese et al (2008), Schultz et al (2010). Os
efeitos metabolicos benéficos do exercicio tém sido atribuidos ao aumento da sensibilidade a
insulina, a oxidag¢do de gordura e a diminuicdo da sintese de lipidios no figado pela ativagao
da via AMP-activated protein kinase (AMPK) (Carlson & Winder, 1999; Park et al, 2002;
Lavoie et al, 2006; Schultz et al, 2010). No presente estudo, observou-se perda de peso no
grupo dos animais alimentados por dieta hiperlipidica e exercitados. O acimulo de gordura
intra-abdominal estd associado a resisténcia insulinica adquirida nos adipocitos, podendo ser

responsavel pelo prejuizo da agdo anti-lipolitica da insulina, contribuindo no aumento do
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fluxo de acidos graxos para o figado (Laws, 1996; Utzschneider & Kahn, 2006). Entretanto,
mecanicamente, a patogénese da DHGNA ¢ incompreendida.

A expressdo do RNAm de activina A e folistatina variou reciprocamente nos animais
alimentados por dieta hiperlipidica exercicio e sedentario, sugerindo uma regulacio adaptativa
local para promover um aumento no efeito bioldgico da activina A. A activina A foi
previamente relacionada com a patogénese de doengas hepaticas, incluindo DHGNA, dentre
estes efeitos estdo, apoptose e inibicdo do crescimento de hepatocitos, aumento da sintese de
colageno nos hepatdcitos, distirbios no metabolismo de lipidios e glicose (Yasuda et al, 1993;
Takabe et al, 2003; Gold et al, 2005; Rodgarkia-Dara et al, 2006; Werner & Alzheimer, 2006;
Deli et al, 2008; Yndestad et al, 2009; Yndestad et al, 2011). Contudo, mostramos pela
primeira vez que activina e folistatina podem estar envolvidas no efeito benéfico exercido
pelo exercicio sobre DHGNA. A folistatina ¢ uma proteina ligante que age extracelularmente
se ligando a activina e inibindo sua ac¢ao (Shimonaka et al, 1991). O eixo activina/folistatina
representa um complexo circuito que tem funcdo autdcrina/paracrina local € a0 mesmo tempo
podem ser auto-modulados (Leal et al, 2003; Bilezikjian et al, 2004). Muitos estudos tém
descrito potenciais mecanismos que poderiam explicar o papel do eixo activina/folistatina na
adaptacdo do figado induzida pelo exercicio. A este respeito, estudos mostram que as
activinas A, E e provavelmente C estdo associadas com produgdo de insulina e sensibilidade a
insulina, bem como, com a oxidagdo de gordura no figado e outros tecidos (Mine et al, 1989;
Mine et al, 1996; Yndestad et al, 2009; Hashimoto & Funaba, 2011). Além disso, tem sido
demonstrado que a activina A age como uma citocina anti-inflamatéria (Jones et al, 2007;
Cuschieri et al, 2008), além de induzir proteinas pro- e anti-inflamatdrias (Phillips et al,
2001) . A inflamagdo ¢ um importante mecanismo envolvido tanto na resisténcia a insulina

quanto na DHGNA (Schenk et al, 2008; Hashimoto et al, 2011). O estudo de Weigert et a/
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(2009), mostra que a adiponectina aumenta a expressaio de RNAm de activina A em
monocitos. Os niveis de adiponectina, geralmente, sd3o menores em casos de resisténcia a
insulina e inflamagdo e maiores em casos de perda de peso corporal e/ou exercicio fisico
(Palomer et al, 2005; Kadowaki et al, 2006). Schultz et a/ (2010), mostrou um aumento da
expressdo de adiponectina no tecido adiposo de camundongos submetidos ao exercicio de
natacdo. Outros estudos relatam que a adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina no
figado, musculo esquelético e tecido adiposo, mediados pelo aumento da oxidagdo de gordura
nestes tecidos (Chang et al, 2006; Bauche et al, 2007; Aygun et al, 2008). Portanto, a activina
A pode estar ligada ao exercicio por intermédio da adiponectina.

Recentemente foi mostrado que o exercicio induz um aumento na folistatina
plasmatica, sugerindo que a folistatina pode ser uma “hepatocina” estimulada pela contracao
muscular (Hansen et al, 2011).

