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RESUMO

Proenca ARG. Exercicio fisico e melatonina promovem conjuntamente reducdo da
adiposidade em ratos, embora estes se tornem hipogonadicos. [tese (Doutorado em
Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2013.

Na ultima década, varios estudos observaram que a melatonina, além de alterar o
peso corporal de animais, também reduz adiposidade e melhora a sensibilidade a
insulina no tecido adiposo. Entretanto, alguns trabalhos apontam um possivel efeito
antigonadotréfico da melatonina. Em relacdo ao exercicio fisico, suas contribuicdes
no controle do peso corporal assim como da adiposidade ja foram evidenciadas por
diversos estudos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o de averiguar se o
exercicio fisico somado a suplementacdo com melatonina em animais pés-puberes,
modifica a adiposidade e a regulacdo da atividade lipolitica, nos tecidos adiposos
localizados nas regifes subcutanea inguinal (SUB) e retroperitoneal (RP), além de
verificar possiveis efeitos antigonadotréficos decorrentes do tratamento com
melatonina. A concomitancia do treinamento fisico (50-60% da capacidade maxima)
e da suplementacdo com melatonina (0,2 mg/Kg/dia) durante 8 semanas em ratos
Wistar de 11 semanas de idade foi mais eficiente em promover reducdes no
didmetro dos adipécitos e, consequentemente, na adiposidade do que o uso isolado
do treinamento fisico ou da suplementacdo com melatonina. Entretanto, ndo foram
observadas alteragfes na atividade lipolitica, e nem na lipogénese, medidas em
adipdcitos isolados das regides estudadas. Foi demonstrado também que, mesmo
em doses reduzidas, a suplementacdo promoveu hipogonadismo com consequente
reducdo da testosteronemia, além de uma reducdo da massa do musculo EDL (de
contracao rapida), evidenciando assim a necessidade de se aprofundar os estudos
sobre os impactos do uso de melatonina sobre o eixo hipofise-hipotalamo-g6nadas.

Palavras-chave: Treinamento fisico. Melatonina. Adiposidade. Lipdlise.

Hipogonadismo.



ABSTRACT

Proenca ARG. Exercise and melatonin acting together promote in rats adiposity
reduction, although they become hypogonadic. [Ph. D. thesis (Human Phisiology)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

In the last decade, several studies showed that melatonin, besides changing body
weight of animal also reduces adiposity and improves insulin sensitivity in adipose
tissue. However, some of them pointed to a possible melatonin's antigonadotropic
action. In relation to exercise, its contributions to the control of body weight, as well
as adiposity, have been highlighted by several studies. Hence, the purpose of this
study was to investigate whether the physical exercise plus supplementation with
melatonin in postpubertal animals modify adiposity and regulation of lipolysis in the
inguinal subcutaneous (SUB) and retroperitoneal (RP) adipose tissues, away from
assessing the possible antigonadotropic effects resulting from melatonin treatment.
The concomitance of physical training (50-60% maximum) and melatonin
supplementation (0.2 mg / kg / day) for 8 weeks to 11 weeks old rats were more
efficient in promoting reductions in adipocyte size and hence in adiposity than
physical training or melatonin supplementation alone. However, no changes were
observed in lipolysis or in lipogenesis, measured in isolated adipocytes from
investigated the fat depots. We also showed that, even at this low dose, melatonin
promoted hypogonadism with consequent reduction of the testosteronemia and a
reduction in EDL (extensor digitorum longus) muscle mass (fast twitch), thus
evidencing that further studies on the impacts of the use of melatonin the

hypothalamic-pituitary-gonadal axis are actually needed.

Keywords: Physical training. Melatonin. Adiposity. Lipolisys. Hypogonadism.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AANAT - aril-alquil-N-acetiltranferase

Actb - Beta-Actina

AGL — Acidos Graxos Livres

AMP - Adenosina monofosfato

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico

AMPK - cinase protéica ativada por AMP

AQP-7 - aquaporina-7

ATGL - Lipase de triacilglicerol

ATP — Adenosina trifosfato

B2m - Beta 2 Microglobulina

C - Grupos Controle (SCe TC)

DAG - Diacilglicerol

EPM — Erro padrao da média

EDL — musculo extensor longo dos dedos (extensor digitorum longus)
FABP-4 - Proteina transportadora de acidos graxos
G3P - Glicose 3 Fosfato

GH — Hormonio do Crescimento

GLUT-4 — Transportador de glicose 4

GMPc - Guanosina monofosfato ciclico

HDL-c - Lipoproteina de alta densidade

HIOMT - hidroxindol - O - metiltranferase

HSL — Lipase Hormonio Sensivel

IL—6 — Interleucina 6

LDL-c - Lipoproteina de baixa densidade

M - Grupos tratados com melatonina (SM e TM)
M.O — Microscépio Optico

MAG - Monoacilglicerol



MS - Tecido Adiposo Mesentérico
MT1;2- receptor de melatonina

PE — Tecido Adiposo Periepididimal
PEPCKc - Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase citosélica
PKA — Proteina cinase A

RP — Tecido Adiposo Retroperitoneal
S - Grupos sedentarios (SC e SM)

SC —Sedentario Controle

SM — Sedentario Melatonina

SUB — Tecido Adiposo Subcutaneo
TAG — Triacilglicerol

T - Grupos treinados (TC e TM)

TC —Treinado Controle

TM - Treinado Melatonina

TNF-a — Fator a de necrose tumoral

VLDL-c - Lipoproteina de muito baixa densidade



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- PRINCIPAIS VIAS ENVOLVIDAS DA REGULACAO LIPOLITICA. VIAS DE TRANSDUGAO
DE SINAL DE CATECOLAMINAS VIA RECEPTORES ADRENERGICOS, RECEPTORES INIBITORIOS E
DE PEPTIDEOS NATRIURETICOS ATRIAL VIA RECEPTOR TIPO A ....iiiiiiieeiiie e 27
FIGURA 2 - REGULAGAO CLARO E ESCURO DO RELOGIO BIOLOGICO (NUCLEO

