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RESUMO

Flexibilidade metabdlica consiste na eficiéncia do organismo em utilizar
diferentes substratos energéticos de acordo com sua disponibilidade. Esta
aptidao fisiolégica € dependente da capacidade oxidativa e da sensibilidade a
insulina em tecidos periféricos, e apresenta-se comprometida em inimeras
situacdes patologicas. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da
obesidade induzida por glutamato monossédico (GMS) sobre a flexibilidade
metabodlica no tecido adiposo (TA) e no musculo esquelético (ME). Foram
também investigados os efeitos do exercicio aerbébio crbénico sobre este
parametro. Ratos da linhagem Wistar, recém-nascidos, foram injetados, por
cinco dias consecutivos, com solugao de GMS (4mg/g p.c.), para indugao de
modelo de obesidade. O protocolo de exercicio foi iniciado aos 90 dias de vida,
e consistiu de natacdo com sobrecarga de 6% do peso corporal, uma hora por
dia, cinco dias por semana, pelo periodo de 8 semanas. Aos 150 dias apds o
nascimento, os animais obesos sedentarios apresentaram hiperadiposidade,
hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina e hiperinsulinemia.
Apresentaram ainda dislipidemia e acumulo ectépico de triacilgliceréis intra-
hepaticos e intramusculares (TGIM). A flexibilidade metabdlica no TA e ME
destes animais foi avaliada in vitro. No TA houve reducdo na capacidade
oxidativa de acidos graxos, e dificuldade em elevar a oxidacdo de glicose
quando estimulado por insulina, caracterizando a instalagdo de inflexibilidade
metabdlica, bem como dificuldade em elevar a producao de lactato e a sintese
de glicogénio quando estimulado por insulina, € menor expressao protéica dos
reguladores imunometabdlicos AMPKa1 e PGC-1a. Citometria de fluxo revelou
ainda maior infiltracdo de macréfagos e células TCD8*. O ME dos animais
obesos sedentarios nao apresentou comprometimento da capacidade
oxidativa. Contudo, este tecido nao foi capaz de elevar a oxidacao de glicose e
a producdo de lactato quando estimulado por insulina. Por outro lado, os
animais obesos exercitados apresentaram menor adiposidade e néao
desenvolveram resisténcia a insulina, dislipidemia, ou acumulo de TGIM. O
exercicio elevou a capacidade oxidativa de acidos graxos no TA e ME, e
promoveu aumento na oxidagao de glicose em ambos, quando estimulados por
insulina. O exercicio preservou parcialmente a expressdao de AMPKa1, nao
afetou a de PGC-1aq, e evitou a infiltragdo de macréfagos e células TCD8" no
TA. Adicionalmente, foram investigados os efeitos da exposicao do TA e ME ao
acido palmitico (AP) sobre o metabolismo de glicose estimulado por insulina.
No ME dos animais obesos, a presenca do AP reduziu a oxidagao de glicose e
a sintese de lactato. No ME dos animais controles, a presenca do AP nao
afetou a oxidacao de glicose, e elevou a sintese de glicogénio. A exposicao do
TA ao AP promoveu efeitos semelhantes nos animais obesos e controles, com
reducdo na oxidacdo de glicose e elevacdo na sintese de glicogénio. O
exercicio ndo preveniu os efeitos deste acido graxo nos tecidos do grupo
controle ou obeso. Os resultados deste trabalho demonstram que, na
obesidade induzida por GMS, ocorre comprometimento da flexibilidade
metabdlica tanto no TA como no ME. Porém, existem peculiaridades no que
concerne a capacidade oxidativa de acidos graxos e a sensibilidade a insulina
nestes tecidos. O exercicio aerdbio crénico previne o comprometimento destas
funcdes fisiologicas, além de restringir a progressao da adiposidade e modular



vias imunometabdlicas. Estes sdo mecanismos potenciais através dos quais o
exercicio preservou a flexibilidade metabdlica no TA e ME.



ABSTRACT

Metabolic flexibility represents the body efficiency into use different energy
sources, in accordance to their availability. Such physiological competence
depends on the oxidative capacity and insulin sensitivity of the peripheral
tissues, and might be impaired in a plethora of pathological conditions.
Therefore, the aim of this study was to investigate the monosodium glutamate
(MSG) induced obesity effects on both, the metabolic flexibility in adipose tissue
(AT) and skeletal muscle (SM). In addition, chronic aerobic exercise effects on
this parameter were also investigated. Newborns male Wistar rats were injected
for five consecutive days with a MSG solution (4 mg/g bw), to induce a model of
obesity. The exercise protocol was initiated when rats were 90 days old, and
consisted of swimming with overload of 6% of body weight, one hour per day,
five days a week, during 8 weeks. At 150 days old, obese sedentary animals
developed hiper adiposity, hypertrophy of adipocytes, insulin resistance and
hyperinsulinaemia. Dyslipidaemia and ectopic intra-hepatic and intramuscular
(IMTG) triacylglycerols accumulation were also observed. The metabolic
flexibility in AT and SM of these animals was evaluated in vitro. Adipose tissue
oxidative capacity was reduced, and it was verified an inability to improve
glucose oxidation when stimulated by insulin, characterizing a metabolic
flexibility impairment. In this tissue, an inability to increase both lactate
production and glycogen synthesis stimulated by insulin, and a lower proteic
expression of the immunometabolic regulators AMPKa1 and PGC-1a were
present. Furthermore, flow-cytometric study shows increased macrophage and
CD8" T cells infiltration. Oxidative capacity was not impaired in SM of obese
sedentary animals. However, this tissue was not able to improve glucose
oxidation and lactate production stimulated by insulin. Moreover, the exercised
obese animals had lower adiposity, and did not develop insulin resistance,
dyslipidaemia, or IMTG accumulation. Exercise improved the oxidative capacity
of fatty acids in the AT and SM, as well the glucose oxidation-stimulated insulin
in both of them. Exercise patrtially preserved the AMPKa1 expression, did not
affect PGC-1a expression, and prevented the AT macrophages and CD8" T
cells infiltration. Additionally, the effects of palmitic acid (PA) on AT and SM
glucose metabolism-stimulated insulin were investigated. In the SM of obese
animals, PA reduced glucose oxidation and lactate synthesis. In the SM of the
control animals, PA did not affect glucose oxidation, and increased glycogen
synthesis. In AT, PA promoted similar effects in obese as well as in control
group, reducing glucose oxidation and increasing glycogen synthesis. The
exercise did not prevent the fatty acid effects on the tissues of obese or control
groups. These results showed that, in MSG induced obesity, impairment of
metabolic flexibility occurs in both AT and SM. However, there are unique
features regarding to oxidative capacity of fatty acids and insulin sensitivity.
Chronic aerobic exercise prevents the impairment of these physiological
functions, constrains the adiposity progression, and modulates
immunometabolic pathways. These are potential mechanisms by which
exercise preserved AT and SM metabolic flexibility.
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1. INTRODUCAO

1.1. Flexibilidade metabdlica e obesidade

Flexibilidade metabdlica consiste na eficiéncia do organismo em utilizar
diferentes substratos energéticos de acordo com sua disponibilidade (BICKEL,
2004; KELLEY et al, 2005). Esta funcdo fisiologica esta comumente
comprometida em patologias associadas a obesidade, e diversos estudos
aventam a hipotese de que disfuncdes intrinsecas de tecidos periféricos como
o musculo esquelético, tecido adiposo e figado, representem a base etiologica
do desenvolvimento da inflexibilidade metabdlica nesta doenca (SALTIEL e
KAHN, 2001; LIANG, 2006). Estes tecidos sao os principais alvos de acao da
insulina, horménio essencial na homeostase energética, pois coordena o
armazenamento, mobilizacdo e utilizagdo de acidos graxos livres (AGL) e
glicose (SALTIEL e KAHN, 2001). O desenvolvimento de resisténcia a insulina
nestes tecidos é reconhecido como defeito fundamental que precede o
estabelecimento da sindrome metabdlica, também conhecida como sindrome
de resisténcia a insulina (SHULDINER e MCLENITHAN 2004; STORLIEN,
2004; ZECCHIN CARVALHEIRA e SAAD, 2002). Esta sindrome €, de fato,
caracterizada pela inflexibilidade metabdlica devido a inabilidade em elevar a
oxidacao de glicose durante estimulo insulinico, bem como inabilidade em
manter preferéncia pela oxidacao de acidos graxos durante o jejum (Figura 01)
(STORLIEN et al., 2004). Adicionalmente, os mecanismos fisiol6gicos que
correlacionam obesidade, resisténcia a insulina e flexibilidade metabdlica sao
complexos e, muitas vezes, é dificil estabelecer as relagdes de causa e efeito
entre as peculiaridades metabdlicas observadas em diferentes tecidos. Neste
sentido destacam-se, por exemplo, o comprometimento da capacidade
oxidativa no musculo esquelético e no tecido adiposo (KIM et al., 2000; CHOO
et al., 2006), o excesso de substratos circulantes (WOLFE, 1998), o acumulo
ectépico de lipideos (BAYS et al.,, 2004), e a instalacdo de um quadro
inflamatério crénico (OUCHI et al., 2011).



A | Metabolicamente flexivel |

‘ Durante Jejum

B [ Metabolicamente inflexivel |

Grande Baixa
preferéncia pEeferenciy
pela oxidacio pela oxidagio
Q D lipidica no E'p“,kca o
] achlc | musculo
F ] p |
/ : = ‘f ! Menor
\ ' Su;_)ress:ao na { H supressao na
U ~ =% | oxidacdo de \V oxidacio de
glicose glicose
‘ Durante Estimulo com Insulina
c Metabolicamente flexivel ‘ D | Metabolicamente inflexivel
Supressdo da Baixa
.- oxidagdo ,—— = | supressao da
i . g - ~
' lipidica : oxidacao
Q D : : lipidica
1 1
Grande [ ‘ Menor
es_timitlo a K estimulo a
oxidacdo de oxidagdo de
glicose glicose

Figura 01: Obesidade e inflexibilidade metabdlica. Estdo representadas as diferencas nos
padrdes de metabolizagdo de glicose e &cidos graxos pelo musculo esquelético durante o jejum
ou estado pos-absortivo (Quadro superior) e durante estimulo insulinico ou estado pos
prandial (Quadro inferior). A e C: individuo metabolicamente flexivel. B e D: individuo

metabolicamente inflexivel. Individuos metabolicamente flexiveis apresentam oxidacao
preferencial de acidos graxos durante o jejum. Nestes individuos, o estimulo insulinico suprime
a oxidacdo de 4acidos graxos e induz oxidagdo preferencial de glicose. Individuos
metabolicamente inflexiveis transitam de maneira ineficiente entre a oxidacdo destes

substratos nestas situagdes. Adaptado de KELLEY et al., 2005.

1.2. Obesidade, metabolismo oxidativo e a via AMPK/PGC-1a

Reducédo da capacidade oxidativa no musculo esquelético e no tecido
adiposo é observacdo comum na obesidade e na resisténcia a insulina (KIM et
al., 2000; THYFAULT et al., 2004; SUTHERLAND et al., 2009; CHOO et al.,
2006; VALERIO et al., 2006). Este fendmeno é devido, em parte, a reducéo na
expressdo e na atividade de importantes enzimas mitocondriais (PELUSO e



MARGARUCCI et al., 2002; KELLEY et al., 2002; WACKERHAGE , 2006;
WACKERHAGE e WOODS, 2002). De modo interessante, agonistas dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR)-y sdo habeis
em induzir biogénese mitocondrial no tecido adiposo e musculo esquelético,
melhorando a capacidade oxidativa destes individuos (CHOO et al., 2006).
Este efeito é associado com expressao aumentada do coativador 1a do PPAR-
y (PGC-1a) (WILSON-FRITCH et al., 2004; HANDSCHIN e SPIEGELMAN,
2008), o qual esta atrelado a diversas alteracées metabdlicas caracteristicas da
obesidade (Figura 02) (SHULDINER e MCLENITHAN, 2004). De fato, foi
demonstrado que ocorre reducdo na expressdao de PGC-1a em tecidos de
individuos resistentes a insulina, e que 0 aumento na expressao desta proteina
no tecido adiposo promove melhora na sensibilidade a insulina do organismo
(HAMMARSTEDT et al., 20083).

O PGC-1a é membro de uma familia de co-fatores de transcricao que
desempenham papel central na regulacdo do metabolismo celular. E capaz de
modificar o fenotipo do musculo esquelético, tornando-o mais oxidativo e
menos glicolitico (LIANG et al., 2006), bem como do tecido adiposo branco
(TAB), induzindo caracteristicas metabdlicas similares as do tecido adiposo
marrom (TAM) (SUTHERLAND et al., 2009). De fato, PGC-1a foi originalmente
descoberto como regulador da termogénese adaptativa em resposta a
exposicao ao frio, evidenciando sua importante funcdo no metabolismo do TAM
(CANNIN e NEDERGAARD, 2004). O PGC-1a é também importante regulador
da biogénese mitocondrial no tecido adiposo e no musculo esquelético (LIANG
et al, 2006). Sua atividade é mediada pela interacdo com os fatores de
transcricdo NRF 1 e 2 (fatores respiratorios nucleares 1 e 2) e pela expressao
de Tfam (fator de transcricdo mitocondrial). Estes fatores estdo envolvidos na
regulacdo coordenada da expressao de genes codificados no DNA nuclear e
mitocondrial respectivamente (SCARPULLA, 2008; WU et al, 1999;
SCARPULLA, 1997; PARISI e CLAYTON,1991; SHORT et al., 2003). Assim,
quando expresso, o PGC-1a eleva a expressao de proteinas da cadeia
respiratéria e de enzimas envolvidas na oxidacao de acidos graxos no musculo
esquelético e tecido adiposo (TIRABY et al., 2003; LIN et al., 2001).



Adicionalmente, existe interacdo entre a atividade da proteina quinase
dependente de AMP (AMPK) e a ativacdo de PGC-1a. Por exemplo, foi
demonstrado que o AICAR, um ativador da AMPK, aumenta a expressdo de
PGC-1a e a biogénese mitocondrial em musculo de roedores (LEE et al.,
2006). A AMPK é uma quinase serina/treonina com fungdo crucial na
homeostase energética (STEINBERG e KEMP, 2009). De fato, a sinalizagao
mediada por AMPK estimula vias de producdo de energia, incluindo o
catabolismo de glicose e lipideos, ao passo que inibe vias consumidoras de
energia, incluindo a sintese de lipideos e colesterol (LAGE et al., 2008). Foi
observado que disturbios na sinalizacdo mediada por AMPK também se
correlacionam com o desenvolvimento de resisténcia a insulina, redugéo na
oxidacao de lipideos e elevacdo no conteudo de diacilglicerol no musculo
esquelético (STEINBERG et al., 2006; STEINBERG e KEMP, 2009). O
mecanismo de interagdo entre AMPK e PGC-1a ndo encontra-se totalmente
estabelecido, mas as evidéncias demonstram que a AMPK fosforila PGC-1aq,
bem como regula a transcricio de seu gene (JAGER et al, 2007;
WACKERHAGE, 2006).

Obesidade, excesso de
nutrientes,
sedentarismo

'

\4
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Figura 02: Reducdo na expressao da proteina quinase dependente de AMP (AMPK), do co-
ativador-1a dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PGC-1a), e relagcao
com o desenvolvimento do fenétipo metabdlico observado na resisténcia a insulina e na
obesidade. Adaptado de LIANG, 2006.



1.3. Acidos graxos livres, armazenamento ectépico de lipideos e resisténcia a
insulina (Interacao metabdlica entre substratos).

A obesidade ¢é comumente acompanhada de elevagdo nas
concentragdes plasmaticas de AGL, o que representa fator associado ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina em tecidos periféricos (BODEN et al.,
1997; BODEN et al.,, 2001). De fato, os AGL sdo considerados importantes
moduladores do metabolismo da glicose e da sensibilidade a insulina (Figura
03) (DRESNER et al, 1999; RANDLE, 1998; RANDLE, 1994; BODEN et al.,
1994). Por exemplo, KELLEY et al., (1993) demonstraram que, durante
estimulo com insulina, a manutencao experimental das concentra¢des de jejum
de acidos graxos é suficiente para reduzir a captacdo e a oxidacao de glicose
estimulada por este horménio. Em consonancia, tanto estudos epidemioldgicos
como experimentais apontam relagdo dos AGL com a etiologia da sindrome
metabodlica (VAN AMELSVOORT et al., 1986; RANDLE et al., 1963; KRAEGEN
etal., 1991).

A interacdo entre 0 metabolismo de glicose e acidos graxos tem sido
amplamente investigada desde a demonstracdo feita por Randle de que
concentracdes elevadas deste substrato reduzem a oxidagdo da glicose
(RANDLE et al, 1963). O mecanismo proposto pelo autor para a explicacao
deste fendmeno foi denominado Ciclo de Randle, ou ciclo da glicose-acido
graxo, e 0s pontos-chave desta hipotese sdo encadeados da seguinte maneira:
o aumento na disponibilidade de AGL ao tecido induz a beta oxidacao (B-
oxidacao) deste substrato, com consequente aumento da produgédo de acetil-
CoA. O acumulo de acetil-CoA leva a inibicdo da enzima piruvato
desidrogenase (PDH), mediada pela acdo da enzima piruvato desidrogenase
kinase, com consequente reducdo da oxidacdo do piruvato.
Concomitantemente, ocorre aumento de citrato e ATP, os quais inibem a
fosfofrutoquinase (PFK), resultando em acumulo da glicose-6-fosfato (G-6-P),

que pode ser direcionada para outras vias metabdlicas. Por fim, a G6P pode



inibir a atividade da hexoquinase (HK), com reducdo da fosforilacdo e da
captacao de glicose (HIRABARA et al., 2003; RASMUSSEN e WOLFE, 1999).