Contudo, embora o exercicio fisico tenha influenciado na expressdo da Activina A e

Folistatina no figado, ndo se sabe a relagdo exata do exercicio com estas proteinas.
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6. CONCLUSAO
Nossos resultados mostram que o exercicio fisico associou-se a reducdo dos efeitos
deletérios da dieta hiperlipidica no figado diminuindo a deposi¢do hepatica de gordura em
ratos obesos e resistentes a insulina e sugere que a expressao local de activina-folistatina pode

estar envolvida nesse mecanismo.
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Abstract

Nonalcoholic Fatty Liver disease (NAFLD) is characterized by fat accumulation in the liver and
associated with obesity and insulin resistance. Activin A is a member of the transforming growth
factor (TGF)-B superfamily and inhibits hepatocyte growth. Follistatin is a glycoprotein which
antagonizes the biological actions of activin. Exercise is an important therapeutic strategy to decrease
the metabolic effects of obesity. In this study, we evaluated the pattern of Activin A and follistatin
liver expression in obese rats submitted to swimming exercise. Adult rats were allowed free access to
standard rodent chow (C) or high-fat diet (HF) during 12 weeks. Then, C and HF rats were randomly
assigned to a swimming training group (C-Swim and HF-Swim) or a sedentary group (C-Sed and HF-
Sed). C-Swim and HF-Swim swam 5 day week', for 4 weeks. Alanine transaminase (ALT) levels
were significantly higher in HF-Sed than in C-Sed and lower in HF-Swim than in HF-Sed. Actvin A
subunit mRNA was significantly higher in HF-Swim than in HF-Sed. Follistatin mRNA was
significantly lower in C-Swim and HF-Swim compared to C-Sed and HF-Sed, respectively. There was
no evidence of steatosis or inflammation in C. In contrast, in HF the severity of steatosis varied from
grade 1 to grade 3. HF-Swim showed improvement in the extent of liver parenchyma damage, the
severity of steatosis varying from grade 0 to grade 1. These data show that exercise may reduce the
deleterious effects of high-fat diet on liver and suggest that the local expression of activin-follistatin

may be involved.
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Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common type of chronic liver disorder
and includes a broad spectrum of liver damage, ranging from simple steatosis to steatohepatitis
(NASH) and cirrhosis (1 — 4). Evaluation of these histopathologic characteristics is possible through a
liver biopsy (1, 4).

NAFLD is closely associated with obesity and increased lipolysis due to loss of insulin
sensitivity and impaired antilipolytic action of insulin, main factor responsible for the development of
hepatic steatosis (4 — 6).

Activins, members of the transforming growth factor (TGF)-f superfamily, are bioactive
dimeric proteins composed of two B subunits. Activin A, a homodimer composed of two BA subunits,
is involved in pathogenesis of a variety of inflammatory diseases ranging from rheumatoid arthritis,
inflammatory bowel disease and atherosclerosis, and also in several liver disorders, including NAFLD
and liver fibrosis (7 — 12). Activin A is considered a negative regulator of liver growth by inhibiting
the replication of hepatocytes and induction of apoptosis (7, 8). Activin biological actions are
counteracted by follistatin, a non-related glycoprotein which binds mature dimeric activin A with high
affinity and blocks activin signaling (7, 8, 10, 13). Follistatin, is associated with liver regeneration
after partial hepatectomy (14, 15, 16).

Activins signal transduction occurs through transmembrane serine/threonine kinase receptors.
Activin binds to the activin type II receptors (ActRII), transphosphorylates type I receptors (Activin
Receptor-Like kinase - ALKs 1 — 7) and forms the complex ActRII-IB/ (ALK) 4. This activated
activin receptor complex recruits the receptor-associated Smads which transmit the signals of activin
to the cell nucleus regulating transcription of target genes (8, 10, 12, 13).

Physical exercise is linked to improved glucose homeostasis and enhanced insulin sensitivity
and fundamental for prevention of type 2 diabetes and for the management of both type 1 and type 2
diabetes (17). It has been demonstrated that physical exercise has positive effects in the prevention and

attenuation of hepatic steatosis (18 — 22).
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It has been demonstrated that serum levels of activin A and follistatin and activin A/follistatin
mRNA ratio in liver are increased in patients with NAFLD, potentially reflecting increased activin A
bioactivity. Activin A contributes to the pathogenesis of NAFLD inhibiting insulin sensitivity, glucose
and fatty acid metabolism. Activin A could also promote collagen III and TGF-f; expression and
matrix metalloproteinase (MMP) activity, as well as induce mitochondrial f-oxidation and
downregulate de novo FA synthesis (11, 13).