SUPRAQUIASMATICO), PRODUGCAO DE MELATONINA POR PINEALOCITOS NO VERAO E INVERNO

.................................................................................................................................. 34
FIGURA 3 - DESENHO EXPERIMENTAL ....ctittiiiieiitiaeeeeiia e e e eeets s e e eeea e e e eesaaseeeeanaeeaeennnns 40
FIGURA 4 - CURVA DE PESO CORPORAL .....ceetiitttttieetteeeeessssssstseeeseeeessssssssssnseeseesassnnns 50
FIGURA 5 - GANHO DE PESO CORPORAL .....cceiiiiittiiiiiteaeeessissstseeeeseeessssssssssseeesaesessnnns 50
FIGURA 6 - INGESTAO ALIMENTAR ..cettuuiettttieeeeetti e e eeetaia e e e eesta s eeeessa e e aeesaa s eaeeananaeeeesnnns 51
FIGURA 7 - CONSUMO HIDRICO ... ittt e et e e e e e e eeaans 51
FIGURA 8 - TESTE DE ESFORGO MAXIMO ...cceeiiiiiiiiiiiiieeee e e e eeiiiireeee e e e e e e s sssssaneeeeeaeeeeeanns 52
FIGURA 9 - A - COXINS ADIPOSOS (SUB, MS, PE E RP). B - CoxiM ADIPOSO TOTAL....... 53
FIGURA 10 - DIAMETRO DOS ADIPOCITOS ISOLADOS (SUB E RP) ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 54
FIGURA 11 - MICROFOTOGRAFIA DOS ADIPOCITOS ISOLADOS ....ccuuiiiinieieieeeeieeeeieeeinees 54
FIGURA 12 - A - NUMERO DE ADIPOCITOS NO TECIDO SUBERP ..., 55

ESQUERDO. C - EPIDIDIMO. D - CANAL DEFERENTE. E - VESICULA SEMINAL.................... 56
FIGURA 14 - IMAGEM DAS ESTRUTURAS REPRODUTORAS .. .uteieee e eeeeeeeeeeaeaeaeaeaeaenen 57
FIGURA 15 - A - PESO UMIDO DO MUSscuLo EDL. B - PESO SEco DO MUScULO EDL........ 58

........................................................................................................................... 58
FIGURA 17 - GLICOSE PLASMATICA ....uuiiiiiitii e eeete ettt e et e e e et e e e e eaa e e e eeenans 59
FIGURA 18 - INSULINA PLASMATICA ...ttt ettt e e e e e e e e e e eeaens 59
FIGURA 19 - HOMA-IR ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e anns 60
FIGURA 20 - COLESTEROL TOTAL .ttttuiiiiiiiieeeeeiiiae e e ettt e e eeeaaia s e e eessaaeeeesnaaeaeesnnaeeeesnnns 61
FIGURA 21 - HSL-C ..ttt ettt e e et e e e et e e e e et e e e e eeaans 61
FIGURA 22 - LDLCaneeeeee ettt e et e e e e et e e e e e e e e e e eeanns 62
FIGURA 23 - VLDLC ..t e e 62
FIGURA 24 - TAG oottt e e et e e e et e e e e et e e e e e aa e e e eeeanns 63

FIGURA 25 = LEPTINA . euei ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e re s e eee e renreenns 64



FIGURA 26 - CORRELACAO ENTRE LEPTINEMIA E DIAMETRO ADIPOCITOS DO TECIDO SUB E

PP 64
FIGURA 27 - CORRELAGAO ENTRE LEPTINEMIA E PESO DO COXIM ADIPOSO TOTAL........... 65
FIGURA 28 - ADIPONECTINA ..ttt etttiuttttteeeteeeeasassssssteeeeeeaeessassssssseseesaeessssassssssseeeeeesessnnns 65
FIGURA 29 - TESTOSTERONA .....uiiiittiaeeeett e e eeett e e e ettt e e e eesa e e e eeeaa e e aeetan e eaeesaaaeaeesnnns 66

FIGURA 30 - A - CORRELACAO ENTRE TESTOSTERONA E VESICULA SEMINAL.
B - CORRELACAO ENTRE TESTOSTERONA E EPIDIDIMO .....ccoovviiiiiiii e 67
FIGURA 31 - A - CORRELAGCAO ENTRE PESO DO MUSCULO EDL E TESTOSTERONA B -
CORRELACAO ENTRE PESO DO MUSCULO EDL E PESO DA VESICULA SEMINAL ..........c........ 67

FIGURA 32 - INCORPORAGAO DE D-[U-14C]-GLICOSE EM LIPIDEOS EM ADIPOCITOS

ISOLADOS SUB E RP. ..ottt e et e e e e e e eeaanes 68
FIGURA 33 - CURVA LIPOLITICA DOSE-REPOSTA POR CELULAS EM ADIPOCITOS ISOLADOS DO
TECIDO SUBLE RP .. e e e eees 69
FIGURA 34 - ATIVIDADE LIPOLITICA POR CELULAS EM ADIPOCITOS ISOLADOS DO TECIDO SUB
PP 70
FIGURA 35 - SENSIBILIDADE LIPOLITICA POR CELULAS (LoG EC50) NO TECIDO ADIPOSO
SUB E R e e aan 70
FIGURA 36 - CORRELACAO ENTRE AREA DO ADIPOCITO E LIPOLISE MAXIMA DO TECIDO SUB.E
R et e e e e e e e e e e eaeaeteet et aaaaaaaaaaa 71
FIGURA 37 - CURVA LIPOLITICA DOSE-REPOSTA POR AREA EM ADIPOCITOS ISOLADOS DO
TECIDO SUB E RP. et e et e e et e et e e e e e aa e ees 71
FIGURA 38 - ATIVIDADE LIPOLITICA POR AREA EM ADIPOCITOS ISOLADOS DO TECIDO SUB E
R ettt e e e e e e et e e eaeeeeettt e aaaaeaeaaaa 72
FIGURA 39 - SENSIBILIDADE LIPOLITICA POR AREA (LOG EC50) NO TECIDO ADIPOSO SUB E
SRR 72
FIGURA 40 - EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR ADRENERGICO B-1 NO TECIDO SUB E RP.
.................................................................................................................................. 73
FIGURA 41 - EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR ADRENERGICO B-2 NO TECIDO SUB E RP.
.................................................................................................................................. 74
FIGURA 42 - EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR ADRENERGICO B-3 NO TECIDO SUB E RP
.................................................................................................................................. 74