Adicionalmente, os acidos graxos podem também interferir na via de
sinalizagao insulinica no ME, figado e tecido adiposo (HIRABARA et al., 2007;
SONG et al.,, 2006; SENN, 2006). Uma revisdao sobre a via de sinalizagao
insulinica é apresentada no anexo 01. De fato, estudos recentes evidenciaram
que os AG inibem a captacdo de glicose estimulada pela insulina, e foi
observado que levam a reducdo na ativacdo de proteinas envolvidas na
sinalizacao insulinica como, por exemplo, o receptor da insulina (IR), o
substrato para o receptor da insulina (IRS), a fosfatidil inositol 3-quinase (PI-3K)
e a proteina quinase B (PKB). Estes efeitos consequentemente diminuem a
captacao, oxidacao e armazenamento de glicose (DRESNER et al.,, 1999). A
regulacao de tal fenbmeno é dependente de varios fatores, incluindo o tipo de
AG predominante e tempo de exposicao a molécula (HIRABARA et al., 2007).
Por exemplo, os acidos graxos saturados (como o acido palmitico) podem
induzir resisténcia a insulina em varios tipos celulares (RODEN, 2004). De fato,
EPPS-FUNG (1997) demonstrou que a exposicao de adipécitos de ratos a
acidos graxos saturados e de cadeia longa, por periodo de 4h, resulta em
insensibilidade a insulina devido a comprometimento da ativagcdo do GLUT4.
Estes dados sao corroborados por experimentos onde a ingestdo aumentada
de AGL desencadeou resisténcia a insulina em adipécitos, musculo esquelético
e figado (VAN AMELSVOORT et al., 1986; KRAEGEN et al., 1991).
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E importante notar que cenarios similares podem ser observados se 0s
AGL forem derivados do plasma ou dos TAG intramusculares (TGIM) (BAYS et
al.,2004). De fato, fendbmeno comum na obesidade é o acumulo ectopico de
triacilglicerdis em tecidos periféricos, provavelmente consequéncia da
expansibilidade limitada dos adipdcitos que, uma vez atingida, promove fluxo
excessivo de AGL aos tecidos periféricos (Figura 04) (BAYS et al., 2004).
Corrobora esta hipétese o fato de que animais com adipogénese
transgénicamente comprometida apresentam significativa infiltracéo de lipideos
no figado e musculo esquelético, e o transplantes de tecido adiposo para estes
animais atenua de maneira importante este quadro (GAVRILOVA et al., 2000).
De modo interessante, camundongos que nao expressam colageno VI,
importante componente da matriz extracelular do tecido adiposo, tem menor
limitacdo da expansibilidade dos adipdcitos, e tornam-se imunes a diversos
disturbios metabdlicos quando submetidos a dieta de alto teor lipidico, nao
desenvolvendo, por exemplo, acumulo hepatico de lipideos (KHAN et al.,



2009). O acumulo de lipideos no figado e no musculo esquelético agrava o
estado de resisténcia a insulina (CORCORAN et al.,2007; PERSEGHIN et al.,
1999) e promove a atividade de vias inflamatdrias, como o recrutamento e
ativagdo de células imunitarias (macrofagos/células de Kupffer) (HUMMASTI e
HOTAMISGIL, 2010). Adicionalmente, o contetdo de TGIM & melhor preditor
de resisténcia a insulina que a adiposidade visceral (GOODPASTER et al.,
1997), e as necessidades de insulina requeridas para o tratamento de
diabéticos tipo Il tem alta correlagdo com o conteudo intra-hepatico de lipideos
(RYYSY et al., 2000). Os triacilglicer6is no musculo esquelético e no figado
estdo em constante turnover, sendo que metabdlitos derivados de sua lipdlise
(ex. diacilglicerol, ceramidas) parecem ser reponsaveis pelo comprometimento

da sensibilidade a insulina nesta situacao (BAYS et al., 2004).

Por outro lado, atletas de endurance apresentam elevado conteudo de
TGIM (GOODPASTER et al., 2001), e ndo desenvolvem resisténcia a insulina.
Aparentemente, nestes individuos, o TGIM representa uma reserva para
elevadas taxas de oxidacao, o que é corroborado pelo fato de que as gotas de
lipidios intramusculares estao localizadas circundando mitocéndrias (MARTIN,
1996; ABERNETHY et al, 1990). J& em individuos diabéticos tipo Il, estas
gotas distribuem-se de maneira mais difusa pela célula muscular (KELLEY et
al., 2002). De fato, o acumulo de TGIM associa-se a resisténcia a insulina
quando acompanhado de uma baixa capacidade oxidativa de lipideos neste
tecido (KELLEY 2005).
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Figura 04: Expansibilidade de adipécitos, acidos graxos livres e armazenamento ectopico de
lipideos. O comprometimento na capacidade do tecido adiposo armazenar lipideos gera fluxo
aumentado de acidos graxos, causando deposicdo ectépica de lipideos no tecido adiposo
visceral, figado e musculo esquelético. Em consequéncia ocorre lipotoxicidade e
comprometimento da sensibilidade a insulina. Adaptado de GALGANI et al.,2008.

1.4. Mecanismos inflamatdrios associados a obesidade e a resisténcia a

insulina

O papel do componente inflamatorio na fisiopatologia da obesidade vem
ganhando destaque, principalmente no que diz respeito a seus efeitos sobre o
metabolismo. De fato, a inflamacéao é outro mecanismo que relaciona o estilo
de vida sedentario e a obesidade com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, e também ao desenvolvimento de morbidades como aterosclerose,
doencas neurodegenerativas e cancer (Figura 05) (HANDSCHIN e
SPIEGELMAN, 2008).



10

Sedentarismo Obesidade

h 4 b

Inflamacao sistémica cronica

=

v ) 4

Elevacao
Adipocitos imunitarias Neurdnios sistémica e local

Células

na concentracao
de citocinas

« Resisténcia a « Aterosclerose .« Alzheimer * Cancer

. insulina « Huntington

Diabetes tipo II
* Parkinson

Figura 05: Inflamagdo cronica e morbidades associadas a obesidade. O sedentarismo e a
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liberadas do tecido adiposo sdo associadas ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, e
diabetes tipo Il. Respostas inflamatorias de células imunitarias e em tecido neuronal estao
associadas a aterosclerose e doengas neurodegenerativas, respectivamente. A producgéo local
e sistémica de citocinas também contribui com a etiologia de certos tipos de cancer. Adaptado
de HANDSCHIN e SPIEGELMAN, 2008
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O metabolismo energético e a inflamacdo estdo intrincadamente
conectados, inclusive do ponto de vista evolutivo, e a area que investiga a
interacdo entre os mesmos é denominada imunometabolismo (MATHIS, 2011).
De modo interessante, verificou-se a existéncia de interacdo entre sistemas
similares em organismos inferiores, como por exemplo, a Drosophila
melanogaster (HOTAMISLIGIL, 2006). Neste organismo, um mesmo 6rgao (fat
body) exerce funcbes de tecido adiposo, hepatico e hematopoiético, e
apresenta ainda fungcées homologas as da imunidade inata de mamiferos,
produzindo peptideos antimicrobiais. Em grande medida estas respostas sao
ativadas por vias de sinalizacdo mediadas por receptores da familia Toll Like
(TLR) (ZHANG e LAURENCE, 2011). Em organismos superiores, apesar de o
tecido adiposo, o figado e o sistema imunitario serem diferenciados em
unidades discretas, com fungdes significativamente especializadas, estes ainda
mantém diversas formas de coneccdes operacionais. Por exemplo, através de
macréfagos infiltrados no tecido adiposo, de células de Kupffer no figado, e de
moléculas sinalizadoras circulantes (HOTAMISLIGIL, 2006). Ademais foi
demonstrado, em mamiferos, presenca de receptores da familia TLR também
em hepatdcitos, adipocitos € no musculo esquelético (SEKI e BRENNER, 2008,
SONG et al., 2006; SENN, 2006). Foi observado ainda que alguns acidos
graxos, notadamente os saturados de cadeia longa, funcionam como ligantes
para diversos receptores membros da familia TLR, e que estes receptores
ativam vias de sinalizagao inflamatérias cujos mediadores podem comprometer
a sinalizacao insulinica (LEE et al., 2003). Estes achados levaram a sugestao
de que os receptores TLR atuariam como importante link entre acidos graxos
livres circulantes, inflamacéo e resisténcia a insulina na obesidade (ZEYDA e
STULNIG, 2007). Especificamente no tecido adiposo e no musculo esquelético,
a ativacdo mediada por acidos graxos dos receptores TLR-2 e 4 desencadeia
resisténcia a insulina modulando enzimas com atividade serina/treonina
quinase (SONG et al., 2006; SENN, 2006). Nao obstante, a observagao de que
determinadas moléculas derivadas de patégenos também desencadeiam
resisténcia a insulina foi entendida como um mecanismo adaptativo. Neste
sentido, a resisténcia aguda a insulina, em situacao de infecgdo, permitiria um

“desvio” de substratos de tecidos periféricos para a atuacdo do sistema
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imunitario no decurso da defesa, um processo de elevada demanda energética.
De fato, para cada grau em que o mecanismo da febre eleva a temperatura
corporal, ocorre uma elevagcao no consumo energético entre 7 e 13%, e na
instalacdo da septicemia este valor pode aumentar em 30 a 60%
(ROMANYUKHA et al., 2006). Contudo, durante a obesidade, a ativacao
continua de receptores TLR, mediada pelos elevados niveis de AGL, ativa vias
inflamatérias desnecessérias, agravando o quadro crénico de resisténcia a
insulina (ZHANG e LAURENCE, 2011).

1.5. Infiltragdo de células imunitarias no tecido adiposo

O tecido adiposo € reconhecido como 6rgao enddcrino, produtor
diferentes moléculas com atuacéao periférica (ex. hormonios e citocinas), muitas
das quais apresentam também importante acdo inflamatéria (GALICA et al.,
2010; PERSEGHIN et al., 2003; AJUWON e SPURLOK, 2005; GHANIM et al.,
2004; JOVE et al., 2005). Adicionalmente, o perfil de secreg¢ao de citocinas é o
resultado da atividade de diferentes células presentes neste tecido. Por
exemplo, em humanos em situacdo de repouso, aproximadamente 30% da
interleucina 6 (IL-6) circulante € oriunda do tecido adiposo (MOHAMED-ALLI,
1997), mas apenas 10% deste total pode ser atribuido aos adipécitos. O
restante € produto principalmente de macréfagos infiltrados neste tecido
(FRIED, 1998). De fato, a infiltragdo de células imunitarias é fator que contribui
com a resisténcia a insulina nos diferentes tecidos onde ocorre hipertrofia de
tecido adiposo (Figura 06), e € um fendmeno observado tanto em humanos
como em roedores obesos (OUCHI et al., 2011; CLEMENT e LANGING, 2007;
WEISBERG et al, 2003). Contribuem para este processo a ativacao de
receptores TLR por AGL, a hipéxia tecidual (uma vez que a angiogénese nao
acompanha, em proporcao, a hipertrofia dos adipécitos), o estresse metabdlico
(ex. estresse oxidativo/estresse do reticulo endoplasmatico) e a morte de
adipécitos (HOTAMISLIGIL, 2010; ZHOU et al., 2010).
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Figura 06: Hipertrofia do tecido adiposo subcutdneo e acumulo ectépico de lipideos
associados a infiltragdo de macréfagos. Uma vez infiltradas, estas células contribuem com a
producdao aumentada de citocinas inflamatérias e com o comprometimento da sensibilidade a
insulina. Adaptado de OLEFSKY e GLASS, 2010.

A resisténcia a insulina relacionada a infiltracao de macroéfagos no tecido
adiposo ndo depende apenas da quantidade, mas também do estado de
ativacdo destas células. Neste sentido, a literatura caracteriza dois extremos
fenotipicos de macréfagos, conhecidos como macrofagos classicamente
ativados, ou células M1, e macréfagos alternativamente ativados, ou células
M2 (WISNEWSKY et al., 2009). Estes estados de ativacdo sao o reflexo da
acao de diferentes vias de sinalizacdo intracelulares, as quais modulam o
padrdao de expressdo génica e, consequentemente, o padrdo de producédo de
citocinas. Resumidamente, o estado de ativacdao M1, caracterizado por acdes

pré-inflamatérias, € mantido por fatores de transcricdo como o NF-kB (fator
nuclear kB) e AP1 (proteina ativadora 1), e o estado de ativacdo M2,
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caracterizado por acdes anti-inflamatérias, € mantido por fatores de transcricao
como STAT6 (transdutor de sinal e ativador da transcricdo 6) e PPARs
(receptores ativados por proliferadores de peroxissomos) (OLEFSKY e GLASS,
2010). A ativacdo de tais fatores é dependente de sinais oriundos do
microambiente onde a célula esta inserida, os quais sao identificados por
receptores de membrana, como por exemplo, os receptores TLR (GLASS
2009). De modo interessante (e contra intuitivo), foi demonstrado que
macrofagos infiltrados no tecido adiposo de humanos obesos sao
primariamente caracterizados por um fenétipo M2 (ZEYDA et al., 2007). Estas
células sao comumente identificadas por um conjunto de fatores, que incluem a
expressdao de marcadores de superficie como MR (receptor para manose),
CD163 e integrina av@5, alta atividade endocitica e produgéo de citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 (Interleucina 10) e IL-1Ra (antagonista do receptor de
interleucina 1B). Contudo, os macrofagos M2 presentes no tecido adiposo de
humanos obesos apresentam comportamento muito peculiar, pois também
secretam grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias (ZEYDA et al.,
2007). Estas células apresentam ainda alta expressdo de receptores
scavenger, e elevada atividade endocitica, o que sugere um papel dos
macréfagos do tecido adiposo na captacédo de lipideos e lipoproteinas, bem
como de células apoptéticas (FEBBRAIO et al.,, 2001). Estas informacgdes
corroboram o papel de macréfagos M2 no desenvolvimento da aterosclerose
(VAN TITS et al.,, 2011), e dao suporte a teoria de que seu recrutamento ao
tecido adiposo esta associado com a presenca de adipdcitos mortos, 0os quais
precisariam ser removidos (CINTI et al., 2005).

Adicionalmente, ocorre modulacdo quantitativa e qualitativa em outros
tipos celulares no tecido adiposo de individuos obesos. Por exemplo, os
linfocitos T CD4", que podem ser subdivididos em células com acgéo
potencialmente pro-inflamatérias (TH1) ou potencialmente anti-inflamatérias
(TH2), e ainda com acéo reguladora (Treg ou Foxp3+) estdo presentes em
diferentes proporg¢des no tecido adiposo hipertrofiado (Figura 07) (NISHIMURA
et al 2009; WINER et al 2009; FEUERER et al,2009). Por exemplo, Winer et al,
(2009) mostraram que tanto em modelo de obesidade animal induzida por dieta
guanto em humanos obesos, a razdo de células T CD4" TH1:TH2 e
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TH1:Foxp3+ encontra-se aumentada. Estas células estdo em constante
interacdo e podem modular suas funcdes de maneira reciproca. Enquanto
células TH1 ativam macréfagos M1, as células TH2 e as células T reguladoras
os diferenciam em macréfagos M2. Outros estudos observaram também
elevada concentragcdo de linfécitos T CD8" no tecido adiposo de animais
obesos, e demonstraram que estas células secretam fatores humorais
envolvidos na migracao e ativacdo de macréfagos (NISHIMURA et al., 2009).
De modo interessante, a deplecédo de células T CD8" com anticorpos anti-CD8
foi capaz de reduzir a infiltracdo de macréfagos no tecido. Notadamente, estes
estudos fornecem evidencias importantes de que rearranjos especificos nos
receptores de células T (TCR) séo selecionados no tecido adiposo, sugerindo
que antigenos neste tecido podem se comunicar com o sistema imunitario

adaptativo.

A importancia da infiltracdo de células imunitarias na fisiopatologia da
obesidade é evidenciada pela demonstracdo de que o bloqueio deste processo
causa reducao dramatica da expressao de genes proinflamatérios no figado,
musculo esquelético e tecido adiposo. Adicionalmente, esta intervencao
previne o desenvolvimento de resisténcia a insulina, mesmo quando animais
sao submetidos a dieta de alto teor lipidico que desencadeie hiperadiposidade,
esteatose hepatica e elevado conteudo intramuscular de triacilglicerdis
(GLASS, 2009).
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Figura 07: Caracteristicas fenotipicas de células imunitarias infiltradas no tecido adiposo. (a)

No tecido adiposo de individuos magros predominam células T com polarizagdo CD4" (Treg e
TH2). Estas células sdo capazes de secretar IL-10, e estimular producdo de IL-10 por
macrofagos, atenuando a inflamacdo e melhorando a sensibilidade a insulina. (b) No tecido
adiposo de individuos obesos predominam células T com polarizagdo CD8", e as células CD4"
sdo principalmente do subtipo TH1. Esta mudancga fenotipica parece preceder e regular o
influxo de macréfagos ao tecido adiposo. Adaptado de LUMENG et al., 2009.

1.6. Papel da via AMPK/PGC-1a na inflamagéao

Reforcando a importancia da integracdo entre o metabolismo e a
inflamacao, foi observado que via de sinalizagdo AMPK/PGC1a também esta
associada com regulacao de vias de inflamatérias tipicamente observadas na
obesidade (Figura 08) (GAUTHIER et al., 2011; YANG et al., 2010; SALMINEN
et al., 2011). Por exemplo, demonstrou-se que a ativacao da AMPK através do
AICAR inibe o quadro inflamatério em diferentes doencgas crdnicas (BAI et al.,
2010; NATH et al., 2005; MYERBURG et al., 2010; ZHAO et al., 2008), e que a
ativacdo de AMPK inibe a acdo inflamatéria mediada por acido palmitico em
células endoteliais (CACICEDO et al., 2004). A principal isoforma do AMPK no
tecido adiposo € a a1 (YANG et al., 2010), e seus efeitos anti-inflamatérios sao
desencadeados por diferentes mediadores, como por exemplo, o PGC-1a (KIM
et al,, 2007; PALOMER et al., 2009), a SIRT1 (sirtuina), a p53 (proteina de
peso molecular 53 kDa) e o Forkhead box O (FoxO) (SALMINEN et al., 2011),
0s quais inibem a acgao do fator nuclear kB (NF-kB). De fato, Kim et al, (2007)
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demonstraram que o aumento na expressao de PGC-1a bloqueia a atividade
de NF-kB, e a resposta inflamatéria induzida por TNF-a, no muasculo liso de
aorta e em células endoteliais humanas. O mecanismo anti-inflamatério desta
via ndo esta completamente estabelecido, mas evidencias demonstram que
PGC-1a é capaz de ligar-se subunidade p50 e p65 do NF-kB (ALVAREZ-
GUARDIA el al., 2010; MORARI et al.,, 2010), sugerindo que a interagcao
molecular destes mediadores represente um mecanismo de integracao

imunometabdlica.
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Figura 08: Inibicao do NF-kB mediada por AMPK. O exercicio, diversos horménios, e alguns
farmacos ativam AMPK. Em contraposicao, obesidade e hiperglicemia inibem a expressao de
AMPK. AMPK estimula diversos mediadores como PGC-1a, SIRT1, p53 e FoxO, os quais
inibem a sinalizagéo pela via do NF-kB através de diferentes mecanismos. AMPK previne o
desenvolvimento do estresse do reticulo endoplasmético e do estresse oxidativo, os quais
poderiam ativar a sinalizacdo do NF-«kB. Adaptado de SALMINEN et al., 2011.
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1.7 Exercicio e flexibilidade metabdlica

A pratica de atividade fisica € reconhecida como importante ferramenta
terapéutica no tratamento e prevencao da obesidade e do diabetes mellitus tipo
2 (ACSM, 2001; ADA, 2003; PERES et al., 2005). A contribuicao do exercicio
na manutencdo da flexibilidade metabdlica esta na dependéncia de fatores
como o tipo, volume e intensidade da atividade realizada (HOROWITZ et al.
2000 ; SPRIET, 2003; TURCOTTE et al, 1992). Neste sentido, importante
efeito do exercicio aerdébio é a elevacdo da capacidade oxidativa no musculo
esquelético (HOROWITZ et al. 2000; SPRIET, 2003; SPRIET et al, 2002;
TURCOTTE et al.,, 1992; TURCOTTE et al., 1999; BAAR, 2004; HOLLOSZY e
COYLE, 1984) e também no tecido adiposo (SUTHERLAND et al., 2009), o que
€ acompanhado de importante reducdo na massa de tecido adiposo e no
tamanho dos adipdcitos. Nestes tecidos o exercicio promove também melhora
na sensibilidade a insulina, regulando diretamente as vias de sinalizacao
ativadas por este horménio (ARNER et al., 1995; CHRISTY et al., 2002; CRAIG
et al.,, 1981; CRAIG et al., 1983). Adicionalmente, o exercicio aerdbio apresenta
diversos efeitos antiinflamatérios, modulando a sintese de citocinas em
diferentes tipos celulares, bem como a migracdao e o fendtipo de células
imunitarias infiltradas no tecido adiposo (PEDERSEN e PETERNSEN, 2005;
KAWANISHI et al, 2010). Os mecanismos envolvidos na adaptacdao ao
exercicio sao complexos, e envolvem a regulacao de ampla variedade de vias
de sinalizagdo em diferentes tecidos. Por exemplo, a calcineurina, a CaMK
(proteina kinase dependente de calcio/calmodulina), a MAPK (proteina kinase
ativada por mitégeno), a PKC (proteina kinase C), o NF-kB (fator nuclear kappa
B), o IRS (substrato para o receptor de insulina), a AMPK (proteina quinase
dependente de AMP), o PGC-1a (coativador 1a dos receptores ativador por
proliferadores de peroxissomos), dentre outras (WACKERHAGE e WOODS,
2002; WACKERHAGE, 2006).
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1.8. Efeitos do exercicio sobre a capacidade oxidativa