Studies show that follistatin can be modulated by exercise in muscle and fat tissue of diabetic
and obesity rats (23, 24). A recent report also demonstrates that plasma follistatin increases in
response to exercise originated most likely from the liver (25). However, there is no evidence of the
relationship between exercise and activin.

In the present study, we evaluated the pattern of Activin A and follistatin liver expression in

obese rats submitted to swimming exercise.

Materials and Methods

Animals and experimental groups

All procedures were approved by the Ethics Committee of the Federal University of Sao
Carlos. Male Wistar rats (190 + 18.4 g) were acclimated in individual cages under controlled
temperature, humidity and lighting (12-h dark/light cycle) with free access to water and standard
rodent chow. After 7 days, animals were randomly assigned to 2 groups, control rats (C — n=15), fed
standard rodent chow, and high-fat diet rats (HF — n=15), fed 60% of Kcal as fat (Research Diets, New
Brunswick, NJ, USA). Animals and food intake were weighed daily. After 12 weeks, animals of both
groups were randomly divided into 2 groups, swimming training group (C-Swim and HF-Swim) or a

sedentary group (C-Sed and HF-Sed) with 6-7 rats/group.

Exercise protocol
Rats in the exercise groups (C-Swim and HF-Swim) were exercised by swimming for 1.5

h/day, 45min at 9:00 AM and 45 min at 05:00h PM, for 4 weeks. The swimming exercise was
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performed in plastic barrels (30 cm diameter) filled with water (50 cm deep) maintained at 32-36°C
and with a weight of 5% body weight (BW) attached to the tail of each rat. The protocol started with
the animals swimming 30 min on the first day, gradually increasing so that in the forth day they could
swim for 90 min. All animals were towel dried before returning to the cages. Sedentary groups were
placed in shallow water for Smin, towel dried and then returned to their cages at the same time as
exercised groups. Both groups control and high-fat diet rats were able to carry out the exercise
protocol similarly.

After the training period, rats were sacrificed by decapitation, plasma was collected and stored
at -20°C and liver was dissected, weighted, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C

until analysis.

Glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance tests

GTT was performed after the acclimation period and at 3, 4, 8 and 12 weeks of dietary
treatment and after exercise training, at the 16th week. After overnight fast, unanesthetized rats were
injected intraperitoneal (i.p.) with 1.5g of 50% glucose solution per kg of body weight (BW). Blood
samples were obtained from the tail vein before injection and at 30, 60, 90, and 120 min after glucose
injection. ITT was performed after the acclimation period and at 8 and 12 weeks of dietary treatment.
After overnight fast, unanesthetized rats were injected i.p. with human insulin 0.75U/kg BW. Blood
samples were obtained from the tail vein before injection and at 15, 30, 60, and 90 min after insulin
challenge. Blood glucose concentrations were measured by Accu-Check glucose meter (Roche

Diagnostic, Indianapolis, USA).

Histological analysis

Formalin-fixed and paraffin-embedded liver sections were stained with hematoxylin and eosin
(HE) and Masson’s trichrome for histopathological examination. The severity of steatosis was graded
on the basis of the extent of parenchyma involved. Grade 0: < 5% of parenchyma is involved; Grade 1:

5 to 33% of parenchyma are involved; Grade 2: 34 to 66% of parenchyma are involved; Grade 3: >
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66% of parenchyma are involved. Other parameters assessed were the presence or absence of
inflammation and fibrosis score (26).

The histological slides were analyzed and photographed in an Olympus® BX 51 optical
microscope. The pathologist who evaluated the sections was unaware of the treatment groups when

assessing the histology.

Biochemical analysis
Alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), gamma-glutamyl transaminase
(GGT) and plasma lipids, including total cholesterol and triglycerides, were measured enzymatically

by commercial available assay kits (Katal Biotecnoldgica, Minas Gerais, Brazil).