FIGURA 44 - EXPRESSAO GENICA DA ENzIMA LIPOLITICA HSL NO TECIDO SUB ERP. ...... 76



FIGURA 45 - EXPRESSAO GENICA DA PROTEINA PERILIPINA-1 NO TECIDO SUB E RP........ 76
FIGURA 46 - EXPRESSAO GENICA DA PROTEINA AQUAPORINA-7 NO TECIDO SUBERP ....77
FIGURA 47 - EXPRESSAO GENICA DA PROTEINA FABP-4 NO TECIDO SUB ERP.............. 77



SUMARIO

(R RI0] 510070 J TP 19
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt 21
2.1 LipOliSe: MECANISIMOS GEIAIS. .. .eeeeeiiiiriiieeeeaiiieieeae e e e aibbee e e e e s aabeeeeee s s s aenreeeaaeaneeens 21
2.1.1 OS MENSAQEINDS......uuuutitrttiieeieeetiaeaeee e e e s aaa bbbt e e et e e e e e e eeeaaaaas s s s annnnnnnne s aaa 21
2.1.2 Enzimas, Proteinas € Co-atiVadOres..........ooeuuiiiiiiieiiiiieeee e 23
2.1.3 Transporte de AGL € GlICEIOL...........uuuuuiiiiiiieiii e 25
2.1.4 Re-€StENTICAGAD.......evuviiiiiiecie e e e e e e e e 27
2.1.5 Diferengas entre depositos de tecido adiposo branco...........cccccoecciveeieeennnnnee. 28
2.2 Exercicio fisico € adipoSidade............uuvuuvueiiiiiiiiiiii e 29
2.3 Melatonina e adipoSidade........coooiiiiiiii e 33
G I L S | o [ N I 37
4 OBUIETIVO ... ittt ettt a e e e ettt e e e e s e e ns b e e e e e e e nbba e e e e e annees 38
5 MATERIAIS E METODOS........ciiieieeeeeete e eteeeee ettt ee e ete st e s eve e saesaean e are e 39
SR Y VT 0= 1P 39
5.2 Procedimentos eXPeriMentalS........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 39
5.3 Tratamento cOmM MElatONiNa........uuuiiiiiiiiiiiiee e 39
5.4 Programa de treinamento fiSICO..........cooviiiiiiiiiiiiiii e 40
5.5 Avaliag8es Pré € POS EULANASIA. .. .uuuueeiuuriiiieeei et e e e 41
5.6 EXperimentos “iN VitrO ... ... 42
5.6.1 Isolamento dos adipécitos e analise morfométrica............cccccvvveeivviiieieeeeeenenn. 42

5.6.2 Teste de Avaliacdo da Sensibilidade Lipolitica Frente a Estimulo com

1Yo o] £0] (=1 (=1 o[ PP PPPUPPN 43
5.6.3 Teste de Incorporacéo de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em Adipdcitos

15T 0] F= To [0 1= 44
5.7 Determinagfes Bioquimicas € HOrmonaiS............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 44
5.7.1 Glicose, Triacilglicerol (TAG), Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c),
Colesterol Total, Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL-c) e Lipoproteina de Muito
Baixa DeNnSIdAade (VLDL-C)......cuutiiiiiiiiiieiiii ittt 44
5.7.2 Insulina, Leptina @ AdIPONECHING. ........viiiiiiiiieeeeee e 45
5.7.3 Avaliacdo da Sensibilidade Insulinica periférica pelo Modelo de Analise
HOMEOSIALICA (HOMAIR). ... veeeeveetie ettt ettt ettt e et aee et ete e e aaeeaeeeaeeenneenns 45



5.8 Andlise da expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase

QUANTITALIVO = QP CR. ...ttt e e 45
5.8.1 EXtracao de RNA tOLAL..........uueiiiiiiiiiiiei e 45
5.8.2 Sintese de CDNA pOr tranSCHGAO MEVEISAL.....c.ccuiuurriiieeeiiiriiieeeesiiiieeeeee e e 46
5.8.3 PCR quantitativo (real tiImMe).........cceiiiiiiei e a7
5.8.4 Quantificacao relativa — Método de CT comparativo (AACT)......cccceeeeeeieeenee... a7
5.8.5 Selec¢do de controladores endo6genos (housekeeping genes).........ccccceeeeeen. 48
5.9 Tratamento EstatistiCco d0S DadOS..........oooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 48
B RESULTADOS . ... e e e e e e et e e e e e eea s 50
6.1 PES0O COMPOTAL..cciiiiiiiiiiiie it r et e e e e e e e e e e e e e eas 50
I O] 4 F-10 11 0 [0 TP 51
6.3 TreiNaAMENTO FiSICO....ciiiiiiiiiie e e e e 52
6.4 COXING AGIPOSOS .coiiiiiiieee ettt ettt e e e e e e et b e e e e e e eeeaeaeae e 53
6.5 EStruturas REPIOUULOTAS . .. .uuuiieiiiiiiiieeeeee ettt eee s 56
6.6 MUSCUIO ESQUEIELICO....ccccc it e e e e e e e e e aeaeanns 58
6.7 Determinacdes Biogquimicas € HOrmonaiS.......cccoeveeeeeeiiiiiiiieieecece e 59
6.7.1 GlICOSE, INSUINGL.....coiiiiiiiiieii et ee e e e e aeeees 59
O @0 (=1 (=T (0] (=] o o - VPP PPPPPPRR 61
I T I T | [ Tol=T o [T 1 o1 USSP 63
6.7.4 Leptina € adiPONECHINGL. ......cuiiiiiiiiiiieeee et e e e e e e e e e s e 64
R =TS (0 1T (=T (0] 1T o 1 = TSP 66
6.8 Ensaios com AdipOCitos ISOIadOS.....ccouuiiiiiiiiiiiiiiee e 68
6.8.1 Incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em lipideos de adipdcitos isolados............ 68