Os efeitos do exercicio sobre a capacidade oxidativa sdo decorrentes de
ampla gama de adaptagdes fisiolégicas sistémicas e localizadas (SPRIET,
2002; HELGE et al., 1999; GALBO, et al., 1996). Por exemplo, foi demonstrado
que o treinamento aerdbio € capaz de aumentar o leito vascular através do
aumento no nimero de pequenas arteriolas (angiogénese) e do diametro dos
grandes vasos (WATERS et al., 2004; DESCHENES e OGILVIE, 1999; WHITE
et al., 1998), o que amplia de maneira importante a funcao de entrega de O e
substratos aos tecidos periféricos (KRAUS et al., 2004; HAAS, 2002). De fato,
a contracao muscular cria potente estimulo para o remodelamento estrutural da
vasculatura (PRIOR et al., 2004) elevando a concentragdo de mRNA para o
VEGF (fator de crescimento endotelial ) (LHOYD et al., 2003), e aumento da
atividade mitotica das células endoteliais (DESCHENES e OGILVIE, 1999).
Adicionalmente, o exercicio modula os mecanismos de transporte pela
membrana plasmatica, bem como pela membrana mitocondrial da célula
muscular. Neste sentido, ocorre elevagao na expressao de proteinas como a
FABPpn (proteina ligante de AG da membrana plasmatica), FAT/CD36
(translocase de AG) e FATP (proteina transportadora de &cidos graxos) em
consequéncia de estimulagéo elétrica crénica ou treinamento aerébio (CLARKE
et al., 2004; RASMUSSEN et al, 1999; KIENS et al.,, 1997 , TURCOTTE et al.,
1992 , TURCOTTE at al., 1999). Estas adaptacdes localizadas promovem
modificacoes sistémicas nas concentracbes de metabdlitos. Por exemplo,
IBRAHIMI et al., 1999 mostrou que a expressao aumentada de FAT/CD36 foi
habil em reduzir as concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis e AG de
cadeia longa (AGCL), além de elevar a oxidacao de palmitato no musculo
esquelético de camundongos. De modo interessante, a proteina FAT/CD36
parece ser agudamente translocada de um “pool” intracelular para a membrana
muscular durante a contracdo, de maneira similar ao que acontece com o
transportador GLUT-4, sugerindo um mecanismo para aumento agudo na
captacdo de acidos graxos durante o exercicio (BONEN et al, 2000).
Adicionalmente, o treinamento aerdbio promove aumento da atividade de
enzimas mitocondriais (STALLKNECHT et al, 1991). Por exemplo,

demonstrou-se que a atividade do complexo carnitina palmitoil transferase
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(CPT) eleva-se com o treinamento aerébio (BOYADJIEV, 1996). O complexo
CPT consiste nas enzimas carnitina palmitoil transferase 1 (CPT 1),
acilcarnitina translocase e carnitina palmitoil transferase 2 (CPT Il), e possui
importante fung¢éo no transporte de acidos graxos de cadeia longa (AGCL) para

dentro da matriz mitocondrial, para a ocorréncia da  oxidagao (SPRIET, 2002).

O exercicio estimula ainda a biogénese mitocondrial no musculo
esquelético e no tecido adiposo, elevando a capacidade destes tecidos
oxidarem &cidos graxos (TONKONOGI et al., 2002; SUTHERLAND et al.,
2009). A ativacdo deste processo esta na dependéncia de diversas vias
regulatérias da expressao génica, com notavel atencdo para a atividade da via
AMPK/PGC-1a. De fato, o exercicio é potente ativador da via AMPK/PGC-1a
em diferentes tecidos incluindo o musculo esquelético, o tecido adiposo e
também figado e coragdo (RUDERMAN., 2009). Este efeito € mediado, em
grande medida, pelas concentracbes de catecolaminas circulantes, e no
musculo esquelético as concentracées citoplasmaticas de AMP também
exercem efeito importante (Figura 09) (HARDIE, 2004; WU et al, 2002;
SUTHERLAND et al.,, 2009). De fato, foi demonstrado que agonistas [
adrenérgicos podem elevar a expressdo do mRNA para PGC-1a em
hepatécitos (DING et al., 2006), no tecido adiposo marrom (PUIGSERVER et
al., 1998), no musculo esquelético (MIURA et al., 2007), e no tecido adiposo
branco (SUTHERLAND et al., 2009 ). De modo interessante, SUTHERLAND et
al, (2009) observaram que o tratamento de ratos com propranolol (B-
bloqueador ndo especifico), causou reducado parcial (40%) na expressao do
mMRNA de PGC-1a induzida pelo exercicio no tecido adiposo, confirmando que
as concentragdes de catecolamina circulantes eram mediadores de parte do
efeito do exercicio sobre esta via. Nao obstante, outros fatores circulantes
marcadamente elevados durante o exercicio, como a IL-6 (abordada adiante),
podem levar a ativagdo da AMPK (KELLY et al., 2004; JAGER et al., 2007).
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Figura 09: Papel da AMPK e PGC-1a na biogénese mitocondrial induzida pelo exercicio. (1) O
aumento no turnover energético causado pelo exercicio eleva as concentragbes intracelulares
de AMP, e as de catecolaminas e IL-6 circulantes. Estes fatores induzem fosforilagdo e
ativacdo da AMPK pela quinase LKB-1 (ndo mostrada). Uma vez ativada, AMPK modula a
expressdo génica do co-fator PGC-1a. (2) PGC-1a liga-se ao fator de transcricdo NRF, (e a
outros ndo mostrados), aumentando a expressdao de TFAM e de proteinas mitocondriais
codificadas no DNA nuclear. (3) TFAM migra para a mitocdndria onde modula a expressao de
proteinas mitocondriais codificadas no DNA mitocondrial. AMP: Adenosina monofosfato; IL-6:
Interleucina 6; AMPK: Proteina quinase dependente de AMP; FT: Fator de transcricao; PGC-
1a: Coativador 1a dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomos; NRF: Fator
respiratério nuclear; nDNA: Acido desoxirribonucleico nuclear; TFAM: Fator de transcricao
mitocondrial; nProt: Proteinas mitocondriais codificadas no DNA nuclear; mtDNA: Acido
desoriribonucleico mitocondrial; mtProt: Proteinas mitocondriais codificadas no DNA
mitocondrial. Adaptado de WACKERHAGE (2006).
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1.9. Efeitos do exercicio sobre as vias de sinalizacdo da insulina

O exercicio aerébio promove melhora na sensibilidade a insulina no
musculo esquelético e em adipdcitos (CHRISTY et al,, 2002). Este efeito é
mediado por modificagdes sistémicas nas concentracdes de metabdlitos
circulantes, bem como por modifica¢des locais, como por exemplo, alteracdes
nos fosfolipideos de membrana (GALBO et al, 1996; HELGE et al, 1999;
ANDERSSON et al., 1998), e na atividade e expressao de proteinas envolvidas
na sinalizacédo insulinica (Figura 10) (JESSEN et al., 2003; CHRISTY et al.,
2002; EZAKI et al., 1992). De fato, foi demonstrado que o treinamento fisico de
animais saudaveis potencializa etapas criticas da cascata de sinalizacdo
insulinica, incluindo aumento da expressao protéica e da funcionalidade do
receptor de insulina, de IRS-1, PI3-kinase, da proteina quinase B (PKB/AKT) e
do transportador de glicose responsivo a insulina (GLUT-4), (CHIBALIN et al.,
2000; KIM et al., 1995; KIM et al., 1999; JESSEN et al., 2003; CHRISTY et al.,
2002; EZAKI et al., 1992). Nao obstante, o treinamento fisico de animais
resistentes a insulina leva a aumento da fosforilacdo em tirosina do receptor de
insulina e aumento da expressdo de IRS-1, sem alteracdo na expressao
protéica da subunidade B do receptor de insulina, da subunidade p85 da PI3-
kinase, ou da Akt/PKB (HEVENER et al., 2000).

O treinamento de endurance também melhora a acao da insulina sobre
o metabolismo da glicose em humanos resistentes a insulina (ROGERS et al.,
1988) ou diabéticos tipo Il (HUGHES et al, 1993). Por exemplo, PERSEGHIN
(1996) mostrou que individuos resistentes a insulina submetidos a seis
semanas de treinamento aerdbio tiveram melhora no transporte de glicose e na
fosforilagdo de glicose estimulada por insulina no musculo esquelético.
Adicionalmente, o treinamento aerdbio eleva a expressao protéica de GLUT-4
no musculo esquelético (HOUMARD et al., 1991; OUMARD et al., 1993; DELA
et al., 1994), e aumenta a atividade da PI3-kinase (HOUMARD et al., 1999;
KIRWAN et al., 2000) em humanos. Alguns trabalhos encontraram aumento no
namero de receptores de insulina apos treinamento (KIM et al., 1995),
enquanto outros nao evidenciaram tal adaptacao (CHRIST et al., 2002). De
modo interessante, o exercicio agudo € estimulo capaz de induzir

translocamento de GLUT-4 para a membrana plasmatica muscular, mesmo na
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auséncia de insulina. Este efeito parece ser mediado pela acdo da AMPK,
ativada em resposta ao exercicio (MUSI et al., 2001).

Os efeitos do exercicio sobre a sensibilidade a insulina em adipécitos
sado, em grande medida, dependente de reducdo da massa de tecido adiposo e
do didmetro da célula (BROZINICK et al., 1994; BURSTEIN et al., 1992). Nao
obstante, sdo observados também diversos efeitos sobre a via de sinalizacao
insulinica. Por exemplo, PERES (2005), investigou o efeito do treinamento
aerobio sobre a acdo da insulina em adipdcitos isolados e no tecido adiposo
intacto. Foi observado que a fosforilacdo induzida por insulina de IRS-1 e 2 foi
significativamente aumentada, e que o numero dos receptores de insulina e a
fosforilacdo em tirosina induzida por insulina da subunidade 3 do receptor nao
foi alterada. A associacdo de IRS-1/PISK (mas nao de IRS-2/PI3K), e
fosforilacdo em serina de AKT também foi maior apds o periodo de
treinamento. O conteudo proteico da subunidade B do receptor de insulina, e
de IRS-1 e 2 nao diferiu entre os grupos controle e treinado.
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Figura 10: Papel do exercicio sobre o metabolismo de glicose estimulado por insulina. Estao
representados os efeitos do exercicio sobre diferentes mediadores da via de sinalizagéo
insulinica, bem como o efeito do exercicio sobre a translocacdo de GLUT-4 para a membrana
plasmatica de maneira independente da insulina. Adaptado de SHEPHERD e KHAN, 1999
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1.10. Efeitos do exercicio sobre mecanismos inflamatérios

O exercicio € uma intervengdo com importantes efeitos anti-inflamatérios
(GLEESON et al., 2011), os quais podem ser mediados por reducao da massa
adiposa e consequente reducdo de citocinas inflamatérias circulantes, mas
também por ampla variedade de estimulos que promovem ambiente fisiol6gico
com potencial para atenuar a atividade de vias da inflamacdo (Figura 11)
(PETERSEN e PEDERSEN, 2005; MATHUR e PEDERSEN, 2008). Por
exemplo, a interleucina 6 (IL-6), molécula produzida por uma variedade de
tecidos e células, incluindo leucocitos, adipdcitos, macréfagos, cérebro, figado
e musculo esquelético (GLEESON et al., 2011), é elevada no plasma em até
100 vezes os valores de repouso, como resposta ao exercicio. Este fendbmeno
€ decorrente de producdo desta interleucina pelo musculo esquelético
(PEDERSEN e EDWARD, 2009; FISCHER, 2006). A elevacdao nas
concentracdes plasmaticas de IL-6 promove elevacdo de outros fatores com
reconhecida acao anti-inflamatéria, como por exemplo, elevagao da interleucina
10 (IL-10), a qual blogueia a sintese de Interleucina 1 (IL-1) e do fator de
necrose tumoral a (TNF-a), elevagdo do antagonista do receptor de interleucina
1 (IL1ra), o qual bloqueia a acdo da IL-1B, e elevagéo do cortisol, que medeia
diversos mecanismos anti-inflamatérios (STEENSBERG et al, 2003;
PETERSEN e PEDERSEN, 2005). O papel da IL-6 é independente de outros
estimulos desencadeados pelo exercicio, o que é evidenciado pela infusdo de
IL-6, que mimetiza estes mesmos efeitos, suprimindo também a elevacao nas
concentracdes de TNFa estimulada por endotoxina (STARKIE et al., 2003;
STEENSBERG et al., 2003). Muitos destes efeitos estdo associados a
prevencdo da resisténcia a insulina induzida por lipideos, melhora na
sensibilidade a insulina e prevencdo da infiltracdo de células imunitérias
(HONG et al, 2006). Apesar de as concentracoes plasmaticas de IL-6
retornarem aos valores de repouso em aproximadamente 1 hora pds-exercicio,
foi demonstrado que sua concentragdo nas fibras musculares pode permanecer
elevada por até 24 horas ap6s o final da sessdo (PENKOWA, et al., 2003). Nao
obstante, é importante destacar que a IL-6 tem sido motivo de acirrado debate
cientifico. De fato, ndo estd completamente estabelecido qual seu papel como
modulador da atividade inflamatéria e também do metabolismo de nutrientes
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(KRISTIANSEN e MANDRUP-POULSEN, 2005; GABAY, 2006; PEDERSEN et
al., 2007). Em adigéo, outros importantes imunomoduladores secretados em
resposta ao exercicio incluem os hormdnios adrenalina, cortisol, horménio do
crescimento, e outros fatores como proteinas de choque térmico, que em
conjunto, contribuem com a indu¢do de um ambiente anti-inflamatério (CUPPS
e FAUCI., 1982; BERGMANN., 1999; GLEESON et al., 2011).

Estas moléculas contribuem ainda com a prevencao da infiltracao de
células imunitarias no tecido adiposo. De fato, o exercicio reduz a quantidade
de macrofagos e outros tipos celulares infiltrados neste tecido, além de
estimular nestas células mudancgas fenotipicas em sentido notadamente anti-
inflamatério (Kawanishi et al, 2010). Em consonancia com estes achados,
estudos em humanos demonstraram que o exercicio reduz o numero de
mondcitos fenotipicamente pro-inflamatérios circulantes (CD14°“CD16%), e
eleva o nimero de células T regulatérias (CD4"CD25" TReg) (TIMMERMAN et
al., 2008; YEH et al., 2006; WANG et al., 2011). A demonstracdo de que o
tratamento com glicocorticoides depleta seletivamente a populacdo de
mondcitos CD14°“CD16* (FINGERLE-ROWSON et al., 1998) corrobora a
suposicdo de que alteracbes transientes nas concentracdes de cortisol
medeiam os efeitos do exercicio sobre este parametro. Foi observado ainda
que o exercicio induz mudanga no perfil de macréfagos infiltrados no tecido
adiposo de camundongos obesos, notadamente para o fenétipo anti-
inflamatério M2 (KAWANISHI et al., 2010), e reduz expressado de receptores
Toll Like em monécitos e macréfagos (PETERSEN e PEDERSEN, 2005;
PEDERSEN e FEBBRAIO, 2008; GLEESON et al., 2006). Adicionalmente, o
exercicio pode modular diretamente os mecanismos que medeiam a migracao
de células imunitarias ao tecido adiposo. Este efeito inclui a reducdo na sintese
de quimiocinas e de moléculas de adesdao (CAM’s) no endotélio vascular
(ROBERTS et al., 2006; ZOPPINI et al., 2006; KAWANISHI et al., 2010), as
quais, de fato, apresentam maior expressao no tecido adiposo de individuos
obesos (BOSANSKA et al., 2010). A modulacdo deste processo se da pela
inibicdo de vias que regulam a expressdao génica das CAM’s como, por
exemplo, o NFkB, onde a via AMPK/GGC-1a pode apresentar papel relevante
(HANDSCHIN, 2009; HANDSCHIN e SPIEGELMAN, 2008).
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Figura 11: Efeitos do exercicio sobre a inflamacao crénica. A pratica de atividade fisica induz
perfil anti-inflamatério no tecido adiposo, caracterizado por adipécitos de menor tamanho, e
presenca de células imunitarias fenotipicamente anti-inflamatérias (macréfagos M2 e células T
regulatorias). Os mecanismos envolvem a redugdo de substratos circulantes, como glicose e
acidos graxos livres, a elevacdo transitoria de moléculas como cortisol, adrenalina e
interleucina 6, e a ativagao de vias de sinalizagao anti-inflamatérias, como a via AMPK/GGC-1a
(ndo mostrada). Adaptado de GLEESON et al., 2011.
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2. JUSTIFICATIVA

Na obesidade, perturbacdes do perfil bioquimico plasmatico e disfuncdes
metabdlicas peculiares em tecidos periféricos comprometem a flexibilidade
metabdlica. Por outro lado, o exercicio fisico é intervencdo que modula as
concentragdes de substratos circulantes, e interfere de maneira significativa
nas caracteristicas metabdlicas de tecidos como o musculo esquelético e o

tecido adiposo.

Deste modo, é relevante o entendimento dos mecanismos responsaveis
pela instalagdo da inflexibilidade metabdlica em diferentes tecidos, bem como
dos mecanismos responsaveis pelos efeitos preventivos do exercicio sobre

esta disfungéo.



28

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar os efeitos da obesidade induzida por glutamato monossodico
sobre a flexibilidade metabdlica em musculo esquelético e tecido
adiposo, bem como os efeitos do exercicio aerdbio crbnico sobre estes

parametros.

Objetivos Especificos

Avaliar o perfil bioquimico plasmatico e tecidual.

Avaliar, in vitro, a capacidade oxidativa de acidos graxos do tecido

adiposo branco e do musculo esquelético.

Avaliar, in vitro, o metabolismo de glicose estimulado por insulina no

tecido adiposo branco e no musculo esquelético.

Investigar, in vitro, a influéncia do &cido palmitico sobre 0o metabolismo
da glicose estimulado por insulina no tecido adiposo branco e no

musculo esquelético.

Avaliar a expressao de proteinas relevantes as funcées do metabolismo
e da atividade inflamatéria no tecido adiposo branco, a saber: AMPK e
PGC-1a.