RNA extraction and quantitative real-time PCR

Frozen samples of liver (40 mg) were homogenized on ice in TRIzol Reagent (Invitrogen
Corporation, California, USA) according to the manufacture’s instruction. The purity and
concentration of total RNA were determined by measuring the absorbance of aliquots at 260/ 280 ratio
nm. The integrity of RNA was checked on 2% agarose gel by inspecting the electrophoretic pattern of
28S and 18S ribosomal RNA. Total RNA (1 pg) from each sample was treated with DNase |
(Invitrogen Corporation California, USA) to remove contaminating genomic DNA, and reverse
transcribed to synthesize ¢cDNA by using M-MLV reverse transcriptase (Promega Corporation,
Madison, WI, USA). For real-time PCR, 20 ng of cDNA and 0.4 uM of each primer were used in 25
pL volume reaction containing SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc., CA, USA).
The primers sequences used were: BA-activin (forward primer, 5’-
ATGGACCTAACTCTCAGCCAGA-3’; reverse primer, 5 -CTCTCCCCCTTCAAGCCCAT);
Follistatin ~ (forward primer, 5’-GGCGTACTGCTTGAAGTGAA-3’; reverse primer, 5’-

GGGAAGCTGTAGTCCTGGTC-3") (27, 28).
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed by paired and unpaired student’s t tests and analysis of
variance (ANOVA). Tukey’s multiple comparisons test was used for post-hoc analysis of between-
group comparisons. Fisher’s Exact test was used for categorical variables. Data are presented as means
+ SEM. P < 0.05 was considered statistically significant. Data analyses were carried out using

STATISTICA (data analysis software system) version 7.

Results

Body weight

Body weight of high-fat diet fed animals was significantly higher than control animals
beginning at the 5™ week till the end of the training period (Fig. 1). At 16™ week, both exercised,
control and high-fat fed diet animals had significantly lower body weight compared to sedentary
controls and high-fat fed diet animals, respectively. Post-exercise body weight at 16™ week was
significantly lower than pre-exercise body weight at 12" week in high-fat fed diet animals. However,

pre- and post-exercise body weights of control animals were not different.

Glucose tolerance and insulin resistance tests

Rats fed high-fat diet (HF) had significantly higher glycemia responses to both glucose and
insulin injections than control (C) rats after 12th weeks of diet regimen (Fig. 2A and 2B). Post-
exercise glycemia response to glucose injection was significantly lower than the pre-exercise test
response in HF-Swim rats (Fig. 2C). No difference was observed between pre- and post exercise

glycemia response to glucose injection in C-Swim rats.

Liver enzymes and lipids
ALT levels were significantly higher in HF-Sed animals than in C-Sed animals (41.7 &= 2.7 vs.

26.9 £ 1.4 U/L) and significantly lower in HF-Swim animals than in HF-Sed animals (31.6 &+ 2.1 vs.
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41.7 + 2.7 U/L). AST, GGT, total cholesterol and triglycerides plasma levels did not vary among the

groups (data not shown).

Liver expression of Activin BA subunit and Follistatin mRNA
Actvin BA subunit mRNA was significantly higher in HF-Swim than in HF-Sed, but no
difference was observed between C-Sed and C-Swim. Follistatin mRNA was significantly lower in C-

Swim and HF-Swim compared to C-Sed and HF-Sed, respectively (Fig. 3).

Liver morphology

Liver morphology varied significantly among the groups. There was no evidence of steatosis
or inflammation (grade 0) in rats fed standard rodent chow. In contrast, in rats fed high-fat diet the
severity of steatosis varied from grade 1 to grade 3. This was not associated with inflammation or
fibrosis. After the training period, rats fed high-fat diet showed improvement in the extent of liver

parenchyma damage, the severity of steatosis varying from grade 0 to grade 1 (Fig. 4).

Discussion

These data show that exercise reduces the deleterious effects of high-fat diet on liver and alters
the hepatic expression of both activin BA subunit and follistatin in this model of NAFLD in rats.

Obesity induced by high-fat diet was accompanied by decreased glucose tolerance as
previously described (28, 30). Training decreased insulin resistance in rats fed high-fat diet. It is well
established that exercise is linked to enhanced insulin sensitivity in diet-induced obese rats by
activation of components of the insulin-signaling cascade pathway in both skeletal muscle and liver
(31 — 33). However, it is important to consider the intensity, frequency and duration of the exercise.
Studies have reported that moderate aerobic exercise promotes reduction in body weight and adiposity,
improvement in lipid profile and attenuated hepatic steatosis suppressing HF diet-induced steatosis

(19, 20, 22, 34, 35).