6.8.2 Avaliacdo da Sensibilidade Lipolitica Frente a Estimulo com

[ST0] o] (o] (=111 oL ] PP P PUPPPPPPPPPR 69
6.9 EXPIrESSE0 G NICA. ... uuuuuiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e s s s s bbb aeeeaeas 73
6.9.1 RECEPLOreS AUrENEIGICOS. ..uuuuuiiiieeeieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e reaaaa e e ns 73
6.9.2 Lipase Sensivel a Hormonio e Perilipina-1.........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeee e 76
6.9.3 Transporte de Acidos Graxos € GlICEIOL..........ccccvevveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 77
T DISCUSSAOD. ...ttt ettt 78
8 CONCLUSAO . ...ttt ettt s ettt eseseneees 87
REFERENCIAS . ..ottt ettt e ettt e e e e s et a e e e e s bbb e e e e e e e nsenaeeas 88
APENDICE A - Protocolo de Treinamento........cccooeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e, 101

APENDICE B = TADCIAS . eveeeeeee e ettt e et e e et a e e e 102



Introducdo 19

1 INTRODUCAO

O tecido adiposo (TA) € o maior reservatorio de energia de que dispomos,
sendo durante muito tempo considerado um tecido cuja finalidade era apenas esta.
Na ultima década do século passado, descobriu-se que, além de ser abundante
fonte de energia, o TA era também um importante produtor de substancias
biologicamente ativas, passando entdo a ser reconhecido como 6rgao enddcrino,
desempenhando um papel ativo na regulagéo do metabolismo energético'?.

O interesse por seu estudo mais aprofundado se deveu, em parte, ao aumento
epidémico da obesidade nas mais diversas sociedades contemporéneas. A
combinacdo de habitos alimentares constituidos por dietas ricas em gorduras e
acucares e o sedentarismo é responsavel pelo nimero crescente de pessoas com
sobrepeso e obesidade, sendo hoje um dos maiores problemas de saide no mundo
ocidental, atingindo, em certos casos, um terco da populacdo >*°°

Este fato fez com que houvesse maior necessidade de pesquisas que
possibilitassem melhor entendimento da funcionalidade do tecido adiposo. Estudos
in vivo e in vitro realizados tanto em animais como em humanos, uso de técnicas
como microdidlise, assim como avangos na area da biologia molecular culminaram
em maior entendimento a respeito da fisiologia do tecido adiposo. Estes estudos,
além de buscarem elucidar aspectos e fatores que interferem no controle metabdlico
como dieta, exercicio, patologias, idade, farmacos, estresse, etc, procuram ainda
entender o reflexo de um aumento ou de uma diminuicdo da adiposidade, localizada
ou generalizada no organismo como um todo.

As duas principais acdes metabdlicas do tecido adiposo branco séo a lipolise
(mobilizacdo ou hidrdlise do triacilglicerol) e lipogénese (armazenamento ou sintese
de acidos graxos). A importancia dessas a¢0Oes conferiu ao tecido adiposo papel
fundamental no controle metabdlico’. Tanto a lipdlise como a lipogénese s&o
reguladas pela integragdo dos mecanismos endocrino e neural, que cooperam para
manter a massa adiposa relativamente constante frente as condigbes habituais.
Indmeros trabalhos cientificos ja evidenciaram o reflexo do exercicio fisico no
metabolismo energético, e principalmente sua contribuicdo na reducdo ou na
contencdo de um aumento da adiposidade.

Nas duas Ultimas décadas, pesquisadores passaram a demonstrar uma

consideravel participacdo na melatonina no metabolismo energético. Alguns
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trabalhos evidenciaram sua influéncia na regulacdo da adiposidade. Entretanto,
ainda ha perguntas a serem respondidas sobre os impactos, positivos e negativos
gue seu uso, na reposicdo ou no tratamento, pode causar ao organismo. Devido ao
fato de alguns estudos, citados posteriormente, demonstrarem um efeito central
desse hormoénio com repercussdes gonadicas, adotamos o modelo animal de
suplementacdo com melatonina, objetivando avaliar os efeitos no metabolismo do

adipdcito, assim como nas estruturas que compdem o sistema reprodutor.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A énfase desse estudo foi direcionada a melhor compreenséo da acéo lipolitica
frente ao exercicio fisico e ao tratamento com melatonina. Desta maneira, nesta
breve revisdo, elucidaremos mais amplamente o mecanismo lipolitico, assim como o

papel de ambas intervenc¢des utilizadas, na adiposidade.

2.1 Lip6lise: mecanismos gerais

No tecido adiposo se encontra o maior reservatorio energético, armazenado
sob a forma de triacilgliceréis (TAG). Sua mobilizacdo fornece "combustivel" para
outros 6érgaos e isto ocorre por meio do processo metabolico chamado lipdlise.

Durante periodos de privacdo de nutrientes, estresse ou durante a pratica de
exercicios fisicos, a lipolise é estimulada promovendo a hidrolise de estoques de
TAG presentes no interior dos adipécitos. Estes estoques constituem uma grande
gota lipidica que estd rodeada por uma monocamada fosfolipidica, além de
proteinas estruturais, enzimas e coativadores®. De maneira geral, a atividade
lipolitica culmina na liberacdo sistémica de trés moléculas de &cidos graxos nao
esterificados e uma molécula de glicerol. Os AGL liberados na corrente sanguinea
sdo usados como fonte de energia por outros tecidos, como coracdo e musculo
esquelético.

Para que ocorra esta liberacdo sistémica de AGL e glicerol, € necessaria uma
série de eventos extra e intracelulares, a comecar pela presenca de substancias
(hormbnios) que irdo sinalizar aos adipécitos a necessidade de liberacdo de
substratos energéticos para suprir uma demanda aumentada ou, no caso de
privacdo de nutrientes, visando poupar a utilizacdo de glicose, menos prioritaria para
certos territdrios do organismo, uma vez que esta é crucial para o adequado

funcionamento do sistema nervoso central.

2.1.1 Os Mensageiros

As catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) e a insulina sdo os principais

reguladores de acéo rapida da lipélise em humanos®. Entretanto, existe outras vias
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responsaveis pela estimulagédo lipolitica e anti-lipolitica. Por exemplo, a via
dependente de peptideos natriuréticos (NPs), que além de exercer efeitos sobre os
sistemas cardiovascular e renal também exerce acdo importante na estimulacédo da
lipélise in vivo e in vitro™®.