Avaliar o percentual de macréfagos e linfécitos T CD8" infiltrados no

tecido adiposo.
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4. MATERIAL E METODOS

4 1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus), provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (3 animais por gaiola), em sala com ciclo claro/escuro invertido (12/12
horas), temperatura controlada (22 + 2% C), com livre acesso a 4gua e racao. A
racdo, contendo 52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos, foi
obtida da Nuvilab CRI, (Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR). Foram
constituidos quatro grupos experimentais, cada qual contendo 6 animais, a
saber: Controles Sedentarios (CS), Controles exercitados (CEX), Obesos
Sedentarios (OBS), Obesos Exercitados (OBEX). Foram realizados 6
experimentos, totalizando 144 animais. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Metabolismo Celular do Departamento de Fisiologia do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

4.2. Desenho experimental

Animais recém-nascidos foram aleatoriamente distribuidos em dois
grupos: obesos (OB) e controles (C). Nos animais do grupo OB foram
administradas injecdes subcutaneas de glutamato monossodico (4mg/g p.c.),
diluido em PBS, consecutivamente nos cinco primeiros dias apds o nascimento
(Figura 12) (FREITAS MATHIAS et al., 2007). O glutamato monossodico possui
acao hipotaldmica no nudcleo arqueado e eminéncia mediana, levando a
modificacbes metabdlicas que promovem o desenvolvimento de significativa
adiposidade (Uma revisdo sobre o modelo de obesidade induzida por
glutamato monossédico é apresentada no anexo 02). Nos animais do grupo
controle foram administradas injecoes de solugdo salina hiperosmotica
(1.25mg/g) pelo mesmo periodo. Apds 90 dias, os animais do grupo OB foram
aleatoriamente distribuidos nos grupos OBS e OBEX, e os animais do grupo C
foram aleatoriamente distribuidos nos grupos CS e CEX. Os animais dos
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grupos EX foram submetidos um protocolo de exercicio, enquanto os animais
do grupo S permaneceram sedentéarios até os 150 dias.

Obesos

Inje¢Ges consecutivas Adulto OBS e OBEX
(90 dias) (De 90 a 150 dias)

de GMS (4mg/g) nos
cinco primeiros dias
pds-nascimento

Controles

InjecOes consecutivas Adulto | CS e CEX

NaCl (1.25mg/g) nos (90 dias) (De 90 a 150 dias)
CINCo primelros dlaS .

\ pods-nascimento

Figura 12: Esquema do desenho experimental. GMS: Glutamato monossddico; NaCl: Cloreto
de Sédio; OBS: Grupo Obeso Sedentério; OBEX: Grupo Obeso Exercitado; CS: Grupo
Controle Sedentério; CEX: Grupo Controle Exercitado.

4 3. Protocolo de exercicio

Apéds periodo de adaptagéo ao meio liquido (2 dias, 30 minutos,
sem sobrecarga) os animais foram submetidos a protocolo de exercicio fisico
com duracdo de 8 semanas, consistindo de sessdes de 1 hora de natagéo,
cinco vezes por semana, com sobrecarga de até 6% do peso corporal (BRITO
etal, 2010; GOBATTO et al.,, 2002). Para a realizacdo das sessbes de
exercicio foi utilizado sistema de natagdo composto por tubos de PVC, com 250
mm de diametro e 60 cm de altura. Cada tubo comportou um animal, e a

temperatura da 4gua foi mantida em 30°C - 32°C (Figura 13).



31

Figura 13: Sistema de natagdo utilizado no treinamento fisico dos animais.

4.4. Teste de tolerancia a insulina

Os animais, em jejum de 12 horas, foram anestesiados com
pentobarbital soédico (50 mg/Kg). Foi administrada solugdo de insulina
endovenosa (0,75 mU/Kg) e mensurada a glicemia nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16
minutos (SERAPHIM et al., 2001; TOMIE FURUYA et al., 2005). Os valores da
glicemia foram utilizados para calcular a constante de decaimento da glicose
(Kitt) (BONORA et al., 1989).

4.5. indice Lee
O indice Lee, indicativo do grau de obesidade dos animais, foi assim

calculado: [massa corporal (g)1’3/comprimento naso-anal (cm) x 1000]
(BERNARDIS e PATTERSON, 1968).

4.6. Analises plasmaticas

Apo6s morte por decapitagdo, o sangue foi coletado e centrifugado. A
partir do plasma procedeu-se a analise dos seguintes parametros bioquimicos:

a) Glicemia
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A glicemia foi determinada por método colorimétrico, utilizando-se
sistema comercial Glicose E enzimatica da labtest. Os ensaios foram
realizados segundo as instrucdes do fabricante. Procedeu-se a leitura em
espectrofotobmetro de placa a 505 nm, e a concentracao de glicose foi calculada

em mg/dL.

b) Colesterolemia

A colesterolemia foi determinada por método enzimatico colorimétrico,
conforme sistema comercial Colesterol COD-ANA da Labtest. As amostras
foram preparadas segundo as instru¢cdes do fabricante. Procedeu-se a leitura
em espectrofotbmetro de placa a 500 nm, e a concentracdo de colesterol foi
calculada em mg/dL.

C) Triacilglicerolemia

A triacilglicerolemia foi determinada por método enzimatico colorimétrico,
conforme o sistema comercial TRIGLICERIDES GPO-ANA da Labtest. As
amostras foram preparadas seguindo-se as instrucdes do fabricante. Procedeu-
se a leitura em espectrofotbmetro de placa a 540 nm, e a concentracdo de
triacilglicerdis foi calculada em mg/dL.

d) Determinacao do Colesterol HDL

Foi utilizado o sistema para precipitacao das lipoproteinas de baixa e de
alta densidade (LDL e VLDL), e determinacdo do colesterol HDL no
sobrenadante apos centrifugacao, utilizando-se o sistema comercial enzimatico
Colesterol HDL — precipitante, em associacdo com o sistema comercial
Colesterol COD-ANA da Labtest. Procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro

de placa a 500 nm, e a concentracédo de HDL foi calculada em mg/dL.



33

e) Determinagéao da insulinemia

Aliquotas do plasma foram congeladas (-80° C) para posterior analise. A
concentracdo de insulina foi determinada por imunoensaio enzimatico de
competicdo, e expressa em ng/mL, conforme metodologia descrita pelo
fabricante (SPI-Bio Bertin Pharma — Montigny le Bretonneux; France).

4.7. Analises Teciduais

a) Determinag&o do conteudo de triacilglicerol hepatico e muscular

Os lipideos foram extraidos a partir de 30 mg de tecido em CHCI3-MeOH
(2:1), e 0.6% NaCl (peso/volume) foi adicionado para separar da fase organica.
Em seguida, os extratos organicos foram secos em nitrogénio gasoso e
reconstituidos em etanol. O conteudo de triacilgliceréis foi analisado pela
dosagem do glicerol liberado apds hidrélise enzimatica (sistema comercial
Triglicérides GPO-ANA da Labtest). Conforme BRONWYN et al., 2000.

b) Diametro dos adip6citos

Aproximadamente 2 g do tecido adiposo epididimal foi cortado em
pequenos pedacos e digerido por 30 min a 37 °C, em meio DMEM contendo
colagenase (1mg/mL) e BSA (4%). Apos filtracao do tecido digerido em filtro de
nylon (100 um), o filtrado foi centrifugado a 400 g por 1 min. As frac6es das
células estromais vasculares e de adip6citos foram obtidas através do ‘pellet” e
do sobrenadante, respectivamente. A fracdo dos adipdcitos foi analisada
utilizando-se uma lente graduada. Foram mensurados o diametro de 100
adipdcitos para cada grupo.
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C) Isolamento e marcacao das células estromais vasculares do tecido
adiposo

Apbs o procedimento descrito acima, a fracdo das células estromais
vasculares foram incubadas em solugdo hemolitica, a 37°C por 30 min. Em
seguida, 2,5 x 10° células foram marcadas com 40 L do anticorpo anti-CD8
(CD8-a, Santa Cruz Biotechnology) ou anticorpo anti-mac (Anti-Rat
Macrophage PE, eBioscience). As células positivas para cada anticorpo foram
quantificados por citometria de fluxo, utilizando-se o aparelho FACSCalibur (BD
Biosciences).

d) Expressao protéica

O tecido adiposo congelado foi homogeneizado em tampéao de lise na
proporcao de 1:7, com o auxilio de homogeneizador Politron (25.000 rpm/min).
O homogenato foi centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm, e o sobrenadante
coletado. A quantificacdo protéica foi feita pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Apo6s a quantificagao protéica, as amostras foram diluidas
em tampao laemmli 5X, na concentragdo de 3 pug/uL. Desta solucao, 15uL (45
Hg de proteina) foram utilizados para separacdo de proteinas em gél de
poliacrilamida (eletroforese SDS-PAGE: Dodecil de sulfato de sodio —
eletroforese em gel de poliacrilamida), no equipamento Bio-rad Mini-
PROTEAN. O gel resultante foi utilizado para a realizacao de imunoblotting (ou
"Western blotting") conforme descrito por TOWBIN et al, (1979). Foi feita
transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, em equipamento
semi-dry (Biorad trans-blot), a 25v por 1 hora. Para deteccao das proteinas de
interesse, a membrana de nitrocelulose foi incubada em temperatura ambiente
por periodo de 3 horas, na presenca de anticorpos primarios na diluicdo de
1:500. (Anticorpos policlonais para AMPK (AMPKa1, sc-19128, Santa Cruz
Biotechnology) ou PGC-1a (PGC-1, sc-13067, Santa Cruz Biotechnology). Em
seguida, as membranas foram incubadas na presenca de anticorpos
secundarios, conjugados com HRP (Horseradish peroxidase) na diluicdo de

1:10.000, por periodo de 1 hora. A deteccao foi realizada pela adicao de



35

substrato quimioluminescente. As imagens foram analisadas por densitometria
utilizando o programa Image J (National Institute of Health, Bethesda,
Maryland, EUA). Como controle da quantidade de proteina aplicada nos

ensaios, foi utilizado anticorpo comercial anit a-actina (1:1000- Chemicon).

4.8. Estudo in vitro
a) Descarboxilagdo de [U-"*C]-acido palmitico pelo misculo esquelético

O musculo soleo foi cuidadosamente e rapidamente isolado, dividido
longitudinalmente ao meio, pesado (25-35 mg) e pré-incubado em
erleynmeyers contendo tampdo de krebs-Ringer, a 37 °C, sob agitacao

constante, com atmosfera de O,/CO, (95%/5%) por periodo de 30 minutos.

Composigéo do Tampéao Krebs-Ringer (KR)

NaCl 0,9% + Hepes 100mM 150 mL
CaCl, 0,11 M 2.25mL
KH.PO,2,11% 1.5mL
MgS0,43,82% 1.5mL
KCl1,15% 6 mL

NaHCO; 31.5mL

pH 7.4

Decorrido o periodo de pré-incubacao, os musculos foram transferidos a
outros erlenmeyers (erlenmeyers de descarboxilacdo), contendo tampéo Krebs
Ringer e 0,1 uCi/mL do [U-'*C]-4cido palmitico. Em cada erlenmeyer de
descarboxilagdo (Figura 14), a solucado tampao Krebs-Ringer continha 1,5% de
albumina complexada com 4&cido palmitico ndo marcado (0,9 mM). A
complexacao do acido palmitico com a albumina foi realizada em banho maria
a 37°C, sob agitacdo constante, durante periodo de 24 horas. Apds este

periodo o acido palmitico marcado (0,1 uCi/ml) foi adicionado ao meio. O
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musculo foi incubado neste ambiente por periodo de 1 hora. No segundo
compartimento do erlenmeyer foi adicionado mistura de feniletilamina/metanol
(1:1 em volume) para captacdo de ['*CO,] produzido pela metabolizagdo do
acido graxo. Decorrido 1 hora, a reagéo foi interrompida com a adi¢éo de acido
tricloroacético (TCA) no compartimento contendo o musculo, e a feniletilamina
coletada para a determinacdo da radioatividade em cintilador (contador beta
Beckman-LS 6000 ic Liquid Scintillator). Para obtencao do branco, as amostras

foram injetadas com 200 uL DE TCA no inicio da incubagéo.

b) Metabolismo de [U-'*C]-D-Glicose estimulado por insulina pelo musculo
esquelético

O musculo séleo foi pré-incubado da maneira descrita anteriormente.
Apébs periodo de pré-incubagdo (30°), os musculos foram transferidos a
enleynmeyers de descarboxilagdo contendo tampéao Krebs Ringer e 0,1uCi/mL
de [U-'*C]-D-glicose (Basal), ou tampao Krebs Ringer e 0,1uCi/mL de [U-'*C]-
D-glicose acrescido de 10mU de insulina, para avaliagdo da descarboxilacdo
da glicose, sintese de lactato e da producdo de glicogénio pelo musculo
esquelético. A concentracdo de 10 mU de insulina foi estabelecida
previamente em nosso laboratorio, através de curva dose-resposta, como a
concentragdo que promove as respostas mais proeminentes sobre os
parametros analisados. A sintese de [14C]-glicogénio, a producao de lactato e
a descarboxilacdo de [U-14C]-D-glicose, foram mensuradas segundo o0s
métodos descritos por ESPINAL et al, (1983), ENGEL; JONES, (1978) e
LEIGHTON e COOPER, (1988), respectivamente.

C) Efeito do acido palmitico sobre o metabolismo de glicose estimulado por
insulina pelo musculo esquelético

Em experimento paralelo, ap6s periodo de pré-incubacdo, os musculos
foram transferidos a enleynmeyers contendo tampao Krebs Ringer e 0,1uCi/mL
de [U-"*C]-D-glicose mais 10mU de insulina, e ainda 0, 50 ou 100 pM de 4cido
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palmitico. Estas concentragdes do acido palmitico estdo dentro da faixa
fisiolégica (SENN, 2005). Para adigdo do acido palmitico, este foi solubilizado
em etanol (solugcdo de 20mM). A quantidade de etanol presente em cada
enlenmeyer foi de 0,5%, concentracdo que nao interfere no metabolismo de

glicose com relacao aos parametros analisados (Hirabara et al., 2003).

d) Estudo in vitro do tecido adiposo

As analises descritas nos itens a, b e ¢ foram também realizadas com o
tecido adiposo. Fatias de 100mg de tecido adiposo epididimal foram incubados
por 60 minutos a 37° C, sob agitacdo constante, em tampao Krebs Ringer
contendo 2% de albumina bovina, livre de gordura, e 5,6 mM de glicose. Para o
estudo do metabolismo de [U-'*C]-D-glicose estimulado por insulina, e dos
efeitos do acido palmitico sobre o metabolismo de [U-'*C]-D-glicose estimulado
por insulina, foram utilizados 1 mU/mL de insulina. Adicionalmente, a partir do
tecido adiposo utilizado no estudo da descarboxilagdo do [U-'*C]-4cido
palmitico, foi realizada avaliagdo da incorporacao deste metabdlito em lipideos
teciduais. Apds o periodo de incubacgédo, o tecido adiposo foi coletado dos
enlenmeyers de descarboxilacdo e lavado repetidamente em solucdo PBS. A
radioatividade nas solucdes de lavagem foi quantificada a fim de verificar a
completa retirada de remanescentes radioativos externos ao tecido. Em
seguida, os lipideos foram extraidos em CHCI3-MeOH (2:1), e 0.6% NaCl
(peso/volume) foi adicionado para separar as fases. Os extratos orgéanicos
foram entdo secos em nitrogénio gasoso e reconstituidos em CHCIl3-MeOH
(2:1). A determinagdo da radioatividade presente no extrato lipidico foi
realizada em cintilador (contador beta Beckman-LS 6000 ic Liquid Scintillator).
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Carbogénio 0,/CO;, ——

(95%/5%)

Compartimento para
adicao de
feniletilamina/metano

Tampao krebs-
Ringer, 37 °C.

Tecido: ME/ TA

Figura 14: Desenho esquematico do “enlenmeyer de descarboxilagao”, utilizado para o estudo
do metabolismo de &cidos graxos e glicose pelo musculo esquelético e o tecido adiposo. ME:

Musculo Esquelético; TA: Tecido Adiposo.

4.9. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
utilizado o teste de normalidade D’Agostinho Pearson para a verificacdo da
distribuicdo normal. Foi realizada analise de variancia de duas vias (two way-
ANOVA), tendo como fatores exercicio e obesidade, seguida de pds-teste de
comparacao multipla de Tuckey. Para comparacao de situacées onde existiam
grupos estimulados e n&o estimulados ou controle e obeso, foi empregado
também o teste “t” de student para confirmacgéo. O valor de p<0,05 foi adotado
como nivel de significancia. As analises estatisticas e a confeccéo dos graficos
foram realizadas no software graphpad prism v.5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla,
USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas do modelo aos 90 dias p6s-nascimento

Decorridos noventa dias do nascimento, os animais injetados com
glutamato monossodico (GMS) apresentaram menor massa corporal (Figura 15
A) quando comparados aos animais do grupo controle (p< 0,001). Nado houve
diferenga no indice Lee (Figura 15 B) entre os animais controle e obesos aos
noventa dias (p>0,05), bem como ndo houve diferenca na ingestao alimentar

(Figura 15 C) entre os mesmos (p>0,05).
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Figura 15: Caracteristicas do modelo aos 90 dias. (A): Massa corporal. (B): indice Lee. (C):
Consumo de racao. Dados expressos como média + EPM de cinco experimentos. CS: Controle
sedentario, CEX: Controle Exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso Exercicio. *# de

CS. ***p<0,001.
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Aos noventa dias, a glicemia dos animais obesos (Figura 16 A) nao foi
diferente daquela observada para os animais controle. Foi verificada menor
taxa de decaimento da glicose (KITT) durante teste de tolerancia a insulina
(Figura 16 B e C) nos animais do grupo OB quando comparados ao grupo

controle (p< 0,05).
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Figura 16: Caracteristicas do modelo aos 90 dias. (A): Glicemia de jejum. (B): Taxa de
decaimento da glicose (KITT) durante ITT. (C): Decaimento da glicose durante teste de
tolerancia a insulina (ITT). Dados expressos como média + EPM, de cinco experimentos. CS:
Controle sedentario, CEX: Controle Exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso
Exercicio. *# de CS. *p<0,05.
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5.2. Caracteristicas do modelo aos 150 dias p6s-nascimento e efeitos do
exercicio

5.2.1. Massa corporal

Durante o periodo de intervencao experimental (90 aos 150 dias) a
massa corporal dos animais do grupo OBS (Figura 17) manteve-se abaixo
daquela observada para os animais do grupo CS (p<0,01). A massa corporal
dos animais do grupo CEX e OBEX nao foi diferente, quando comparada a do
grupo CS e OBS respectivamente (p<0,05). A massa corporal do grupo OBEX
foi significativamente inferior quando comparada aquela do grupo CS (p<0,01).
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Figura 17: Massa corporal dos animais a partir de 90 dias e ao longo de 8 semanas. Dados
expressos como média + EPM de cinco experimentos. -S: Controle sedentario, CEX: Controle
Exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso Exercicio. *# de C-S. *p<0,01
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5.2.2. Consumo de racéao e indice Lee

O consumo de racao (Figura 18 A) foi similar entre os diferentes grupos

experimentais quando comparados entre si (p>0,05).

A andlise do indice Lee (Figura 18 B) revelou aumento significativo no
grupo OBS quando comparado a CS (p<0,001). No grupo OBEX este indice foi
significativamente inferior aquele observado em OBS (p<0,001). Nao houve

diferenca no consumo de racao entre os grupos OBEX e CS (p>0,05).
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Figura 18: (A) Consumo diario médio de racdo por 100 gramas de peso corporal. (B) indice
Lee dos animais aos 150 dias. Dados expressos como média £+ EPM de cinco experimentos.
CS: Controle sedentario, CEX: Controle Exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso
Exercicio. *# de CS. ***p<0,001
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5.2.3. Massa adiposa e tamanho celular de adipdcitos

O grupo OBS apresentou massa adiposa epididimal (Figura 19 A)
significativamente maior quando comparada a do grupo CS (p<0,001). Nos
grupos CEX e OBEX a massa adiposa epididimal foi menor quando comparada
a do CS e OBS, respectivamente (p<0,05). O grupo OBEX apresentou massa
adiposa epididimal significativamente superior quando comparada a do grupo
CS (p<0,001).