211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

NAFLD is a nomenclature used to describe a continuum of liver diseases ranging from simple
fatty deposition (steatosis) to inflammation, extensive fibrosis and cirrhosis, which develops in the
absence of excessive alcohol intake (1). NAFLD is associated with obesity, insulin resistance and the
metabolic syndrome (36). In this study, we used a rodent model of NAFLD as described by others (2,
6, 37). In this study, we used a validated histological scoring system to describe the histologic findings
in this model (26). The results show that high-fat diet produced fat accumulation of different degrees
but not inflammation or fibrosis. NAFLD is a complex disorder whose main initial pathological
process is the accumulation of fat within the hepatocytes. It is believed to result from an imbalance
between hepatic fatty acid synthesis/uptake and oxidation export (13, 37).

The results demonstrate that swimming training minimized the liver tissue damage caused by
high-fat diet as previously demonstrated (18 — 20, 22, 38). The beneficial effects of exercise have
been attributed to increase insulin sensitivity and fat oxidation and decreased lipid synthesis in liver
through the activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) pathway (18, 22, 39, 40). In the
present study, body weight decreased in rats fed high-fat diet and exercised. However,
mechanistically, the pathogenesis of NAFLD is incompletely understood.

In the present study, it was observed that the mRNA expression of activin A and follistatin
varied reciprocally in exercised and sedentary high-fat fed animals, suggesting a local adaptive
regulation to promote an increase in activin A biological effect. Activin A has previously been
reported to have profound involvement in liver function and in the pathogenesis of liver disease,
including NAFLD (7 — 11, 13, 41, 42). However, we show for the first time that activin and follistatin
may be involved in the beneficial effect exerted by exercise on NAFLD. Follistatin is a binding
protein that acts as an extracellular factor to bind and inactivate activin (43). Activin/follistatin
represent a complex circuitry that has local autocrine/paracrine function and at the same time may be
self-modulated (44, 45). Many studies have described potential mechanisms that could explain the role
of activin/follistatin in exercise-induced liver adaptation. In this regard, activins have been shown to
be associated with insulin production and insulin sensitivity as well as with fat oxidation in liver and

other tissues (11, 12, 46, 47). In addition, the role of activin A as an anti-inflammatory cytokine has
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been demonstrated (48, 49). Inflammation is an important mechanism involved in both insulin

resistance and NAFLD (12, 50). Interestingly, it has been recently shown that exercise induces

increase in plasma follistatin suggesting that follistatin may be a contraction-induced hepatokine (25).
In conclusion, the results show that exercise may reduce the deleterious effects of high-fat diet

on liver and suggest that the local expression of activin-follistatin may be involved.



265

266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
2901
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315

11

References

1.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Brunt EM 2001 Nonalcoholic steatohepatitis: definition and pathology. Semin Liver Dis
21:3-16

Ahmed U, Redgrave TG, Oates PS 2009 Effect of dietary fat to produce non-alcoholic fatty
liver in the rat. J Gastroenterol Hepatol 24:1463-1471

Deng QG, She H, Cheng JH, French SW, Koop DR, Xiong S, Tsukamoto H 2005
Steatohepatitis induced by intragastric overfeeding in mice. Hepatology 42:905-914

Smith BW, Adams LA 2011 Non-alcoholic fatty liver disease. Crit Rev Clin Lab Sci 48:97-
113

Fong DG, Nehra V,Lindor KD, Buchman AL 2000 Metabolic and nutritional
considerations in nonalcoholic fatty liver. Hepatology 32:3-10

Lieber CS, Leo MA, Mak KM, Xu Y, Cao Q, Ren C, Ponomarenko A, DeCarli LM 2004
Model of nonalcoholic steatohepatitis. Am J Clin Nutr 79:502-9

Takabe K, Wang L, Leal AM, Macconell LA, Wiater E, Tomiya T, Ohno A, Verma
IM, Vale W 2003 Adenovirus-mediated overexpression of follistatin enlarges intact liver of
adult rats. Hepatology 38:1107-15

Rodgarkia-Dara C, Vejda S, Erlach N, Losert A, Bursch W, Berger W, Schulte-
Hermann R, Grusch M 2006 The activin axis in liver biology and disease. Mutat Res
613:123-37