Efeitos lipoliticos estimulados por horménio de crescimento (GH), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6, paratorménio e glicorticoides também ja foram

demonstrad0311'12'13'14'15'16’17

Existem ainda horménios derivados da pro-
opiomelanocortina (POMC) como, adrenocorticotropina (ACTH) e o hormonio
estimulante dos melanécitos-alfa (aMSH) que exercem atividade lipolitica em
adipécitos de roedores, mas ndo em humanos®®.

De qualquer forma, mesmo com a descoberta de outras substancias, as
catecolaminas ainda integram a principal via fisiolégica para a estimulacdo da
lipdlise em adipocitos. Especialmente em humanos, durante o jejum, as
catecolaminas séo os principais horménios que atuam na estimulacdo da lipolise. Os
efeitos reguladores da lipolise promovidos pelas catecolaminas ocorrem em
decorréncia da sinalizagéao intracelular desencadeada por ativagdo de receptores
adrenérgicos (B-1, B-2, B-3 e a-2). Em roedores, o receptor adrenérgico -3 € o
principal regulador lipolitico, sendo que, em seres humanos, apenas 0s receptores
adrenérgicos B-1, B-2, e a-2 exercem acdo reguladora®?®®. Os receptores
adrenérgicos possuem uma regido extracelular e uma regido transmembranica com
sete dominios hidrofébicos que estdo acoplados na porcéo intracelular a proteinas
reguladoras ligadas a GTP/GDP ou, como sdo mais conhecidas, proteinas G (figura
2). Os receptores [(-adrenérgicos, estdo acoplados a proteinas Gs, que exercem
acdo estimulatéria sobre a adenilato ciclase, enzima intracelular aderida a
membrana plasmatica que catalisa a formacdo de AMPc a partir do trifosfato de
adenosina (ATP)?. Diferentemente, os receptores adrenérgicos a-2 estéo acoplados
a proteinas G,, que exerce ac¢ao inibitoéria e que, sendo assim, inibe a atividade da
enzima adenilado ciclase, impedindo a formacdo de AMPc. A noradrenalina possui
maior afinidade para receptores adrenérgicos a-2 do que para [(-adrenérgicos,
sugerindo a existéncia de um papel para a via adrenérgica-a na regulagao da lipolise
no tecido adiposo subcutdneo em humanos sob condigbes de exercicio ou
estresse??3,

Os efeitos desencadeados pelos mensageiros quimicos envolvidos na

atividade lipolitica do tecido adiposo como as catecolaminas, insulina, peptideos
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natriuréticos, assim como 0s outros citados anteriormente, estao relacionados com a
sintese ou degradacdo de segundos mensageiros, como por exemplo, AMPc e

GMPc, que atuam na ativacdo de enzimas responsaveis pelo controle lipolitico.

2.1.2 Enzimas, Proteinas e Co-ativadores

O aumento da concentracéo intracelular de AMPc e GMPc culmina na ativacao
de quinases proteicas dependentes deles (PKA e PKG). Essas sao enzimas
capazes de transferir grupos fosfatos de moléculas doadoras de alta energia como
ATP, para outras moléculas-alvo (fosforilacdo). A PKA possui quatro subunidades,
duas reguladoras e duas cataliticas. Na presenca de seus ativadores a subunidade
reguladora sofre mudancas conformacionais resultando na ativacéo da catalitica.

Logo, a via B-adrenérgica, como descrito anteriormente, promove a ativacdo da
PKA por aumentar a concentracdo de AMPc. Uma vez ativada, a PKA fosforila sitios
de serina da hidrolase lipase horménio sensivel (HSL), ativando-a® (figura 2). Uma
vez ativa, a HSL transloca-se do citosol para a gota lipidica onde se une a uma
proteina de ligacdo de acidos graxos-4 (FABP4 ou ALBP ou aP2) e entdo realiza a
hidrolise de TAG, diacilgliceréis (DAG) e monoacilgliceréis (MAG) sendo sua taxa

relativa de hidrélise 1:10:05 respectivamente?®?’.

Estudos demonstram que
adipdcitos de camundongos com deficiéncia de HSL, apresentam diminuicédo
moderada na lipdlise estimulada e um acumulo de DAG em varios tecidos, indicando
que a acdo da HSL é limitante para a hidrolise de DAG®?°. A acdo da PKA ndo para
apenas na fosforilacdo e consequente ativacéo da HSL. E responsavel por fosforilar
uma proteina presente na superficie da gota lipidica, chamada perilipina,
promovendo seu deslocamento para o citoplasma, ou seja, no sentido inverso da
translogdo da HSL, permitindo uma interface de contato entre a hidrolase e a gota
lipidica®®. A perilipina faz parte de um grupo de proteinas chamadas de PAT que
inclui a perilipina (atualmente denominada perilipina-1), a adipofilina, tambéem
chamada de proteina relacionada a diferenciacdo do adipécito (atualmente
denominada como perilipina-2), a proteina de interacdo caudal-47 kDa (TIP-47
atualmente denominada perilipina-3), a S3-12 (denominada perilipina-4) e
OXPAT/MLDP (denominada perilipina-5). H&4 ainda a presenca da proteina
especifica de gordura - 27 (FSP-27)*!. Essas proteinas recobrem a gota lipidica
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regulando e coordenando o armazenamento dos estoques lipidicos no estado basal
e mediando a lipdlise estimulada®®*3°. Um estudo realizado por Sztalryd et al.
mostrou que, para a translocacao da HSL durante a atividade lipolitica, é essencial a
presenca e a fosforilacdo da perilipina-1, uma vez que adipocitos isolados de
camundongos que nao expressavam perilipina-1 apresentavam uma perda quase
que total da atividade lipolitica por estimulagéo B-adrenérgica®. Embora a perilipina-
1 restrinja 0 acesso da HSL ao estoque de TAG, reduzindo assim a lipolise basal,
sua presenca fosforilada é essencial para a atividade hidrolase da HSL durante a
lipdlise estimulada®.