O grupo OBS apresentou massa adiposa retroperitoneal (Figura 19 B)
significativamente maior quando comparada a do grupo CS (p<0,001). Nos
grupos CEX e OBEX a massa adiposa retroperitoneal foi menor quando
comparadas a do CS e OBS, respectivamente (p<0,001). O grupo OBEX
apresentou massa adiposa retroperitoneal significativamente superior quando
comparada a do CS (p<0,001).

O tamanho médio dos adipécitos do tecido adiposo epididimal (Figura
19 C) dos animais do grupo OBS foi significativamente maior que aquele
observado nos animais do grupo CS (p<0,05). No grupo CEX e no grupo OBEX
o tamanho médio dos adipécitos foi menor que aquele observado em seus
controles CS e OBEX, respectivamente (p<0,05). O tamanho médio dos
adipdcitos do grupo OBEX néo foi diferente daquele do grupo CS (p<0,05).
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Figura 19: Peso do tecido adiposo e tamanho médio dos adip6citos. (A) Peso do tecido

adiposo epididimal. (B) Peso do tecido adiposo retro peritoneal. (C) Tamanho médio dos

adipécitos do tecido adiposo epididimal. Dados expressos como média + EPM de cinco

experimentos. CS: Controle sedentario, CEX: Controle exercicio, OBS: Obeso sedentario,
OBEX: Obeso exercicio. *# de CS. *p<0,05, ***p<0,001.
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5.2.4. Tolerancia a insulina e insulinemia

O grupo OBS apresentou menor taxa de decaimento da glicose (Figura
20 A) quando comparada a do CS (p<0,05). Tanto no grupo CEX como no
grupo OBEX, a sensibilidade a insulina foi maior quando comparada a de seus
controles CS e OBS, respectivamente (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Nao
houve diferenca na sensibilidade a insulina quando comparada a dos grupos
OBEX e CS (p>0,05).

A insulinemia (Figura 20B) foi significativamente maior no grupo OBS
quando comparado a do CS (p<0,05). Nao houve diferenca na insulinemia nos
grupos CEX e OBEX quando comparadas a de seus controles CS e OBS,
respectivamente (p>0,05). Nao houve diferenga na insulinemia na comparacao
do grupo OBEX com CS (p>0,05).

A . B
4+ x *% 8
)
| T
A1 T 6 =
c . T
E 2- T £ 4
9 <) -
o < 0
11 24
c ) ) ) ) c ) ) ) )
) X () X % 3 2] A
(¢] % Q N (¢ % Q <

Figura 20: A. Teste de tolerancia a insulina, expresso pela taxa de decaimento da glicose,
apdés administracdo endovenosa de insulina (KITT). B. Insulinemia plasmatica. Dados
apresentados como média + EPM de cinco experimentos para KITT e trés experimentos para
insulinemia. CS: Controle sedentario, CEX: Controle exercicio, OBS: Obeso sedentéario, OBEX:
Obeso exercicio. *# de CS, *p<0,05, **p<0,01.
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5.2.5. Perfil bioquimico plasmatico e tecidual

Os dados referentes as anadlises do perfil bioquimico plasmatico e
tecidual estdo apresentados na tabela 01.

A glicemia de jejum nao foi diferente na comparagao entre os grupos
experimentais (p>0,05).

Os animais do grupo OBS apresentaram colesterolemia
significativamente superior que aquela observada no grupo CS (p<0,01). Nos
grupos CEX e OBEX a colesterolemia foi significativamente menor que aquela
observada em seus respectivos controles CS e OBS (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). Nao houve diferenca na colesterolemia na comparacao dos
grupos OBEX e CS (p>0,05).

A concentracdo de HDL nao foi diferente entre os grupos CS e OBS
(p<0,05). Nos grupos CEX e OBEX, o HDL foi significativamente maior que
aquele observado em seus controles CS e OBS, respectivamente (p<0,05). A
concentragdo de HDL foi significativamente maior no grupo OBEX quando
comparada a do grupo CS (p<0,05).

A triacilglicerolemia foi significativamente maior no grupo OBS quando
comparada a do CS (p<0,001), e significativamente inferior no grupo OBEX
quando comparada a do OBS (p<0,01). Nao foi observado diferenca na
triacilglicerolemia dos animais do grupo CEX quando comparada a do CS
(p>0,05). A triacilglicerolemia no grupo OBEX nédo foi diferente quando
comparada a do grupo CS (p>0,05).
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Tabela 01: Analises bioquimicas plasmaticas e teciduais. Valores plasmaticos, dosados apds
12 horas de jejum, da concentragdo plasmatica de glicose, colesterol total, fragdo HDL
colesterol, triacilgliceréis e valores e teciduais de triacilglicerdis no musculo esquelético e tecido
hepético. Dados apresentados como média + EPM de cinco experimentos. HDL: Lipoproteina
de alta densidade, TAG: Triacilglicerois, CS: Controle sedentario, CEX: Controle exercicio,
OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. *#de CS, * #de OBS. *ou®p<0,05,
**ou™p<0,01, ***ou**p<0,001

CS CEX OBS OBEX
Glicemia (mg/dl) 88,48 +2,143 | 85,94 +£2,139 87,93 + 2,739 88,84 + 1,664
Colesterolemia (mg/dl) 68,12 2,770 | 54,45* +6,573 | 80,34** +2,550 | 66,16" 2,058

HDL (mg/dl) 20,22+ 0,620 | 24,38*+1,515 | 21,77+0,989 | 28,15** + 1,507
Triacilglicerolemia (mg/dl) | 56,73 +8,342 | 58,47 +10,29 | 97,28***+6,076 | 61,417 +10,71
TAG muscular (mg/g) 1,426 £ 0,057 | 1,383 £0,064 | 2,004** +0,091 | 1,477"" £0,125
TAG hepatico (mg/g) 3,297 £0,119 | 3,053+0,228 | 4,972* +0,755 | 4,996" + 0,394

No musculo esquelético dos animais obesos (OBS), o conteudo de
triacilglicerdis foi significativamente maior quando comparado a do grupo CS
(p<0,01) e também quando comparado ao dos animais do grupo OBEX
(p<0,01). Neste parametro, nao foi verificado diferenga entre os grupos CEX e
CS (p>0,05). Nao houve diferenca no contetdo de triacilgliceréis no musculo
esquelético do grupo OBEX quando comparado a do CS (p>0,05).

O conteudo de triacilgliceréis hepaticos foi significativamente maior no
grupo OBS quando comparado a do CS (p<0,05), e nao foi diferente quando
comparado a do OBEX (p>0,05). Nao houve diferenca no conteddo de
triacilglicerdis no grupo CEX quando comparado a do CS (p>0,05). O conteldo
de triacilglicer6is do grupo OBEX foi significativamente superior quando
comparado ao do grupo CS (p<0,05).
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5.2.6. Metabolismo de acidos graxos pelo tecido muscular esquelético e tecido
adiposo em incubacéo

Ndo houve diferenca na descarboxilacdo de [U-'*C]-acido palmitico
(Figura 21 A) pelo musculo esquelético de animais do grupo OBS quando
comparados a do CS (p>0,05). Este parametro foi significativamente maior no
grupo CEX quando comparado ao do CS (p<0,01), bem como no grupo OBEX
quando comparado ao do OBS (p<0,001) ou ao do CS (p<0,01). A
descarboxilagdo do acido palmitico foi significativamente maior no musculo

esquelético do grupo OBEX quando comparada a do CS (p<0,01).

A descarboxilagdo de [U-*C]-acido palmitico (Figura 21 B) pelo tecido
adiposo dos animais do grupo OBS foi significativamente menor quando
comparada a do grupo CS (p<0,05). Este parametro foi significativamente
maior no grupo CEX quando comparado ao do CS (p<0,001), bem como no
grupo OBEX quando comparado ao do OBS (p<0,001) ou a CS (p<0,001). A
descarboxilagdo do acido palmitico foi significativamente maior no tecido

adiposo do grupo OBEX quando comparada a do CS (p<0,001).

N&o houve diferenca na incorporacdo de [U-'*C]-4cido palmitico em
lipideos (Figura 21 C) no tecido adiposo entre 0s grupos experimentais
(p>0,05).



49

*kk - *k*
A {400 ‘ B |400 x okk
- i
2 300 | —] 2 3001 =
g - 5 =
S 200 8 2001 ——
o ]
T —— - T
2 100- |;| 3% 100- |=|
c L) L) L) ) c Ll L) ) )
) A ) & 9 3 o 3
o o
150+
C |3
g
1 e il
3100_ I - ——
©
o
uQ
e
o 901
£
(]
® ol

Figura 21: (A). Descarboxilacdo de U-[14C] acido palmitico pelo muasculo esquelético. (B).
Descarboxilacao de U-[14C] acido palmitico pelo tecido adiposo epididimal. (C). Incorporagéo de
U-["*C] acido palmitico em lipideos (lipogénese) pelo tecido adiposo epididimal. Dados
apresentados como média + EPM de trés experimentos em quadriplicata. CS: Controle
sedentario, CEX: Controle exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. *# de
CS *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001



50

5.2.7. Metabolismo de glicose estimulado por insulina pelo tecido muscular
esquelético em incubacao

A producédo de lactato estimulada por insulina (Figura 22 A) pelo
musculo esquelético foi maior que a producao basal nos grupos CS, CEX e
OBEX (p<0,05 p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Nao houve aumento
significativo na producdo de lactato estimulada por insulina no grupo OBS
quando comparada a producdo basal (p>0,05). A producdo de lactato
estimulada por insulina foi maior no grupo OBEX comparado ao grupo CS
(p<0,01).

A descarboxilacdo de [U-'*C]-glicose estimulada por insulina (Figura 22
B) no musculo esquelético foi maior que a descarboxilagdo basal nos grupos
CS, CEX e OBEX, (p<0,05 p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Nao houve
aumento significativo na descarboxilacdo de [U-'*C]-glicose estimulada por
insulina no grupo OBS (p>0,05). A descarboxilacdo de [U-'*C]-glicose
estimulada por insulina pelo musculo esquelético foi maior no grupo OBS
quando comparada a do grupo CS (p<0,05). Nao houve diferenca na
descarboxilagdo de glicose estimulada por insulina no grupo OBEX quando
comparada a do CS (p>0,05).

A sintese de ['“C]-glicogénio estimulada por insulina (Figura 22 C) pelo
musculo esquelético foi maior que a sintese basal em todos os grupos
experimentais (p<0,05). A sintese basal e a sintese estimulada por insulina
foram maiores no grupo OBS, quando comparadas as do CS (p<0,05). Nao
houve diferenca na sintese de glicogénio estimulada por insulina no grupo
OBEX quando comparada a do CS (p>0,05).
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Figura 22: (A) Produgcédo de lactato estimulado por insulina pelo musculo esquelético e (B)

Descarboxilagdo de [U-'“C]-glicose estimulado por insulina pelo musculo esquelético.

(©)

Sintese de [*C ]-glicogénio estimulado pro insulina pelo musculo esquelético. Dados expressos

como média + EPM de quatro experimentos em quadriplicata. CS: Controle sedentario, CEX:

Controle exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. ME: Musculo esquelético,
I: insulina *# de CS. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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5.2.8. Metabolismo de glicose estimulado por insulina pelo tecido adiposo em
incubacao

A producao de lactato estimulado por insulina (Figura 23 A) pelo tecido
adiposo foi maior que a producao basal nos grupos CS e CEX (p< 0,01). A
producéo de lactato estimulada por insulina nao foi diferente da producao basal
nos grupos OBS e OBEX (p>0,05). A producdao de lactato estimulada por
insulina foi maior no grupo CS quando comparada a do grupo OBS (p<0,001),
bem como quando comparada a do OBEX (p<0,001). A producao de lactato
estimulada por insulina foi maior no grupo CEX quando comparada a do CS
(p<0,01)

A descarboxilacdo de [U-'*C]-glicose estimulada por insulina (Figura 23
B) pelo tecido adiposo foi maior que a descarboxilacdo basal nos grupos CS,
CEX e OBEX (p<0,05). Nao houve aumento na descarboxilagdo de [U-'*C]-
glicose estimulada por insulina no grupo OBS quando comparado a
descarboxilacdo basal (p>0,05). A descarboxilacdo basal e a descarboxilacao
estimulada por insulina de [U-'*C]-glicose foram menores no grupo OBS
quando comparada a do CS (p<0,05 e p<0,001). A descarboxilagdo de [U-'*C]-
glicose estimulada por insulina foi maior no grupo OBEX quando comparada a
do OBS (p<0,05). A descarboxilagdo de [U-'*C]-glicose estimulada por insulina
foi menor no grupo OBEX quando comparada a do CS (p<0,001).

A sintese de ["*C]-glicogénio estimulada por insulina pelo tecido
adiposo (Figura 23 C) foi maior que a sintese basal nos grupos CS e CEX
(p<0,05). Ndo houve diferenca na sintese de ['*C]-glicogénio estimulada por
insulina pelo tecido adiposo dos grupos OBS e OBEX quando comparada a
sintese basal (p>0,05). A sintese de ['*C]-glicogénio estimulada por insulina foi
maior no grupo CEX quando comparada a do CS (p<0,01).
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Figura 23: (A) Produgdo de lactato estimulado por insulina pelo tecido adiposo. (B)
Descarboxilacao de [U—14C]-glicose estimulado por insulina pelo tecido adiposo. (C) Sintese de
['*C J-glicogénio estimulado pro insulina pelo tecido adiposo. Dados expressos como média +

EPM de quatro experimentos em quadriplicata. CS: Controle sedentario, CEX: Controle

exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio.
insulina *# de CS. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

ME: Musculo esquelético, I:
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5.2.9. Efeitos do acido palmitico sobre o metabolismo de glicose estimulado por

insulina no tecido muscular esquelético em incubacao

O acido palmitico, na concentracdo de 50uM, reduziu a producgéo de
lactato estimulada por insulina pelo musculo esquelético (Figura 24A) nos
grupos CS e OBS quando comparada a presenca de apenas insulina (p<0,05).
Nao houve efeito do acido palmitico sobre esta variavel, nesta concentracao,
nos grupos CEX e OBEX (p>0,05). O &cido palmitico, na concentracao de
100uM, reduziu a producédo de lactato estimulada por insulina pelo musculo
esquelético em todos os grupos experimentais, quando comparada a de seus

respectivos controles na presenca de apenas insulina (p<0,05).

O acido palmitico nas concentracées de 50 e 100uM, nao afetou a
descarboxilagdo de glicose estimulada por insulina pelo masculo esquelético
(Figura 24 B) nos grupos CS e CEX, quando comparada a de seus respectivos
controles na presenca de apenas insulina (p> 0,05). O acido palmitico, nas
concentragdes de 50 e 100uM, reduziu a descarboxilagdo de [U-'*C]-glicose
estimulada por insulina pelo musculo esquelético nos grupos OBS e OBEX,
quando comparada a de seus respectivos controles na presenca de apenas

insulina (p<0,05).

O acido palmitico, na concentracdo de 50uM, aumentou a sintese de
['*C]-glicogénio estimulada por insulina pelo musculo esquelético (Figura 24 C)
no grupo CEX quando comparada a presengca de apenas insulina (p<0,05).
Nao houve efeito do acido palmitico sobre esta variavel, nesta concentracao,
nos demais grupos experimentais (p>0,05). O acido palmitico, na concentracédo
de 100uM, aumentou a sintese de [*C]-glicogénio estimulada por insulina pelo
musculo esquelético dos grupos CS e CEX quando comparada a presencga de
apenas insulina (p<0,01). Nao houve efeito do acido palmitico sobre esta
variavel, na concentragdo de 50 ou 100 uM, nos grupos OBS e OBEX, quando

comparada a presencga de apenas insulina (p>0,05).
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Figura 24: Efeito da exposicdo do musculo esquelético ao acido palmitico sobre: (A) a
producdo de lactato (B) a descarboxilagdo de [U-'*Cl-glicose e (C) a sintese de [“C]-
glicogénio. Dados expressos como média + EPM de trés experimentos em quadriplicata I:
Insulina; p50: &cido palmitico na concentracdo de 50 uM. p100: &cido palmitico na
concentracdo de 100uM; CS: Controle sedentario; CEX: Controle exercicio; OBS: Obeso
sedentario; OBEX: Obeso exercicio; *# de CS. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.2.10. Efeitos do acido palmitico sobre o metabolismo de glicose estimulado
por insulina no tecido adiposo branco em incubacéao

O acido palmitico, nas concentragdes de 50 ou 100uM, ndo afetou a
producdo de lactato estimulada por insulina pelo tecido adiposo (Figura 25 A)
em nenhum dos grupos experimentais quando comparada a de seus

respectivos controles na presenca de apenas insulina (p>0,05).

O acido palmitico, na concentracdo de 50 puM ndo afetou a
descarboxilacdo de [U-'*C]-glicose estimulada por insulina pelo tecido adiposo
(Figura 25 B) em nenhum dos grupos experimentais, quando comparada a de
seus respectivos controles na presenca de apenas insulina (p<0,05). Na
concentracdo de 100uM, o &cido palmitico reduziu a descarboxilacao de [U-
14C]-glicose estimulada por insulina pelo tecido adiposo em todos os grupos
experimentais, quando comparada a de seus respectivos controles na

presenga de apenas insulina (p<0,05).

O acido palmitico, na concentracdo de 50uM, ndo promoveu alteracédo
significativa na sintese de ['“C]-glicogénio estimulada por insulina (Figura 25
C), em nenhum dos grupos experimentais, quando comparada a de seus
respectivos controles na presenca de apenas insulina (p>0,05). Na
concentracdo de 100uM, o acido palmitico causou aumento significativo na
sintese de ["“*C]-glicogénio em todos os grupos experimentais, quando
comparada a de seus respectivos controles na presenca de apenas insulina
(p<0,05).
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Figura 25: Efeito da exposigdo do TA ao &cido palmitico sobre a (A) produgao de lactato (B) a
descarboxilagio de [U-'*C]-glicose e (C) a sintese de ['*C]-glicogénio. Dados expressos como
média + EPM de trés experimentos I: Insulina; p50: acido palmitico na concentragao de 50 uM.
p100: acido palmitico na concentracdo de 100uM; CS: Controle sedentario; CEX: Controle
exercicio; OBS: Obeso sedentario; OBEX: Obeso exercicio; *# de CS. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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5.2.11. Expressdo de proteinas reguladoras de vias imunometabdlicas no

tecido adiposo branco

A expressdao da AMP-K (proteina kinase dependente de AMP) (Figura
26) no tecido adiposo foi significativamente menor no grupo OBS quando
comparada a do CS (p<0,01). No grupo OBEX, a expressao desta proteina foi
significativamente maior que aquela observada no grupo OBS (p<0,05). Nao
houve diferenca na expressdao de AMP-k no grupo CEX quando comparada a
do CS. A expressao de AMP-K foi significativamente menor no grupo OBEX

quando comparada a do CS (p<0,01).
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Figura 26: Expressdo da enzima kinase dependente de AMP (AMP-K) no tecido adiposo.
Dados expressos como média £+ EPM de trés experimentos C-S: Controle sedentério, CEX:
Controle exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. *# de CS. *# de OBS
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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A expressdao do PGC-1a (coativador 1a dos receptores ativados por
proliferadores de perosissomos — PPAR) no tecido adiposo (Figura 27) foi
significativamente menor no grupo OBS quando comparada a do grupo CS
(p<0,01). No grupo CEX, a expressdo de PGC-1a foi significativamente maior
que aquela observada no grupo CS(p<0,01). Nao houve diferenca significativa
na expressao de PGC-1a entre os grupos OBS e OBEX (p>0,01). No grupo
OBEX, a expressdao de PGC-1a foi significativamente menor quando
comparada a do CS (p<0,05).
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Figura 27: Expressao do cofator de transcricao PGC-1 a no tecido adiposo. Dados expressos

como média = EPM de trés experimentos. CS: Controle sedentario, CEX: Controle exercicio,
OB-S: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. *# de C-S. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.2.12. Infiltragc&o de células imunitarias no tecido adiposo branco

A presenca de células positivas para o marcador de macrofagos CD163
no tecido adiposo (Figura 28 A) foi significativamente maior no grupo OBS
quando comparada a do CS (p<0,05). No grupo OBEX este parametro foi
significativamente menor quando comparada a do grupo OBS (p<0,05). Nao
houve diferenca na presenca de macréfagos no grupo CS quando comparada a
do CEX ou OBEX (p<0,05).