Werner S, Alzheimer C 2006 Roles of activin in tissue repair, fibrosis, and inflammatory
disease. Cytokine Growth Factor Rev 17:157-71

Deli A, Kreidl E, Santifaller S, Trotter B, Seir K, Berger W, Schulte-Hermann
R, Rodgarkia-Dara C, Grusch M 2008 Activins and activin antagonists in hepatocellular
carcinoma. World J Gastroenterol 14:1699-709

Yndestad A, Haukeland JW, Dahl TB, Bjero K, Gladhaug IP,Berge C, Damas
JK, Haaland T, Leberg EM, Linnestad P, Birkeland K, Konopski Z, Halvorsen B,Berge
RK, Aukrust P 2009 A Complex role of activin A in non-alcoholic fatty liver disease. Am J
Gastroenterol 104:2196-205

Hashimoto O, Funaba M 2011 Activin in glucose metabolism. Vitam Horm 85:217-34
Yndestad A, Haukeland JW, Dahl TB, Halvorsen B, Aukrust P 2011 Activin A
in nonalcoholic fatty liver disease. Vitam Horm 85:323-42

Kogure K, Omata W, Kanzaki M, Zhang YQ, Yasuda H, Mine T, Kojima I 1995 A single
intraportal administration of follistatin accelerates liver regeneration inpartially
hepatectomized rats. Gastroenterology 108:1136-42

Endo D, Maku-Uchi M, Kojima I 2006 Activin or follistatin: which is more beneficial to
support liver regeneration after massive hepatectomy? Endocr J 53:73-8

QOoe H, Chen Q, Kon J, Sasaki K, Miyoshi H, Ichinohe N, Tanimizu N, Mitaka T 2011
Proliferation of rat small hepatocytes requires follistatin expression. J Cell Physiol doi:
10.1002/j¢cp.22971

Colberg SR, Albright AL, Blissmer BJ, Braun B, Chasan-Taber L, Fernhall
B, Regensteiner JG, Rubin RR, Sigal RJ 2010 Exercise and type 2 diabetes: American
College of Sports Medicine and the American Diabetes Association: joint position statement.
Exercise and type 2 diabetes. Med Sci Sports Exerc 42:2282-303

Lavoie JM, Gauthier MS 2006 Regulation of fat metabolism in the liver: link to non-
alcoholic hepatic steatosis and impact of physical exercise. Cell Mol Life Sci 63:1393-409

He Y,Zhang H,Fu F 2008 The effects of swimming exercise on high-fat-diet-
induced steatohepatitis. J Sports Med Phys Fitness 48:259-65

Sene-Fiorese M, Duarte FO, Scarmagnani FR, Cheik NC, Manzoni MS, Nonaka
KO, Rossi EA, de Oliveira Duarte AC, Daimaso AR 2008 Efficiency of intermittent
exercise on adiposity and fatty liver in rats fed with high-fat diet. Obesity (Silver Spring)
16:2217-22




316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

12

Bergasa NV, Mehlman J, Bir K 2004 Aerobic exercise: a potential therapeutic intervention
for patients with liver disease. Med Hypotheses 62:935-41

Schultz A, Mendonca LS, Aguila MB, Mandarim-de-Lacerda CA 2010 Swimming
training beneficial effects in a mice model of nonalcoholic fatty liver disease. Exp Toxicol
Pathol d0i:10.1016/].etp.2010.08.019

Bueno PG, Bassi D, Contrera DG, Carnielli HM, Silva RN, Nonaka KO, Selistre-de-
Aratjo HS, Leal AM 2011 Post-exercise changes in myostatin and actRIIB expression in
obese insulin-resistant rats. Mol Cell Endocrinol 339:159-64

Dutra DB, Bueno PG, Silva RN, Nakahara NH, Selistre-Aratjo HS, Nonaka KO, Leal
AM 2012 Expression of myostatin, myostatin receptors and follistatin in diabetic rats
submitted to exercise. Clin Exp Pharmacol Physiol doi: 10.1111/5.1440-1681.2012.05690.x
Hansen J, Brandt C, Nielsen AR, Hojman P, Whitham M, Febbraio MA, Pedersen
BK, Plomgaard P 2011 Exercise induces a marked increase in plasma follistatin: evidence
that follistatin is a contraction-induced hepatokine. Endocrinology 152:164-71