Em 2004, trés grupos independentes relataram a existéncia de uma segunda
enzima, que pode ser chamada de lipase de TAG do tecido adiposo (ATGL),
desnutrina ou fosfolipase A2 dependente de célcio (iPLA2). Com isso, a HSL perdeu
seu posto de Unica enzima responsavel por hidrolisar TAG em mamiferos, passando
a dividir entdo essa especialidade com outra enzima téo importante quanto® ®. A
ATGL é altamente expressa em humanos e roedores, e possui uma especificidade
em hidrolisar o substrato TAG3*. No estudo realizado em 2006 por Haemmerle G. et
al, foi demonstrado que camundongos knockout (KO) para ATGL apresentavam
diminuicdo na liberacdo de AGL de mais de 75%, com consequente acumulo
ectopico muscular de TAG, o que causava uma grave miopatia no musculo cardiaco
e uma deficiéncia geral no equilibrio energético, com consequente morte do
animal®®.

Os mecanismos moleculares que regulam a atividade da ATGL em resposta a
estimulagdo B-adrenérgica ndo estdo completamente esclarecidos. Embora possa
ser fosforilada, ndo se sabe se esta modificagdo tem relevancia para a sua
atividade®. Entretanto, sabe-se que a sua atividade aumenta grandemente na
presenca de um co-ativador denominado CGI-58 (comparative gene identification-
58) também conhecido como ABHDS5 (alpha/beta-hydrolase domain-containing
protein 5)*’. Evidéncias sugerem um mecanismo envolvendo a perilipina-1 e o CGI-
58, onde a disponibilidade do co-ativador é dependente da fosforilacdo da perilipina-
1 (figura 1). Em adipocitos sem estimulagéo lipolitica, o CGI-58 esta localizado na
superficie da gota lipidica junto a perilipina-1, ao passo que, no estado estimulado a
perilipina-1 sofre a fosforilagdo mediada pela PKA ou PKG, o que provoca seu
deslocamento para o citoplasma e a dissociacdo do co-ativador CGI-58, deixando-o

disponivel para sua interacgéo e ativagédo da ATGL***°_ Foi demonstrado ainda que
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presenca da proteina FSP-27, colocalizada junto a gota lipidica, exerce papel
importante no controle da atividade lipolitica. Tanto a diminuicdo da expressao de
perilipina-1 como a de FSP-27 resultam em elevacdo da lipdlise basal®®. Em um
elegante estudo, observou-se que perilipina-1 e FSP-27 coordenadamente
trabalham controlando a capacidade lipolitica dos adipécitos**. A FSP-27 atua
limitando a presenca da ATGL junto a gota lipidica, enquanto que a perilipina-1 age
de maneira crucial no controle da resposta lipolitica da ATGL mediada por horménio
beta-adrenérgico, uma vez que no estado basal a perilipina-1 detém o co-ativador
responsavel pela ativacdo enzimatica da ATGL*'. Existe ainda uma proteina
identificada como produto proteico do gene GO/G1 switch gene 2 (G0S2), que ao
interagir com a lipase ATGL modula sua acdo, inibindo sua atividade*. Juntas,
ATGL e HSL séo responsaveis por mais de 95% da hidrolise de TAG em adipdcitos
de camundongos®.

A outra hidrolase encontrada do adipdcito é a lipase de monoacilglicerol (MGL).
Diferentemente da ATGL e da HSL, a MGL néo hidrolisa TAG e DAG, ela possui
acdo especifca para a hidrélise de monoacilglicerol (MAG)** Embora a sua acéo se
mostre necessaria para a completa hidrolise do TAG in vitro, o fato da HSL também
ser habil em hidrolisar MAG nao deixa claro se in vivo a presenca da MGL seja
relevante**®. Sua atividade promove a dissociacdo do Gltimo AG e do glicerol da
molécula de TAG. Nao h& evidéncias de que sua expressdo e atividade celulares
sejam reguladas por hormonios ou estado energético celular.

De maneira sucinta, a hidrolise do TAG ocorre a partir de um estimulo que gera
a atuacdo de mensageiros, proteinas, co-atividores e enzimas, principalmente as
hidrolases, culminando primeiramente na acdo da ATGL sobre o TAG gerando DAG
e AGL, em seguida a acdo da enzima multifuncional HSL que é capaz de hidrolizar
TAG, DAG e MAG, mas que € passo limitante para hidrolise de DAG gerando MAG e
AGL e por fim a agcdo da MGL, eficiente na clivagem de MAG e liberacdo de AGL e

glicerol.

2.1.3 Transporte de AGL e Glicerol

Como ja assinalado, apos a hidrolise completa do TAG, ha liberagdo dos AGL e

glicerol no citoplasma. A etapa final da lipdlise é o efluxo destes produtos. O AGL,
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por ser pouco hidrossoluvel, representa um problema fisicoquimico, além de seu
acumulo poder resultar em toxicidade para a célula. Esse problema é contornado por
sua ligacdo a FABP-4 (proteina de ligacdo de acido graxo) que os transporta para a
membrana plasmética®. Em parte, o seu transporte através da membrana se da por
difusdo passiva*®. No entanto, existem proteinas transportadoras que facilitam este
efluxo, como a &cido graxo translocase (FAT/CD36) e proteina transportadora de
acido graxo (FATP) que também funcionam como mediadores da captacdo de
AGL*. Entretanto, a participacdo dessas proteinas no efluxo de AGL ainda nao esta
clara. Uma vez no sangue, acidos graxos se ligam a albumina e séo transportados
através da circulacdo para suprir as necessidades energéticas de varios tecidos*®.
Quanto ao glicerol, este deixa a célula por um canal especifico, a aquaporina-7
(AQP7), presente na membrana dos adipécitos. As aquaporinas sdo proteinas
integrais de membrana que funcionam como canais, permitindo o movimento da
agua através delas*®*°. Sado permeadas pela 4gua e, em graus variados, por alguns

solutos organicos como o glicerol*®

. A aquaporina-7, por ser permeavel a ambos, é
uma aquagliceroporina. Animais deficientes em AQP; (AQP,-KO) apresentaram uma
liberagdo de glicerol prejudicada, assim como obesidade durante o
envelhecimento®. Isto porque o glicerol retido na célula é re-fosforilado pela acdo da
enzima gliceroquinase (GyK) cuja atividade se apresentou aumentada nestes
animais. Isto resulta em re-esterificacdo intensa e acumulo de TAG, com