A presenca de células positivas para o marcador de linfécitos T CD8
(Figura 28 B) foi significativamente maior no grupo OBS quando comparada a
do CS (p<0,01). No grupo OBEX, este parametro foi significativamente menor
quando comparada a do grupo OBS (p<0,01). Nao foi observado diferenca na
presenca de linfécitos T CD8" no grupo CS quando comparada a do CEX e a
OBEX (p>0,05)..
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Figura 28: Infiltragdo de células imunitarias no tecido adiposo branco. A) Populacdo de
macréfagos B) Populagdo de células CD8*, Dados expressos como média + EPM de quatro
experimentos. TA-Epi: Tecido adiposo epididimal, CS: Controle sedentario, CEX: Controle
exercicio, OBS: Obeso sedentario, OBEX: Obeso exercicio. *#CS, *#0BS. * ou #p<0,05; **p ou
#<0,01.
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6. DISCUSSAO

Resisténcia a insulina é a base para a manifestacdo de diversas
comorbidades da obesidade, e é condicao essencial para 0 comprometimento
da funcdo organica denominada flexibilidade metabdlica (GALGANI et al.,
2008). Flexibilidade metabdlica é entendida como a capacidade do organismo
modular a utilizagdo de diferentes substratos energéticos em conformidade
com sua disponibilidade, onde a insulina atua com papel chave (BICKEL,
2004). Em individuos resistentes a insulina, a inflexibilidade metabdlica é
caracterizada pela inabilidade em transitar da oxidacao de lipideos para a de
glicose durante estimulo insulinico, e em manter a oxidacao preferencial de
lipideos durante o jejum (KELLEY, 2005; GASTER, 2007). A flexibilidade
metabodlica é comumente avaliada por meio da infusdo de insulina (clamp
hiperinsulinémico), ou teste de tolerdncia a insulina, com mensuracao
concomitante da taxa de desaparecimento de substratos do plasma, quociente
respiratério ou calorimetria (MEEX et al., 2010). Tais metodologias s&o de
grande relevancia, uma vez que permitem estudar este parametro no contexto
do organismo (GALGANI, 2008). Adicionalmente, abordagens reducionistas,
como o estudo de tecidos isolados, podem fornecer informagdes que auxiliem
no entendimento de como as peculiaridades de diferentes tecidos, bem como
de diferentes ambientes fisiol6gicos, contribuem na regulacdo desta funcao
organica (GASTER, 2007; UKROPCOVA et al., 2005; GASTER et al., 2004;
HENRY et al., 1995).

Neste trabalho investigamos a flexibilidade metabdlica no modelo de
obesidade induzida por glutamato monossédico (GMS). O tratamento com
GMS provoca lesdes em significativo numero de neurbnios do nucleo
arqueado, comprometendo o funcionamento de areas importantes envolvidas
no controle metabdlico (ANEXO 02) (OLNEY, 1969; SCHWARTZ e PORTE,
2005). Nossos dados evidenciam a instalacdo de quadro de resisténcia a
insulina, decorridos apenas 90 dias da exposicdo dos animas ao GMS,

conforme demonstrado pelo teste de tolerancia a insulina (Figura 16 B e C).
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A partir dos 90 dias de vida os animais foram submetidos a um protocolo
de exercicio com duracdo de oito semanas, conforme previamente descrito
(BRITO et al.,, 2010). Durante este periodo os animais obesos sedentarios
apresentaram massa corporal inferior (Figura 17), porém indice Lee superior
(Figura 18 B) aquele observado nos animais controles, e mantiveram-se
normofagicos (Figura 18 A). Estes dados estdo em consonancia com
observacdes anteriores deste modelo (MACHO et al., 2000; GRASSIOLLI et
al., 2007). Os animais obesos ainda apresentaram menor tamanho corporal, o
que explica a elevacao do indice Lee apesar da menor massa corporea. De
fato, animais expostos a acao do GMS apresentam crescimento comprometido
em fungdo de disturbios neuroenddcrinos consequentes de seu efeito
hipotalamico. Observam-se alteragdes de importantes horménios reguladores
do desenvolvimento, como o horménio liberador de horménio do crescimento
(GHRH) e a testosterona (TAMURA et al., 2002). O exercicio, mesmo nao
modificando a massa corporal ou a ingestdo alimentar, permitiu que o indice
Lee se mantivesse significativamente inferior que aquele dos animais obesos
sedentarios (Figuras 17 e 18 A e B, respectivamente). Alguns autores postulam
que o exercicio ndo afeta a ingestao alimentar (IRANI et al., 2005) e outros
estudos, investigando os efeitos de diferentes protocolos de exercicio sobre
este  modelo, obtiveram resultados semelhantes nestes parametros
(ANDREAZZI et al., 2008). Estes dados indicam que outros mecanismos

mediaram os efeitos do exercicio sobre o indice Lee dos animais obesos.

Certamente, o fator mais relevante para a caracterizagdao da obesidade é
a expansao do tecido adiposo (GOOSSENS, 2008). Este processo é mediado
em maior extensdo pela hipertrofia, € em menor pela hiperplasia de células
adiposas (JO et al., 2009; COUILLARD et al., 2000). Neste trabalho, os animais
tratados com GMS foram caracterizados por massa de tecido adiposo branco
epididimal e retroperitoneal (Figura 19 A e B, respectivamente)
significativamente superior aquela observada nos animais controles. A
hipertrofia dos adipdcitos teve contribuicao significativa neste resultado (Figura
19 C). O aumento da massa adiposa € comumente consequéncia de
desequilibrio do balango entre ingestdo e gasto calérico (MILES 2009).
Contudo, conforme citado anteriormente, os animais obesos deste estudo
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apresentaram comportamento normofagico, sugerindo a existéncia de outros
mecanismos subjacentes a hiperadiposidade. Neste sentido, a literatura
estabelece determinadas alteracdes fisiolégicas no modelo de obesidade
induzido por GMS que, atuando concomitantemente, promovem um ambiente
metabdlico potencialmente lipogénico. Dentre estas se destacam modificacoes
neuroendocrinas, como menor atividade simpatica, redugdo na sintese e no
estoque de catecolaminas na glandula suprarrenal (consequéncia de reducao
na expressdo da enzima tirosina hidroxilase), reducdo da liberacdo de
catecolaminas pelas células cromafins medulares, menor atividade da enzima
lipase horménio sensivel (HSL) no adipdcito (responsavel pela degradacao dos
triacilglicerdis intracelulares), maior atividade da enzima lipase de lipoproteina
(LPL) nos vasos que perfundem o tecido adiposo (responsavel pela
degradacao dos triacilglicerois presentes em lipoproteinas circulantes), e
aumentada atividade de enzimas da via lipogénica (PARK et al. 2002;
MARTINS et al., 2004;DOLNIKOFF et al, 2001). O conjunto destes dados
compbe um quadro com potencial para 0 aumento da massa adiposa mesmo
sem modificagdo na ingestdo alimentar. Por outro lado, os animais tratados
com GMS e submetidos ao exercicio apresentaram massa adiposa
significativamente menor que a dos sedentarios, mas ainda superior aquela dos
animais controles. Os efeitos agudos do exercicio sobre a massa adiposa estéao
associados a ativacao de vias lipoliticas, concomitantemente ao aumento da
demanda energética no musculo esquelético (OSCAlI e ESSER, 1996).
Adicionalmente, os efeitos cronicos do exercicio sobre este parametro sao
consequéncia de diversas adaptacdes, como por exemplo, elevagdo da
capacidade oxidativa (ex. biogénese mitocondrial, enzimas oxidativas), e
reducao da atividade lipogénica (ex. enzimas lipogénicas) (SPRIET, 2002;
HELGE et al., 1999; GALBO et al., 1996; FIEBIG et al., 1998; GRIFFITHS et
al., 1996). Somados, estes efeitos reduzem a disponibilidade de acidos graxos
para armazenamento no tecido adiposo, constituindo mecanismos plausiveis
para frear o aumento da massa adiposa, e consequentemente do indice Lee
induzidos pelo GMS, conforme demonstrado por nossos resultados.

O estado de resisténcia a insulina observado 90 apds exposicdo ao
GMS foi confirmado aos 150 dias através de novo teste de tolerancia a insulina
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(Figura 20 A). Adicionalmente, os animais obesos foram caracterizados pela
presenga de hiperinsulinemia (Figura 20 B), confirmando dados de estudos
prévios com este modelo (HIRATA et al., 1997; GRASSIOLLI et al., 2007,
ANDREAZZI et al., 2009). Na obesidade, a elevacdo da concentracédo
plasmatica de insulina é comumente o resultado de disturbios em sua acao
periférica, o que resulta em sobrecarga pancreatica e desencadeia acgao
compensatéria, com elevacao na liberacao deste horménio (KAHN et al., 2000).
Esta acdo compensatoria pode permitir a normalizacdo dos valores glicémicos
de jejum (TRIPATHY et al., 2000), o que contribui para a explicacdo da
normoglicemia encontrada nos animais obesos (Tabela 01). Contudo, neste
modelo, € provavel que outros fatores contribuam para a ocorréncia da
hiperinsulinemia. Por exemplo, o comprometimento da atividade simpatica
pode ter importancia significativa, uma vez que o sistema nervoso simpatico
exerce agao inibitdria sobre a secrecao de insulina pelas células B pancreaticas
(BALBO et al, 2000, LUSTIG 2003, AHREN et al., 2003). De fato, alguns
autores observaram que a hiperinsulinemia de jejum pode ser parcialmente
devida a reducdo do ténus simpatico em individuos obesos (BALBO et al.,
2002). Estes achados podem ainda contribuir com o entendimento da
observacdo de que o exercicio ndo impediu a instalacao da hiperinsulinemia
nos animais expostos ao GMS. E possivel que este resultado decorra da
inabilidade do exercicio reverter as modificagdes autondbmicas causadas por tal
exposicao. Por exemplo, enquanto alguns trabalhos com este modelo
demonstraram que o exercicio de natacao, iniciado no periodo de desmame,
reestabelece a producdo de catecolaminas pela medula adrenal (SCOMPARIN
et al., 2006), trabalhos que iniciaram a intervengao em periodos posteriores (21
ou 60 dias p6s nascimento) ndao observaram melhora da funcdo do eixo
simpato-adrenal (SCOMPARSIN et al., 2006). Neste estudo, os animais
iniciaram o protocolo de exercicio aos 90 dias, periodo necessario para o
estabelecimento do quadro de resisténcia a insulina, e provavelmente
associado a profundas modificacées autondmicas (HIRATA et al., 1997). Por
outro lado, os resultados do teste de tolerancia a insulina demonstram que o
exercicio evitou a instalagdo do quadro de resisténcia a este horménio. Este
efeito pode ser consequéncia indireta da reducdo da massa adiposa, uma vez
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que este fator é significativamente associado a melhoras na funcéo insulinica
em obesos (SCHWARTZ E PORTE, 2005). Contudo, o exercicio também atua
diretamente sobre as vias de sinalizagdo deste hormdnio, promovendo melhora
na sensibilidade periférica mesmo sem modificagdo na massa corporal (MILES
et al., 2009; GOODYEAR E KAHN, 1998, TORGAN et al., 1993). Estes efeitos
dependem de fatores como a duracéo e intensidade do exercicio (TORGAN et
al., 1993, KRETSCHMER et al., 2005).

A melhora na sensibilidade a insulina representa ainda importante
mecanismo para o entendimento dos efeitos do exercicio sobre os lipideos
plasmaticos (TABELA 01). De fato, a insulina é importante reguladora dos
lipideos circulantes, e alteracbes nas concentracoes de lipoproteinas
plasmaticas (dislipoproteinemias) na obesidade e no diabetes sdo, em grande
medida, decorrentes da resisténcia a este horménio (MOORADIAN, 2009).
Dislipoproteinemias estdo associadas com a ativacdo de vias inflamatérias
(STEINBERG, 2002) e com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(ROCHE e GIBNEY, 2000), o que demonstra a importancia do seu controle na
obesidade. O papel da insulina nesta regulagédo ocorre através de seus efeitos
sobre a atividade de vias lipoliticas. Por exemplo, a enzima lipase horménio
sensivel (HSL), essencial a degradacao dos estoques de triacilgliceréis nos
adip6citos, e a enzima lipase de lipoproteina (LPL), fundamental para a
degradacao de lipoproteinas plasmaticas, sdo moduladas por este horménio
(GROOP et al, 1989). Enquanto a sinalizagdo insulinica inibe a HSL, este
horménio tem efeito estimulador sobre a acdo da LPL. Deste modo, a
resisténcia a insulina eleva a atividade lipolitica no tecido adiposo e reduz a
degradacao de lipoproteinas plasmaticas (POULIOT et al.,, 1992). De fato,
estes fatores comprometem a manutengédo da normalidade dos valores de AGL
(acidos graxos livres), VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade), IDL
(lipoproteinas de densidade intermediaria), LDL (lipoproteinas de baixa
densidade) e HDL (lipoproteinas de alta densidade) (CHAN, 2002). Nossos
dados corroboram estas informagdes demonstrando que o0s animais obesos
resistentes a insulina apresentam valores significativamente elevados de
colesterolemia e triacilglicerolemia, enquanto os obesos submetidos ao

exercicio mantiveram estes parametros dentro da normalidade. O exercicio tem



66

importante papel no controle dos lipideos plasmaticos, tipicamente reduzindo
as concentracoes de triacilgliceréis e colesterol, bem como elevando as de
HDL (KRAUS et al., 2002). Estes efeitos sao parcialmente devidos as acdes do
exercicio sobre a sensibilidade a insulina. Assim, a melhora na sensibilidade a
insulina promovida pelo exercicio representa importante mediador da
normalizagao lipidica, bem como da elevagao do HDL, observado nos animais
obesos exercitados.

A sensibilidade a insulina, determinante na manutencéo da flexibilidade
metabdlica, esta comprometida na obesidade em funcdo de uma pletora de
fatores. Muitas vezes é dificil determinar quais destes atuam como causa, e
quais sao consequéncia dos disturbios na funcao insulinica nestes individuos.
Neste sentido, no tecido adiposo e no musculo esquelético quatro fatores sédo
intrincadamente correlacionados a flexibilidade metabdlica:

1) Conteudo de triacilglicerdis (TAG) e hipertrofia de tecido adiposo em
orgaos periféricos (gordura ectdpica) como figado e musculo esquelético
(HOPPELER e BOESCH., 2001; BAYS et al., 2004).

2) Capacidade oxidativa de éacidos graxos e metabolismo de glicose
estimulado por insulina no tecido adiposo e musculo esquelético
(SUTHERLAND et al, 2009; KIENS, 2006).

3) Regulagdo mediada por acidos graxos do metabolismo de glicose
estimulado por insulina no tecido adiposo e musculo esquelético (HIRABARA et
al., 2007; EPPS-FUNG et al., 1997).

4) Quadro inflamatorio localizado, mediado pela infiltracdo de células
imunitarias no tecido adiposo (OUCHI et al, 2011; CLEMENT e LANGIN,
2007).

Neste trabalho, os animais obesos apresentaram maior conteiddo de
TAG intramuscular e intra-hepatico quando comparados ao dos animais
controles (TABELA 01) bem como significativo conteudo de tecido adiposo
ectépico associado ao musculo esquelético (ANEXO 03). O acumulo de

triacilglicerdis (TAG) e a hipertrofia do tecido adiposo em tecidos periféricos é
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comumente observado na obesidade (MILES et al., 2006), e parece ter inicio
quando os adipdcitos subcutaneos atingem seu limite de expansibilidade
(BAYS, et al., 2004). Como consequéncia, ha aumento de acidos graxos
circulantes e um fluxo excessivo dos mesmos para outros tecidos corporeos
(BAYS et al., 2004; SHIMABUKURO, 1998). Este fendmeno desencadeia efeito
lipotéxico, mediado por metabdlitos como diacilglicerol e ceramidas, o qual
contribui com a resisténcia a insulina no musculo esquelético e no figado
(GALGANI et al., 2008; ECKARDT et al, 2011). Alguns trabalhos sugerem que
o conteudo intramuscular e hepatico de TAG pode ser superior a adiposidade
visceral como preditor de disturbios na agéo insulinica (GOODPASTER, 1997).
Adicionalmente, a reversao deste quadro através de intervengdes que reduzam
a massa corporal, como 0 exercicio, esta significativamente correlacionada a
melhora na sensibilidade a insulina (BAYS et al., 2004). Neste sentido, apesar
de nossos dados demonstrarem que o exercicio ndo impediu o acumulo
hepatico de TAG nos animais tratados com GMS, esta intervencdo manteve o
conteudo intramuscular deste lipideo em concentragbes similares a de animais
controle. Este efeito do exercicio pode ser consequéncia da preservacao da
funcdo de estocagem de lipideos nos adipécitos, evitando que estes
chegassem a atingir seus limites de expansibilidade. Isto reduziria os AGL
circulantes e o fluxo destes substratos aos tecidos periféricos, contribuindo
para menor acumulo de TAG intramusculares. No entanto, este mecanismo
ndo explicaria o resultado observado no tecido hepatico. E possivel que neste
tecido a atividade lipogénica ndo tenha respondido de modo suficiente ao
exercicio. Contudo, este parametro nao foi investigado neste trabalho.
Adicionalmente, demanda energética aumentada no musculo esquelético, e
maior capacidade oxidativa contribuiriam com a redugdo dos estoques
intracelulares de TAG. E importante destacar que os mecanismos subjacentes
aos efeitos dos TAG na resisténcia a insulina ndo estdo completamente
estabelecidos, e esta questao tem sido motivo de controvérsia na literatura. Por
exemplo, foi observado que atletas de endurance possuem maior contetdo
intramuscular de TAG quando comparado ao de individuos sedentarios, e o
mesmo foi verificado para mulheres quando comparadas a homens
(HOPPELER et al., 2001; GOODPASTER et al., 2001). Contudo, tais atletas



68

apresentam maior sensibilidade a insulina que sedentarios, e mulheres
costumam apresentar maior sensibilidade a insulina que homens com niveis
similares de condicionamento fisico (KIENS, 2006). E possivel que, em obesos,
a combinacao de outros fatores associados ao metabolismo tecidual, como a
capacidade oxidativa, modulem os efeitos dos TAG e seus metabdlitos no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (HIRABARA et al., 2007).