Kleiner DE, Brunt EM, Van Natta M, Behling C, Contos MJ, Cummings OW, Ferrell
LD, Liu YC, Torbenson MS, Unalp-Arida A, Yeh M, McCullough AJ, Sanyal AJ 2005
Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease.
Hepatology 41:1313-21

Gold EJ, Francis RJ, Zimmermann A, Mellor SL, Cranfield M, Risbridger GP, Groome
NP, Wheatley AM, Fleming JS 2003 Changes in activin and activin receptor subunit
expression in rat liver during the development of CCL4-induced cirrhosis. Mol Cell
Endocrinol 201:143-53

Ferreira MC, Cavallo IK, Florio P, Petraglia F, Reis FM 2008 Activin betaA subunit,
follistatin and follistatin-like 3 are expressed in the endometrium of ovariectomized rats and
regulated by estrogen replacement. J Mol Histol 39:535-41

Chalkley SM, Hettiarachchi M, Chisholm DJ, Kraegen EW 2002 Long-term high-
fat feeding leads to severe insulin resistance but not diabetes in Wistar rats. Am J Physiol
Endocrinol Metab 282:1231-8

Woods SC, Seeley RJ, Rushing PA, D'Alessio D, Tso P 2003 A controlled high-fat diet
induces an obese syndrome in rat. J Nutr 133:1081-7

Pauli JR, Ropelle ER, Cintra DE, Carvalho-Filho MA, Moraes JC, De Souza CT, Velloso
LA, Carvalheira JB, Saad MJ 2008 Acute physical exercise reverses S-nitrosation of the
insulin receptor, insulin receptor substrate 1 and protein kinase B/Akt in diet-induced obese
Wistar rats. J Physiol 586:659-71

Yaspelkis BB 3rd, Lessard SJ, Reeder DW, Limon JJ, Saito M, Rivas DA, Kvasha
I, Hawley JA 2007 Exercise reverses high-fat diet induced impairments on
compartmentalization and activation of components of the insulin-signaling cascade in
skeletal muscle. Am J Physiol Endocrinol Metab 293:941-9

De Souza CT, Frederico MJ, da Luz G, Cintra DE, Ropelle ER, Pauli JR, Velloso LA
2010 Acute exercise reduces hepatic glucose production through inhibition of the Foxo
1/HNF-4 alpha pathway in insulin resistant mice. J Physiol 588:2239-53

Marques CM, Motta VF, Torres TS, Aguila MB, Mandarim-de-Lacerda CA 2010
Beneficial effects of exercise training (treadmill) on insulin resistance and nonalcoholic fatty
liver disease in high-fat fed C57BL/6 mice. Braz ] Med Biol Res 43:467-75

Estadella D, Oyama LM, Dimaso AR, Ribeiro EB, Oller Do Nascimento CM 2004
Effect of palatable hyperlipidic diet on lipid metabolism of sedentary and exercised rats.
Nutrition 20:218-24

Utzschneider KM, Kahn SE 2006 Review: The role of insulin resistance in nonalcoholic
fatty liver disease. J Clin Endocrinol Metab 91:4753-61

London RM, George J 2007 Pathogenesis of NASH: animal models. Clin Liver Dis 11:55-74
Gauthier MS, Couturier K, Charbonneau A, Lavoie JM 2004 Effects of introducing
physical training in the course of a 16-week high-fat diet regimen on hepatic steatosis, adipose
tissue fat accumulation, and plasma lipid profile. Int J Obes Relat Metab Disord 28:1064-71




369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403

404

405

406
407

408

409

410

411

412

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

13

Carlson CL, Winder WW 1999 Liver AMP-activated protein kinase and acetyl-CoA
carboxylase during and after exercise. J Appl Physiol 86:669-74.