conseqtiente hipertrofia dos adipdcitos em associacédo com o defeito®’ 2512,
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Figura 1- Principais vias envolvidas da regulacéo lipolitica. Vias de transducao de
sinal de catecolaminas via receptores adrenérgicos, receptores inibitérios
e de peptideos natriuréticos atrial via receptor tipo A
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A hidrélise do TAG por vias adrenérgicas tem inicio na ligagdo de catecolaminas ao receptores
adrenérgicos, que por sua vez, via proteina Gs, promove um aumento da atividade da Adenilato
Ciclase (AC) promovendo um aumento na concentracdo de AMPc intracelular, o que ativa a proteina
quinase (PKA) e que promove a fosforilagdo de proteinas como a HSL e perilipina. A fosforilagido da
perilipina induz uma alteracao fisica importante da superficie da gota, que facilita a agdo de HSL além
de liberar o co-ativador (CGI-58), que interage e ativa a hidrolase ATGL. A acdo da ATGL sobre o
TAG gera DAG e AGL. A fosforilacdo da HSL promove sua ativacéo e translocacdo do citosol para a
superficie das goticulas de gordura onde é capaz de hidrolisar TAG, DAG e MAG, mas que é passo
limitante para hidrolise de DAG, gerando MAG e AGL. Por fim, a acdo da MGL, que é eficiente na
clivagem de MAG e liberacdo de AGL e glicerol. A proteina quinase (PKA e PKG) envolvidas na
fosforilacdo de proteinas alvo. O efeito antilipolitico da insulina, tem inicio através da estimulag&o de
receptores de insulina estimulando a fosfodiesterase-3B que promove a degradacdo do AMPc,
impedindo a ativagdo da PKA. PDE-5A, fosfodiesterase 5A; ATGL, Lipase de triacilgliceréis do tecido
adiposo; FABP-4, proteina de ligac@o de acidos graxos dos adipécitos 4; GC, da guanilato ciclase, Gi,
proteina G inibitoria; Gs, proteina G estimulatéria; HSL, lipase hormonio-sensivel; PLINA, perilina;
FPS-27, proteina especifica de gordura-27; G0S2, produto proteico do gene GO/G1 switch gene 2.
MGL, lipase de monoacilglicerol; AGL, acidos graxos nao-esterificados; NPR-A, receptor tipo A de
peptideos natriuréticos; TAG, triacilgliceréis; DAG, diacilgliceréis; MAG, monoacilglicerdis.

2.1.4 Re-esterificacao

A re-esterificacdo nada mais € que a ressintese do TAG a partir de AGL
liberados apos a hidrolise de moléculas de TAG durante a lipolise. Esse fendbmeno é
também um exemplo de “ciclo futil”, uma vez que acidos graxos liberados pela
lipélise e que ndo foram usados como substrato energético por outros tecidos sao
re-esterificados em TAG a expensas de ATP>%. Em seres humanos em jejum, foi

estimado que 60% dos AGs liberados na lipolise séo re-esterificados, sendo o tecido
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adiposo responséavel por boa parte deste processo>*. Para a ressintese da molécula
de TAG, além dos AGL € preciso também da molécula de glicerol-3-fosfato (G3P).
No TAB, encontramos trés vias para a geracdo de G3P: a via glicolitica, a
gliceroneogénese e a fosforilagdo da molécula de glicerol. Admitia-se que a principal
via durante o estado alimentado fosse a glicolitica®. Por esta hipdtese, a glicose
seria a principal precursora do G3P, o qual é essencial para o armazenamento dos
AGL advindos da dieta, no TAB e no figado®®. No entanto, demonstrou-se
recentemente que, mesmo em animais alimentados com dieta rica em sacarose, a
gliceroneogénese é a via de geracéo de G3P mais importante®. J& no jejum, onde a
atividade lipolitica é aumentada, e a baixa concentragdo de insulina limita o uso da
glicose, a gliceroneogénese passa a ser ainda mais intensa®. Nesta, ocorre a
sintese de novo de G3P a partir de piruvato, lactato, alanina e anions organicos do

|56

ciclo de Krebs, precursores diferentes da glicose e do glicerol>. A principal enzima

dessa via é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCKc)®®. A outra via de geracdo

de G3P é a da fosforilacdo direta da molécula de glicerol®’

. Esta via é dependente da
enzima GyK (glicerol-quinase), cuja expressdo no TAB é apontada por alguns
estudos como sendo muito baixa, sendo considerada uma via pouco importante para
a re-esterificacdo®. Entretanto, ha estudos mostrando que, em certas condi¢des

fisioldgicas, esta via € uma fonte importante de glicerol®®>%%

2.1.5 Diferencas entre depdsitos de tecido adiposo branco

Além de toda complexidade j& observada na maquinaria que envolve a
atividade metabodlica do tecido adiposo branco, € importante lembrar que os
depdsitos de tecido adiposo branco demonstram ter caracteristicas peculiares entre
uma localizacdo anatdbmica e outra, principalmente em relacdo a regulacdo da
atividade lipolitica®. Em estudos realizados em adipdcitos isolados da regido
visceral de humanos, observou-se maior atividade lipolitica em resposta a
estimulacdo adrenérgica do que em células da regido subcutanea®. Evidenciou-se
também que células da regido visceral sdo menos sensiveis aos efeitos anti-
lipoliticos promovidos por agonista de receptor alfa-2 adrenérgico®®. Estudos in vivo,
utilizando a técnica de microdialise, demonstraram que o tecido adiposo epididimal

(visceral) € mais responsivo a lipdlise via estimulagdo beta-adrenérgica do que
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depositos de gordura da regido subcutanea inguinal®. Do mesmo modo, foi
mostrado que a expressao génica e proteica de proteinas lipoliticas tais como ATGL,
HSL e lipogénicas como Acetil-Coenzima-A Carboxilase (ACC1), Acido Graxo
Sintase (FAS) apresentam quantidades distintas entre gorduras das regifes
subcutanea e visceral, e até entre depdsitos com similar localizacdo anatémica
(tecido adiposo mesentérico e retroperitoneal, ambos viscerais)®. Tais evidéncias
sobre as diferencas entre depdsitos de tecido adiposo, sdo importantes pois ajudam
a entender ndo apenas mecanismos envolvidos na fisiologia do tecido adiposo
saudavel, mas seu funcionamento em pacientes acometidos por patologias como,
sindrome de Cushing, obesidade, lipodistrofia dentre outras. Nesses casos, as
alteracbes na expressdo de proteinas, co-ativadores, receptores, enzimas,
disponibilidade de substratos, possivelmente ocorrem levando a modificagcdes dos
processos metabdlicos de mobilizacdo, incorporacao de lipideos e distribuicdo do

tecido adiposo branco, provocando assim um reflexo no organismo como um todo.