A capacidade oxidativa de acidos graxos esta diretamente associada a
inflexibilidade metabdlica na obesidade (RODEN, 2005; STORLIEN et al.,
2004; KELLEY., 2005; KELLEY et al., 2002). Alguns trabalhos demonstram que
a sensibilidade a insulina in vivo € relacionada com a capacidade de o musculo
esquelético oxidar acidos graxos in vitro (UKROPCOVA et al, 2005). No
entanto, neste trabalho o estudo do fluxo de acidos graxos pela via oxidativa do
musculo esquelético (FIGURA 21 A) demonstrou que a obesidade néo
comprometeu este parametro. Ainda assim, considerando que estes animais
apresentam importante reducao de sua massa muscular em consequéncia de
disturbios neuroenddcrinos (TAMURA et al., 2002), € provavel que, no contexto
do organismo, a capacidade de oxidacao de acidos graxos seja comprometida.
Por outro lado, o tecido adiposo de animais obesos apresentou
comprometimento da capacidade oxidativa de é&cidos graxos (Figura 21 B).
Este resultado poderia ser consequéncia de maior preferencia tecidual para
armazenamento deste substrato, em detrimento da oxidacdo. No entanto, a
incorporacao destes acidos graxos ocorreu em quantidade similar a do controle
(Figura 21 C). Analisados em conjunto, menor fluxo pela via oxidativa, sem
modificacdo na incorporacao, sugere menor captacao dos acidos graxos por
este tecido. Esta interpretagdo corrobora a hipétese de que a expansibilidade
dos adipécitos limita a captagcdo de acidos graxos, o que no contexto do
organismo aumenta o fluxo deste substrato a tecidos periféricos. A capacidade
oxidativa de acidos graxos do musculo esquelético e do tecido adiposo foi
significativamente maior nos animais exercitados. Neste sentido, sabe-se que o
exercicio modula o funcionamento de diversos passos limitantes para a
oxidacao deste substrato (TONKONOGI e SAHLIN., 2002). Por exemplo, a
passagem do nutriente pela membrana plasmatica através de proteinas
transportadoras (STEWART, 2000; CLARKE et al., 2004), sua metabolizacao
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por enzimas citoplasmaticas e mitocondriais (SPRIET, 2001) e a biogénese
mitocondrial (BAAR, 2004). Estes efeitos sdo mediados pela modulacdo de
diversas vias de sinalizagdo e da regulacdo da expressdo génica
(WACKERHAGE, 2006).

Adicionalmente, para o estudo do metabolismo de glicose estimulado por
insulina, verificamos o fluxo de [U-'*C]-glicose por diferentes vias metabdlicas.
Foram avaliados a sintese de lactato, a descarboxilagao de glicose e producao
de glicogénio pelo musculo esquelético e tecido adiposo (Figuras 22 e 23,
respectivamente). O musculo esquelético dos animais obesos sedentarios foi
caracterizado por menor sensibilidade a insulina, uma vez que a producao de
lactato e a descarboxilagcdo de glicose ndo foram estimuladas na presenca do
hormonio. E possivel que estes achados sejam consequéncia de menor
captacdo de glicose estimulada pela insulina neste tecido. De fato, animais
portadores de obesidade induzida por GMS apresentam menor conteudo do
transportador de glicose GLUT-4, o que compromete a habilidade deste
hormonio em elevar a captagdo do substrato (PAPA et al, 1997). Contudo, a
observacdo de que a sintese de glicogénio foi estimulada na presenca de
insulina, em amplitude significativamente superior aquela observada no grupo
controle, ndo permite atribuir estes resultados exclusivamente a captacao de
glicose. O conjunto dos dados sugere a existéncia de desvio no fluxo do
substrato, preferencialmente para a via glicogénica. Nos animais obesos
exercitados, o fluxo da glicose pelas trés vias foi adequadamente estimulado
pela presenga da insulina. Este resultado contribui para o entendimento da
melhor sensibilidade ao horménio, verificada no contexto corporal. De fato, foi
demonstrado que o exercicio melhora a agéo insulinica modulando diversas
etapas das vias de sinalizagdo ativadas por este horménio. Por exemplo,
HEVENER, (2000) mostrou que o exercicio de corrida moderado causa, em
trés semanas, aumento da fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina e
aumento da expressdao de IRS-1 em animais resistentes a insulina.
Adicionalmente, a sensibilidade a insulina também se mostrou comprometida
no tecido adiposo de animais portadores de obesidade induzida por GMS.
Neste tecido, o fluxo da glicose pelas diferentes vias estudadas nao foi

estimulada na presenca do hormdnio, sugerindo comprometimento na



70

capacidade da insulina em elevar a captacdo deste substrato. Esta
interpretacdo € corroborada por estudos que demonstraram redugdao na
captacao de glicose estimulada por insulina (MACHO et al., 2000), e reducao
no conteudo do transportador de glicose GLUT-4 (MACHADO et al, 1993) em
adip6citos de ratos portadores de obesidade induzida por GMS. Em
contrapartida, alguns estudos encontraram aumento na captacdo de glicose
estimulada por insulina em adip6citos deste mesmo modelo (MARMO et al.,
1994). No entanto, esta aparente contradicdo pode ser decorrente da duracao
da obesidade no momento de realizacao das analises. Enquanto estes autores
realizaram seus experimentos decorridos 90 dias da exposicdo ao GMS,
nossas investigagcoes sobre este parametro foram realizadas aos 150 dias. Por
outro lado, houve aumento na descarboxilacdo de glicose estimulada pela
insulina no tecido adiposo dos animais exercitados. Este dado indica que o
exercicio promove melhora na sensibilidade ao horménio neste tecido.
Contudo, este efeito foi observado em apenas uma das vias investigadas,
sugerindo prevencado parcial dos disturbios causados pelo tratamento com
GMS.

Em adicdo a capacidade de metabolizagdo de acidos graxos e glicose,
outro fator importante para a modulacdo da flexibilidade metabdlica na
obesidade é a interacado entre estes substratos. Para estudar este fenémeno,
investigamos os efeitos da exposicdo aguda (1h) do musculo esquelético e
tecido adiposo ao acido palmitico, sobre o metabolismo de glicose estimulado
por insulina (Figuras 24 e 25, respectivamente). Em ambos os tecidos o acido
palmitico interferiu significativamente com a metabolizagdo da glicose. No
musculo esquelético o AG reduziu a sintese de lactato estimulada por insulina,
0 que poderia ser consequéncia de reducao na captacao de glicose. Contudo,
o AG nao afetou a descarboxilagdo da glicose e elevou a sintese de glicogénio
estimulada por insulina. Em conjunto, estes resultados sugerem que o AG
modifica o fluxo do substrato pelas diferentes vias metabdlicas investigadas.
Esta interpretacado é corroborada por estudos onde as mesmas concentracoes
do acido palmitico reduziram a sintese de lactato pelo musculo esquelético,
sem reduzir a captagcdo de glicose estimulada pela insulina, induzindo
concomitante aumento na sintese de glicogénio (HIRABARA et al., 2003). A
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combinacdo destes dados sugere que o ciclo de Randle é um plausivel
mecanismo subjacente aos efeitos dos AG. Segundo esta hipotese, a
metabolizacdo de acidos graxos pela célula compromete a acdo de importantes
enzimas da via glicolitica (RANDLE et al.,, 1963) gerando intermediarios que
podem ser desviados para outras vias metabdlicas. Por outro lado, no musculo
esquelético dos animais obesos a sintese de lactato e a descarboxilacdo de
glicose foram reduzidas, e néo foi observado aumento na sintese de glicogénio.
Apesar de nédo utilizarmos uma metodologia especifica para avaliagcdo da
captacao de glicose, € plausivel supor que no musculo esquelético destes
animais a reducédo na captacao de glicose estimulada por insulina contribui de
maneira mais significativa, como mediadora dos efeitos do &cido palmitico. De
fato, os acidos graxos sao capazes de comprometer a captacdo da glicose
através de modulacédo da sinalizacao insulinica, e existem evidéncias de que
ativem a resisténcia a insulina em humanos e animais (LIU et al., 2002). Estes
efeitos sdo mediados por produtos derivados de sua metabolizagcdo como os
diacilglicerdis e ceramidas (ECKARDT et al, 2011), mas também por acao
direta através da ativacdo de receptores de membrana (KIENS, 2006). Por
exemplo, demonstrou-se que &acidos graxos saturados agem como ligantes
para diversos receptores da familia Toll-Like (TLR) (LEE et al, 2003). Mais
especificamente, o acido palmitico pode ativar os receptores TLR 2 e 4,
encontrados em tecidos como o0 musculo esquelético e o tecido adiposo, de
modo tempo dependente (SENN, 2005). Tais receptores estimulam vias de
sinalizagdo relacionadas a processos inflamatorios, e diversos mediadores
destas vias sdo enzimas com atividade serina/treonina kinase, capazes de
interferir na sinalizagdo insulinica (SONG et al., 2006; SENN, 2005).
Adicionalmente, no musculo esquelético dos animais exercitados apenas as
concentragdes mais elevadas do AG comprometeram a sintese de lactato, e o
exercicio nao proporcionou protecao quanto aos demais efeitos estudados. De
modo interessante, o tecido adiposo, mesmo sendo um ambiente
continuamente exposto a elevadas concentracbes de lipidios e seus
metabdlitos, também é sensivel aos efeitos dos AG sobre o metabolismo de
glicose estimulado por insulina (EVANS et al, 2002; SONG et al., 2006).
Nossos dados confirmam esta hip6étese e demonstram que apenas as
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concentracdes mais elevadas de AG apresentaram efeitos significativos neste
tecido. Foi observado que, tanto para os animais obesos como para 0s
controles, houve reducdo da descarboxilacdo de glicose e elevacao na
producdo de glicogénio. De modo similar ao discutido anteriormente, estes
dados sugerem que o ciclo de Randle é um mecanismo plausivel para a
explicacdo dos efeitos do AG. Neste tecido, o exercicio ndo mostrou efeito
preventivo sobre as acdes deste metabdlito. Contudo, € importante notar que
os efeitos dos acidos graxos sobre 0 metabolismo sdo dependentes de fatores
como o tipo de AG, concentracdo, e o tempo de exposicdo a molécula
(HIRABARA et al., 2007; RODEN, 2004). Assim, apesar de acidos graxos
saturados e de cadeia longa serem significativamente associados a resisténcia
a insulina (SENN, 2005), neste trabalho foram utilizadas concentracdes
fisioldgicas do acido palmitico, e abordado apenas suas acdes agudas. No
entanto, no contexto do organismo obeso as concentracoes elevadas de AG
circulantes sao caracteristicamente um fendmeno crénico. Deste modo, os
efeitos do exercicio sobre as concentragdes deste metabodlito podem ser mais
relevantes que seus provaveis efeitos gerando imunidade dos tecidos as
variagdes de sua concentragao.

Nao obstante, as alteracdes metabodlicas observadas na obesidade
estdo também associadas a diversas modificacoes no perfil de expressao
génica, expressao proteica e na atividade de inUmeras vias de sinalizacao
(CLEMENT e LANGING, 2007). Muitas destas vias sdo comuns a diferentes
tecidos, e muitas vezes diferentes vias convergem a determinados
moduladores em um mesmo tecido. Uma vez que nossos dados demonstram
papel relevante de disturbios metabdlicos no tecido adiposo no modelo
estudado, investigamos neste tecido a via AMPK/PGC-1a (proteina kinase
ativada por amp /coativador 1 a dos receptores ativados por proliferadores de
perosissomos — PPAR.) (Figuras 26 e 27, respectivamente). Esta via foi
escolhida por sua atuacdo tanto na regulacdo do metabolismo como de
processos inflamatoérios envolvidos na obesidade, além de ser modulada pelo
exercicio em diferentes tecidos como figado, musculo e tecido adiposo (BULER
et al., 2012; RUDERMAN et al, 2003; HANDSCHIN e SPIEFELMAN., 2008;
HAMMARSTEDT et al., 2003). De fato, esta € uma das vias de integracdo entre
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inflamacdo e metabolismo (discutido adiante), uma area que tem sido
denominada imunometabolismo (MATHIS, 2011; OUCHI et al., 2011 ). Nossos
dados demonstram que a via da AMPk/PGC-1a foi comprometida no tecido
adiposo dos animais obesos. Ambas apresentaram  expressao
significativamente inferior aquela observada no tecido adiposo dos animais
controles. Esta parece ser uma observacdo comum em individuos obesos
(HANDSCHIN e SPIEGELMAN, 2008). A via AMPK/PGC1a € conhecida como
um sensor do estado energético celular, regulando processos como a oxidacao
de AG, a biogénese mitocondrial e a sintese de lipideos (HARDIE e CARLING,
1997). Adicionalmente, a AMPK possui também efeitos antiinflamatérios bem
conhecidos, como por exemplo, a inibicdo da via de sinalizacdo do NF-«B
(YANG et al., 2010; KATERELQOS et al., 2010), e a mediacdo do mecanismo de
acao da adiponectina, uma adipocina caracteristicamente antiinflamatéria
(AGUILAR-SALINAS et al., 2008; WEISS et al., 2005). Foi demonstrado ainda
que intervengdes que promovam ativagdo da AMPK, como o exercicio fisico,
promovem também reducdo na atividade de vias inflamatdrias associadas a
resisténcia a insulina, bem como reduzem a resposta de vias inflamatérias
ativadas por acidos graxos livres (RUDERMAN et al, 2010; YANG et al., 2010).
O exercicio regula esta via de diversas maneiras, como por exemplo,
modulando o estado energético da célula, as concentracdes de catecolaminas
circulantes e de moléculas como a interleucina-6 (abordada adiante) (KELLY et
al., 2004; JAGER et al., 2007). Em consonancia, nossos dados demonstram
que a reducado na expressdao da AMPK nos animais obesos exercitados foi
menos severa que aquela observada nos animais obesos sedentarios. No
entanto, permaneceu ainda abaixo dos valores dos animais controles. Em
adicao, a fungao primordial do PGC-1a é a regulagédo transcricional de vias
metabdlicas, e esta associado a disturbios na expressdo de importantes
mediadores da via de sinalizacao insulinica. Entretanto, este co-fator também
modula a expressao de vias inflamatérias, e foi demonstrado que o exercicio
estimula sua atividade em diferentes tecidos (SUTHERLAND et al., 2009;
BULER et al., 2012; HANDSCHIN e SPIELGELMAN, 2008). Neste trabalho, o
exercicio elevou de maneira significativa a expressdo de PGC-1a no tecido
adiposo de animais controles. Contudo, ndo evitou a reducdo na expressao
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desta proteina causada pelo tratamento com GMS. De modo interessante, foi
demonstrado que o bloqueio B adrenérgico impede os estimulos do exercicio
sobre a expressao de PGC-1a no tecido adiposo (SUTHERLAND et al., 2009),
sugerindo que o sistema nervoso autbnomo medeia este processo. Deste
modo, é possivel que a inabilidade do exercicio em reverter as profundas
modificacoes autondmicas causadas pelo GMS, comprometa também seus
efeitos sobre a modulacdo adequada da via do PGC-1a. E importante observar
gue os mecanismos moleculares através dos quais o exercicio regula a via
AMPK/PGC-1a, bem como a interagcdo entre as mesmas, precisa ainda ser
explorado em maiores detalhes.

A acao comprometida de vias antiinflamatérias €& normalmente
acompanhada de maior atividade em vias proinflamatérias no tecido adiposo. A
soma destas alteracbes potencializa sintese e secrecdo de moléculas
caracteristicamente prorinflamatorias por este tecido, como por exemplo, o
TNFa (fator de necrose tumoral alfa), MCP-1 (proteina quimioatrativa para
monocitos) e o PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio) (HOTAMISLIGIL
et al.,, 1993; FEINSTEIN et al, 1993; GAUTHIER e RUDERMAN, 2010). Muitas
destas moléculas comportam-se como quimiocinas (citocinas quimioatrativas)
e, atuando em conjunto com hipéxia tecidual e ao estresse metabdlico, podem
ser responsaveis pela infiltracao de células imunitarias no tecido adiposo. De
fato, aumento na presenca de células como macréfagos e linfécitos neste
tecido & fendbmeno observado tanto em humanos como em roedores obesos
(OUCHI et al., 2011; CLEMENT e LANGING, 2007; WEISBERG et al., 2003).
Neste trabalho, a infiltragdo de células imunitarias no tecido adiposo foi
estudada pela técnica de citometria de fluxo (Figura 28 A e B). Nossos dados
corroboram a presenca de quadro inflamatério nos animais obesos, uma vez
que revelaram maior conteudo de macréfagos no tecido adiposo destes. Estas
células comumente representam a maior propor¢cdo daquelas infiltradas no
tecido adiposo, e estdo intimamente relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina neste tecido (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003).
Este dado é corroborado por estudos onde a inibicdo da infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo de ratos preveniu o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, mesmo quando submetidos a dieta de alto teor lipidico
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que desencadeou hiperadiposidade, esteatose hepatica e elevado conteldo
intramuscular de triacilgliceréis. (GLASS, 2009). Adicionalmente, outras células
imunitarias parecem atuar de modo coadjuvante no processo. Por exemplo,
Nishimura et al. (2009) observaram elevada presenca de linfécitos T CD8" no
tecido adiposo de animais obesos, e demonstraram que estas células secretam
fatores humorais envolvidos na migracdo e ativacdo de macrofagos. Estes
achados sugerem que células T CD8" sdo importantes para a propagacao da
resposta inflamatéria no tecido adiposo. Este mesmo estudo demonstrou que a
deplecao de células T CD8" com anticorpos anti-CD8 foi capaz de reduzir a
infiltracdo de macréfagos no tecido, o que levanta o questionamento sobre
quais ceélulas do sistema imunitario dariam inicio a este processo. Nossos
dados demonstraram maior contelido de células TCD8" no tecido adiposo dos
animais obesos, 0 que somado a observacdo sobre macréfagos, e sobre a via
AMPK/PGC-1a, compéem um quadro importante para a associacao entre
inflamacédo, metabolismo do tecido adiposo e flexibilidade metabdlica neste
modelo. De modo interessante, os animais obesos submetidos ao exercicio
apresentaram infiltracao significativamente inferior de macréfagos e células
TCD8" no tecido adiposo, com valores similares aqueles observados nos
controles. De fato, o exercicio € reconhecido como intervengdo com
significativa agdo anti-inflamatéria, capaz de modular a infiltracdo de células
imunitarias no tecido adiposo, € de promover ambiente fisiolégico anti-
inflamatério em cada sessdo (PETERSEN e PEDERSEN., 2005; MATHUR e
PEDERSEN., 2008). Os mecanismos subjacentes as a¢des anti-inflamatérias
do exercicio na obesidade podem ocorrer como consequéncia da redugédo da
massa de tecido adiposo, principalmente no que condiz a redu¢do no tamanho
dos adipdcitos (CINTI et al., 2005), o que é corroborado pelos encontrados
neste estudo. Contudo, os efeitos antiinflamatérios do exercicio sé&o
observados mesmo quando a massa adiposa nao é modificada (KAWANISHI et
al.,, 2010; ROSS e BRADSHAW., 2009). Neste sentido, demonstrou-se que o
exercicio pode modular a expressao de quimiocinas, bem como a expressao de
moléculas de adesado no endotélio, reduzindo a migracao celular para o tecido
adiposo (GLEESON et al., 2011; BISHOP et al, 2009; KAWANISHI et al.,

2010). Adicionalmente, foi demonstrado que as acbes do exercicio sobre a
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inflamacao sdo, em grande medida, mediadas pela producédo de fatores com
funcdo anti-inflamatéria pelo musculo esquelético. Muitos destes fatores sao
citocinas, as quais convencionou-se a denominagédo de miocinas (PEDERSEN
e EDWARD, 2009; PEDERSEN et al., 2007; FEBBRAIO, 2007). Por exemplo, o
musculo esquelético, quando estimulado pela contragao, sintetiza e secreta na
circulagdo moléculas como a interleucina 18 (IL-18), a IL-15 e a IL-6
(GLEESON et al., 2011). Destas, a IL-6 tem ganhado notoriedade no que diz
respeito aos mecanismos antiinflamatérios do exercicio (PEDERSEN et al.,
2007). Malgrado auséncia de consenso sobre as ag¢des anti-inflamatorias desta
molécula (KRISTIANSEN e POULSEN, 2005), diversos trabalhos
demonstraram sua capacidade em bloquear vias pré inflamatérias. Por
exemplo, demonstrou-se que a IL-6 estimula a sintese do receptor soluvel de
TNF (TNFr), o qual neutraliza a acdo do TNF circulante, estimula a sintese do
antagonista para o receptor de IL-1B3 (IL-1ra), o qual bloqueia os receptores
celulares para IL-1p, e estimula a sintese de interleucina 10 (IL10), a qual inibe
a sintese TNF e IL-1 (STEENBERG et al., 2003; STARKIE et al, 2003;
GLEESON et al., 2011). Adicionalmente, durante o exercicio as concentragdes
plasmaticas de IL-6 podem atingir valores 100 vezes superiores aquelas
observadas no repouso (FISCHER, 2006; MECKEL, 2009). Na&o obstante,
outras modificagdes induzidas pelo exercicio também modulam a atividade
inflamatéria. Por exemplo, elevagdes nas concentracées plasmaticas de
adrenalina, cortisol, horménio do crescimento e proteinas de choque térmico
exercem efeitos imunomodulatérios (CUPPS e FAUCI., 1982; BERGMANN.,
1999; GLEESON et al, 2011) e podem ter contribuido com os efeitos
antiinflamatérios do exercicio observados neste trabalho.