Park H, Kaushik VK, Constant S, Prentki M, Przybytkowski E, Ruderman NB, Saha
AK 2002 Coordinate regulation of malonyl-CoA decarboxylase, sn-glycerol-3-phosphate
acyltransferase, and acetyl-CoA carboxylase by AMP-activated protein kinase in rat tissues in
response to exercise. J Biol Chem 277:32571-7

Yasuda H, Mine T, Shibata H, Eto Y, Hasegawa Y, Takeuchi T, Asano S, Kojima I 1993
Activin A: an autocrine inhibitor of initiation of DNA synthesis in rat hepatocytes. J Clin
Invest 92:1491-6

Gold EJ, Zhang X, Wheatley AM, Mellor SL, Cranfield M, Risbridger GP, Groome
NP, Fleming JS 2005 betaA- and betaC-activin, follistatin, activin receptor mRNA and
betaC-activin peptide expression during rat liver regeneration. J Mol Endocrinol 34:505-15
Shimonaka M, Inouye S, Shimasaki S, Ling N 1991 Follistatin binds to both activin and
inhibin through th common subunit. Endocrinology 128:3313-5

Leal AM, Blount AL, Donaldson CJ, Bilezikjian LM, Vale WW 2003 Regulation of
follicle-stimulating hormone secretion by the interactions of activin-A, dexamethasone and
testosterone in anterior pituitary cell cultures of male rats. Neuroendocrinology 77:298-304
Bilezikjian LM, Blount AL, Leal AM, Donaldson CJ, Fischer WH, Vale WW 2004
Autocrine/paracrine regulation of pituitary function by activin, inhibin and follistatin. Mol
Cell Endocrinol 225:29-36

Mine T, Kojima I, Ogata E 1989 Stimulation of glucose production by activin-A in isolated
rat hepatocytes. Endocrinology 125:586-91

Mine T, Yasuda H, Fujita T, Hasegawa Y 1996 Effects of inhibin on activin A-
induced glucose metabolism in rat hepatocytes. Endocrine 5:41-6

Cuschieri J, Bulger E, Grinsell R, Garcia I, Maier RV 2008 Insulin regulates macrophage
activation through activin A. Shock 29:285-90

Jones KL, Mansell A, Patella S, Scott BJ, Hedger MP, de Kretser DM, Phillips DJ 2007
Activin A is a critical component of the inflammatory response, and its binding protein,
follistatin, reduces mortality in endotoxemia. Proc Natl Acad Sci U S A 104:16239-44

Schenk S, Saberi M, Olefsky JM 2008 Insulin sensitivity: modulation by nutrients and
inflammation. J Clin Invest 118:2992-3002



14

413  Figures and tables

414
5501
* * *
500 . L ——
‘% & & &
450 ’E:EE # #
c
= 4004
8=
Y
=
Z 3504
=
[==]
-
300 -
——
2504 -6~ HF-Swim
200 ] ) ) ) ) ) ] ] ] ] ) i i ] ) 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
weeks before training weeks of training
415

416  FIG 1. Body weight (g) in control and high-fat diet fed rats. Values are means £ S.E.M., n = 6-7
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418  0.05, sedentary control group (C-Sed) vs. exercised control group (C-Swim); P < 0.05, sedentary
419  high-fat diet group (HF-Sed) vs. exercised high-fat diet group (HF-Swim).
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FIG 2. A, Analysis of glycemia profile in glucose tolerance test (GTT) and B, in insulin tolerance test
(ITT) at the end of 12th week in rats fed high-fat diet. C, Analysis of glycemia profile in glucose
tolerance test (GTT) pre-exercise (12th week) and post-exercise (16th week) training. Values are
means £S.E.M., n = 15 rats/group and n = 6-7 rats/group.*P < 0.05, high-fat diet group (HF)
vs.control group (C). *P < 0.05, exercised high-fat diet group pre-exercise (HF-Swim pre-exercise) vs.
exercised control group pre-exercise (C-Swim pre- exercise); “P < 0.05, exercised high-fat diet group
pre-exercise (HF-Swim pre-exercise) vs. exercised high-fat diet group post-exercise (HF-Swim post-
exercise).
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FIG 3. A, Activin BA and B, Follistatin mRNA expression in liver of Wistar rats. Values are means +
S.E.M., n = 6-7 rats/group. “P < 0.05, sedentary control group (C-Sed) vs. exercised control group (C-
Swim); “P < 0.05, sedentary high-fat diet group (HF-Sed) vs. exercised high-fat diet group (HF-
Swim).
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FIG 4. Histological analysis of liver from rats fed standard rodent chow and high-fat diet.
Representative microscopic pictures of hematoxylin-eosin-stained sections (Bar = 20 pm) were used.
C-Sed, Sedentary control group; C-Swim, Exercised control group; HF-Sed, Sedentary high-fat diet
group; HF-Swim, Exercised high-fat diet group.
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