Os dados aqui apresentados demonstram que o tratamento com
glutamato monossodico (GMS) compromete a flexibilidade metabdlica. A
importancia de entendermos como diferentes tecidos contribuem com este
quadro é reforcada pelas observagcdes de que o musculo esquelético e o tecido
adiposo manifestam disfungdes metabdlicas bastante peculiares na obesidade.
O protocolo de exercicio preveniu a evolugao de diversos disturbios causados
pelo GMS, sendo eficiente na manutencdo da flexibilidade metabdlica. O

conjunto destas informacdes demonstra a importancia do exercicio na
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manutencdo de fungbes do metabolismo, mesmo quando estdo presentes
extensas modificacbes neuroendocrinas. O completo entendimento dos
mecanismos moleculares que medeiam a inflexibilidade metabdlica na
obesidade, bem como o papel de diferentes protocolos de exercicio sobre

estes parametros permanecem em aberto para serem elucidados.
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7. CONCLUSOES

O tratamento pds natal com glutamato monossodico predispde a
instalagdo de hiperadiposidade, acompanhado de comprometimento da
flexibilidade metabdlica em musculo esquelético e tecido adiposo. Animais
tratados com GMS e submetidos a exercicio sdo imunes a diversos disturbios
observados neste modelo.

O fluxo de acidos graxos pela via oxidativa foi comprometido no tecido
adiposo, mas nao no musculo esquelético dos animais obesos. Os dados
sugerem que a captacao de acidos graxos esta reduzida no tecido adiposo
destes animais. O exercicio eleva o fluxo dos acidos graxos pela via oxidativa

no musculo esquelético e no tecido adiposo de animais obesos e saudaveis.

O musculo esquelético de animais obesos apresenta alteracdo do
metabolismo de glicose estimulado por insulina. Os resultados sugerem
comprometimento do fluxo deste substrato pela via oxidativa. O exercicio
impede a instauracao desta alteragao.

O tecido adiposo de animais obesos apresenta comprometimento do
metabolismo de glicose estimulado por insulina. Os resultados sugerem
comprometimento na captacdo deste substrato. O exercicio previne

parcialmente a manifestacédo desta alteracao.

O acido palmitico compromete o metabolismo de glicose estimulado por
insulina no musculo esquelético dos animais controles e obesos. Os dados
sugerem que no musculo esquelético dos animais controles, os efeitos agudos
do acido palmitico estao relacionados ao ciclo de randle. No mdusculo
esquelético dos animais obesos, os dados sugerem que estes efeitos estao
relacionados ao comprometimento na captacéo da glicose.

O acido palmitico compromete o metabolismo de glicose estimulado por
insulina no tecido adiposo dos animais controles e obesos. Os dados sugerem
que neste tecido os efeitos do acido palmitico estdo relacionados ao ciclo de
Randle.
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O exercicio nao evita os efeitos do acido palmitico sobre o metabolismo
de glicose estimulado por insulina no masculo esquelético ou tecido adiposo de

animais obesos ou controles.

A expressdo de AMPK e de PGC1a é significativamente reduzida no
tecido adiposo dos animais obesos. O exercicio previne parcialmente a

reducao de AMPK e nao afeta a de PGC1 a neste modelo.

O tecido adiposo dos animais obesos foi caracterizado por um estado
inflamatério, com significativa infiltracdo de macréfagos e linfécitos TCD8". O

exercicio previne o0 aumento na infiltracao destas células.

Deste modo, nossos resultados demonstram que o exercicio aerdbio
crénico previne o comprometimento da flexibilidade metabdlica no TA e no ME,
melhorando a capacidade oxidativa de acidos graxos e a sensibilidade a
insulina, bem como restringido a progressao da adiposidade e modulando vias

imunometabdlicas.
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ANEXO 01

Sinalizacao insulinica

A insulina é um hormobnio pleiotrépico extensivamente estudado, e
encontram-se bem estabelecidas varias etapas fundamentais de seu
mecanismo de acao. Este hormbnio é secretado pelas células B pancreaticas
em resposta a alimentagéo, sendo fundamental na estimulacdo da captacao de
glicose em tecidos periféricos, bem como na inibicdo da producao hepética de
glicose e da liberacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo (SALTIEL e
KAHN, 2001). De fato, individuos portadores de resisténcia a insulina sao
caracterizados por pronunciada elevacdo das concentracdes plasmaticas de
glicose apds refeicdo, e comprometida capacidade de reduzir os niveis de AGL
circulantes (BRUCE et al., 1998).

Para desempenhar suas fungdes, a insulina deve se ligar a seu receptor
presente na membrana da célula alvo, sendo altamente regulados e
especificos os eventos posteriores a esta ligacao (JONES et al., 1994). O
receptor de insulina é proteina heterotetramérica com atividade tirosina quinase
(Figura 29), composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta
(SALTIEL e KAHN, 2001). A subunidade alfa atua como enzima alostérica, que
inibe a atividade tirosina quinase da subunidade beta (ZECCHIN, 2004). Ao se
ligar & subunidade alfa, a insulina promove a retirada deste efeito inibitério, e a
subunidade beta adquire atividade tirosina quinase, levando a autofosforilacao
do receptor em multiplos residuos tirosina (PATTI e KAHN, 1998). O receptor
de insulina ativado levara a fosforilacdo em residuos tirosina de diversos
substratos protéicos intracelulares, dos quais ao menos 10 ja foram
identificados. Quatro destes pertencem a familia dos substratos para o receptor
de insulina (IRS) (PESSIN, 2000), e outros incluem Shc, Gab-1, p60®*, Cbil,
JAK2 e APS (PESSIN e SALTIEL, 2000; CARVALHEIRA et al., 2002; ROJAS
et al., 2000; VELLOSO et al.,1998;). O IRS-1, expresso na maioria dos tecidos
(SUN et al., 1991; CLARK et al., 2000), é o substrato predominante para o
receptor de insulina, e sua fosforilacdo em tirosina cria sitios de

reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src
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(SH2). A importancia das proteinas IRS é observada em estudos com animais
knockout. Por exemplo, camundongos knockout para IRS-1, apresentam
resisténcia a insulina e retardo do crescimento, mas nao sao hiperglicémicios
(ARAKI et al, 1994). Camundongos knockout para IRS-2 apresentam
hiperglicemia acentuada decorrente de diversas anormalidades na acdo da
insulina em tecidos periféricos, e faléncia da atividade secretéria das células
beta, com reducao significativa do numero destas células. Por outro lado,
camundongos knockout para IRS-3, expresso em tecido adiposo, e IRS-4,
expresso no rim, tem crescimento e metabolismo da glicose praticamente
normais (LIU et al., 1999; FANTIN et al, 2000). Recentemente duas novas
formas de IRS foram descritas (IRS-5 no rim e IRS-6 no musculo), porém suas
funcdes nao foram ainda determinadas (CAl et al., 2003).

A sequéncia desta via de sinalizagdo envolve a ativacdo da PI3-quinase
pelo IRS-1. A PI3-quinase é importante na regulacdo da mitogénese, na
diferenciacao celular e no transporte de glicose estimulado por insulina (FOLLI
et al., 1992; SAAD et al., 1992; SAAD et al., 1993; SHEPHERD et al., 1995;
CZECH e CORVERA 1999). Esta proteina possui uma subunidade catalitica
(p110) e uma subunidade regulatéria (p85), que possui dois dominios
homologos a Src2 (SH2) (BACKER et al., 1992; ASANO et al., 2000). Uma vez
ativada, a enzima catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos na porgcdo 3 do
anel de inositol, produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-
difosfato, e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (LIETZKE et al., 2000). Este ultimo
produto permite a propagacao de sinais mediados pela enzima, ligando-se a
dominios PH (pleckstrin homology) de diversas moléculas sinalizadoras,
alterando sua atividade e localizacdo subcelulares (LIETZKE et al., 2000).
Como por exemplo, a quinase dependente de fosfoinositideos 1 (PDK-1), a
qual esta envolvida na fosforilagdo e ativagdo da proteina quinase B (PKB),
também conhecida como AKT ou Rac (ALESSI e DOWNES, 1998), e de
formas atipicas das proteinas quinases C A e { (PKC C A e ¢) (KOTANI et al.,
1998; DONG et al., 1999). A AKT regula varias respostas fisioldgicas da
insulina, como a translocacdo de GLUT4 a membrana plasmatica, sintese
protéica via p70S6 quinase (p70°%), sintese de glicogénio e outros efeitos

metabdlicos. Esta enzima também fosforila e inativa a glicogénio sintase
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quinase-3 (GSK-3), enzima responsavel pela fosforilacdo e inativagcdo da
glicogénio sintase, levando a aumento da glicogénese (CROSS et al., 1995).
As PKC A e ¢ estdo envolvidas na translocacdo do GLUT4 a membrana
plasmatica e aumento no transporte de glicose estimulado pela insulina
(STANDAERT et al., 1997; KOTANI et al., 1998), e ainda potencializam a
fosforilacdo da GSK-3 pela AKT e fosforilacdo em serina da IRS-1 (ORIENTE
et al., 2001).

Além da ativacao da PI3-quinase, outros sinais podem ser necessarios
para que a insulina estimule o transporte de glicose (PESSIN et al., 2000). Uma
segunda via envolve a fosforilagdo do proto-oncogene c-Cbl (RIBON e
SALTIEL, 1997) e é aparentemente independente da ativacdo da PI3-quinase.
Na maioria dos tecidos sensiveis a insulina, Cbl estd associado com a proteina
adaptadora CAP (Cbl-associated protein) (RIBON et al, 1998). Apds a
fosforilacdo, o complexo Cbl-CAP migra para a membrana celular e interage
com a proteina adaptadora Crkll, que também estd associada
constitutivamente a proteina C3G (BAUMANN et al., 2000; CHIANG et al.,
2001). A C3G é proteina trocadora de nucleotideos que catalisa a troca de
GDP por GTP da proteina TC10, ativando-a, e desencadeando um segundo
sinal para a translocacdo da proteina GLUT4 a membrana plasmatica, em
paralelo a ativagéo da via PI3-quinase (CHIANG et al., 2001). Foi demonstrado
que a insulina estimula, agudamente, a fosforilagdo em tirosina de Cbl e sua
associacdao com a CAP no tecido adiposo de animais normais, e que esta via
pode participar no controle da adiposidade em modelos animais resistentes a
insulina (THIRONE et al., 2004).

Outra via de sinalizacao ativada pela insulina é a cascata da proteina
quinase ativada por mitdgeno (MAP quinase). Esta se inicia com a associagéo
da Grb-2 ao Shc e, em menor grau, ao IRS-1, levando a formagéo do complexo
Grb/Son of Sevenless (Sos) na membrana plasmatica e ativagao da proteina c-
Ras, a qual ativa Raf, que é o primeiro elemento da cascata MAP quinase
(EGAN et al., 1993, CHARDIN et al., 1993, BARON e VAN OBBERGHEN,
1995). Esta via parece estar envolvida nos processos de diferenciacédo e

proliferacao celulares mediados pela insulina, bem como sintese de glicogénio
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e translocacdo de GLUT-4 a membrana plasmatica. Aparentemente, esta via
nao é suficiente, ou mesmo necessaria, para a translocagdo de GLUT-4 a
membrana plasmatica (NYSTRON e QUOM, 1999), apesar de estudos
recentes apontarem que a MAP quinase p38 esta envolvida no aumento do
transporte de glicose mediado pela insulina (SOMWAR et al., 2001; THONG et
al., 2005). O aumento na sintese de glicogénio deve-se a ativacao da
fosfoproteina fosfatase-1 (PP-1) através da p90 ribossomal S6 quinase (p90™¥).
A PP-1 é responsavel pela desfosforilacdo e ativacao da glicogénio sintase,
resultando em aumento da glicogénose (YANO et al., 1993).
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Figura 29: Vias de sinalizagdo da insulina. O receptor de insulina € uma proteina com atividade
tirosina quinase, capaz de autofosforilagdo, que catalisa a fosforilagao de proteinas celulares como
0s membros da familia IRS, Shc e Cbl. Uma vez fosforiladas em residuos tirosina, estas proteinas
interagem com moléculas sinalizadoras através de seus dominios SH2, resultando em uma
diversidade de vias de sinalizacdo. Estas incluem a ativacdo da PI(3)K e de quinases dependentes
de PtdIns(3,4,5), da RAS, da cascata da MAP quinase, Cbl/CAP e da ativacdo de TC10. Estas
vias agem em conjunto para coordenar o trafego de vesiculas, a sintese protéica, ativagdo e
inativacdo de enzimas e expressdo génica, resultando na regulagdo do metabolismo de glicose,
lipidios e proteinas. Adaptado de SALTIEL e KAHN, 2001.
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ANEXO 02

O modelo de obesidade induzido por glutamato monossaédico.

O glutamato monossédico (GMS), sal de sodio de acido glutamico, € um
componente comum da dieta humana, e tem sido associado ao sobrepeso e
obesidade por comprometer a regulacdo da fome (HERMANUSSE et al., 2006).
Foi sugerido que a ingestdao crénica de GMS pode intoxicar neurbnios do
nucleo arqueado e causar distlrbios na cascata de sinalizagao hipotalamica da
leptina, causando resisténcia a este horménio (HERMANUSSEN e
TRESGUERRES, 2003 A, HERMANUSSEN e TRESGUERRES, 2003 B). Foi
ainda demonstrado que, independentemente do nivel de atividade fisica e do
consumo calérico, a presenca de GMS na dieta esta positivamente associada a
sobrepeso e obesidade em humanos (HE et al., 2008).

De modo interessante, em ratos e camundongos, o tratamento pds-natal
com glutamato monossodico (GMS), administrado por meio de injecao
subcutanea, promove aumento superior a 100% no conteldo lipidico da
carcaga, e estabelece um modelo animal frequentemente utilizado para o
estudo da obesidade (YAMAZAKI et al., 2011; SASAKI et al., 2011; OLUBA et
al., 2011; AFIFI et al., 2011; ZHANG et al., 2010; ANDREAZZI et al., 2009;
SCOMPARIN et al., 2006; MORRISA et al., 1998; DAWSON et al., 1997; ;
HOLZWARTH-MCBRIDE et al,, 1976; BUNYAN et al., 1976; TOKUYAMA e
HIMMS-HAGEN, 1974). Nestes animais, o GMS destréi significativa parcela
dos neurénios do nucleo arqueado e eminéncia mediana no hipotalamo, com
importante reducdo nas concentragdes de neuropeptideo Y (NPY) e
proopiomelanocortina (POMC) (BERGEN et al., 1998; MEISTER et al., 1989;
KERKERIAN e PELLETIER, 1986). Desencadeia também redugdo na
responsividade hipotaldamica a moléculas circulantes com agdo anorexigena,
como por exemplo, a leptina (DAWSON et al., 1997).

No entanto, desde a primeira descricdo deste modelo feita por Olney
(OLNEY, 1969), ficou estabelecido que o mesmo ndo é caracterizado por
hiperfagia. Este dado sugere que outros distarbios metabdlicos medeiem o
desenvolvimento da adiposidade nestes animais. De fato, diversas alteracdes

neuroendocrinas decorrentes da lesdao hipotalamica destacam-se como
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mecanismos potenciais. Por exemplo, ocorre reducédo do hormdnio liberador de
horménio do crescimento (GHRH) e da testosterona (TAMURA et al., 2002),
menor atividade simpatica, reducdo na sintese e no estoque de catecolaminas
na glandula suprarrenal, reducao da liberacdo de catecolaminas pelas células
cromafins medulares, menor atividade da enzima lipase horménio sensivel
(HSL) no adipédcito, maior atividade da enzima lipase de lipoproteinas (LPL) nos
vasos que perfundem o tecido adiposo, aumentada atividade de enzimas da via
lipogénica, reducédo da termogénese mediada pelo tecido adiposo marrom, e
menor taxa de metabolismo basal (PARK et al. 2002; MARTINS et al., 2004;
DOLNIKOFF et al, 2001; YOSHIDA et al., 1991; YOSHIDA et al., 1990; MOSS
et al, 1985). O conjunto destas modificacbes estabelece um ambiente
fisiolégico potencialmente lipogénico, promovendo aumento da massa adiposa
mesmo sem modificacdo na ingestdo alimentar. O modelo de obesidade
induzida por GMS é acompanhado ainda do desenvolvimento de resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia (HIRATA et al, 1997; KIM et al., 1999), com
alteracoes na secrecdo deste horménio (BALBO, et al, 2002), e em
importantes mediadores de sua via de sinalizacao. Por exemplo, HIRATA et al.,
(2003) demonstrou elevacdo na expressao da proteina fosfatase PTP1B no
figado, musculo e tecido adiposo, e PAPA et al, (2002) encontrou reducao na
expressao de GLUT-4 no musculo esquelético em ratos tratados com GMS.

Finalmente, a obesidade decorrente de hipo-funcdo autondémica e
redugdo na taxa de metabolismo basal tem semelhangas com o
desenvolvimento de disturbios metabdlicos consequentes do sedentarismo
cronico (SASAKI et al.,, 2011). Deste modo, este € um modelo interessante
para o estudo dos efeitos do exercicio sobre a fisiopatologia da obesidade
(GOBATTO et al., 2002).



112

ANEXO 03

Imagens do animal portador de obesidade induzida por glutamato monossédico
(GMS).

Imagem 01: Observagédo do modelo de obesidade induzido por GMS.

Imagem 02: Tecido adiposo subcutineo no animal controle (esquerda da imagem), e no
animal obeso (direita da imagem).
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Imagem 03: Tecido adiposo omental no animal controle (esquerda da imagem) e no animal
obeso (direita da imagem).

Imagem 04: Tecido adiposo ectépico na periferia do musculo esquelético no animal obeso.
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