2.2 Exercicio fisico e adiposidade

No mundo contemporaneo, sdo varios os fatores que favorecem um estilo de
vida mais sedentario. A grande parte dos trabalhadores realizam suas funcdées em
seus empregos sem muito gasto de energia, 0s avangos tecnolégicos possibilitam
para atividades do dia-a-dia maior conforto com menor gasto energético (carro com
direcéo hidraulica, controle remoto, elevadores, computadores, e outros). O estresse
psicolégico ou fisico da vida moderna devido ao acumulo de tarefas a serem
cumpridas em um so dia reflete-se em falta de tempo para prética de exercicio fisico
regular que, somada a ingestdo de alimentos, com elevado teor calérico e baixo
valor nutritivo, permite que cada vez mais adultos jovens e criangas tornem-se
obesos.

Evidéncias sugerem que grande parte da obesidade é devida principalmente ao
baixo gasto energético e ao alto consumo de alimentos que, associados ao
sedentarismo da vida moderna, parecem constituir o maior fator etiolégico do
crescimento dessa doenca nas sociedades industrializadas®®. Tal sedentarismo é
muitas vezes justificado pela falta de um local adequado para uma pratica regular de
exercicio fisico, pela questéo financeira, e principalmente pela falta de tempo. Hoje,
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em meio a tantas formas de comunicacdo, a comodidade mais do que a falta de
informacdo sobre a importancia do exercicio fisico, parece ser a principal causa da
sua nao pratica.

Como fonte de energia diaria, o organismo faz uso de nutrientes presentes nos
alimentos. Carboidratos, gorduras e proteinas sdo os nutrientes que fornecem a
energia necessaria para manter as atividades organicas em repouso e durante o
exercicio. No exercicio, os principais nutrientes utilizados na obtencdo de energia
sdo as gorduras e carboidratos, pois as proteinas contribuem em menor proporcéo
para a energia total utilizada °"®.

Os carboidratos e lipideos sé@o as principais fontes de energia para o trabalho
muscular, fornecendo 4 e 9 kcal/g, respectivamente. Os lipideos, constituidos
predominantemente por moléculas de TAG, apds a digestdo e absorcdo, sao
reconstituidos na mucosa intestinal e secretados para linfa na forma de
quilomicrons, e entdo transportados para a circulacdo. Os TAG ai contidos sdo
hidrolisados pela lipase de lipoproteinas, dando origem a trés moléculas de acidos
graxos livres (AGL) e uma de glicerol.

A capacidade de armazenamento corporal de energia € muito limitada para os
carboidratos enquanto que, para os lipidios, pode ser mais de cem vezes maior, 0
gue significa que comparativamente pode ser considerada quase ilimitada. Assim, a
maior parte das reservas energéticas no corpo humano é armazenada como TAG no
tecido adiposo®’®®. Exemplificando, adultos magros possuem mais de 80.000 kcal de
energia potencial armazenada como TAG. Essa energia corresponde 40 ou mais
vezes a quantidade de energia armazenada como glicogénio na musculatura
esquelética e no figado. Para usar este recurso abundante de energia, 0s
triacilglicerdis sédo primeiramente hidrolisados, e os acidos graxos resultantes séo
entdo transportados para os tecidos onde serdo oxidados. Consequentemente, 0
uso de triacilglicerdis do tecido adiposo como um combustivel durante o exercicio
exige uma regulacdo, coordenando a lipdlise, a circulacdo sanguinea, e o transporte
dos Acidos graxos até a mitocdndria no musculo esquelético®.

Durante o exercicio de baixa-intensidade (consumo maximo do oxigénio de
25%; VO2max), @ lipdlise no tecido adiposo (medida como a taxa de aparecimento do
glicerol na circulagado) aumenta de duas a quatro vezes em relacao aos valores de
repouso’®’. Ao mesmo tempo, a taxa de re-esterificacdo do &cido graxo diminui,

tendo por resultado uma propor¢cdo maior de &acidos graxos liberados para a
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oxidac&o no musculo esquelético’. A taxa lipolitica permanece relativamente estavel
com o aumento da intensidade do exercicio, mas aumenta progressivamente
durante o prolongamento do exercicio de baixa ou moderada intensidade’. Embora
a taxa lipolitica permaneca relativamente elevada com o aumento da intensidade do
exercicio, a liberacdo de &cidos graxos na circulacdo declina (AGL plasmatico)”.
Isto pode parecer ineficaz, reduzindo a disponibilidade de uma fonte rica de energia
usada como combustivel no momento em que as demandas de energia estao
alcancando o seu maximo, mas durante o exercicio de alta intensidade, os masculos
utilizam predominantemente estoques intramusculares de carboidrato e gordura. De
fato, mesmo quando os lipidios sao infundidos intravenosamente durante exercicios
de alta intensidade, aumentando assim as concentracfes de acidos graxos no
plasma, a taxa de oxidacdo € ainda menor do que aquela encontrada em exercicios
de baixa intensidade .

Percebe-se que o0 sedentarismo contribui com o desequilibrio energético,
fazendo com que o individuo passe a ter armazenamento maior do que a
mobilizacdo energética, induzindo assim aumento na massa adiposa corporal. Além
disso, o individuo sedentario deixa de contar com algumas contribui¢des fisiologicas
que sdo promovidas pelo exercicio, como por exemplo, captacdo de glicose
independente da insulina, a qual envolve mecanismos que culminam em um
aumento da translocacdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica’™

O aumento na atividade fisica é fator importante na melhora das condi¢des
cardiovasculares, respiratérias e emocionais, além de melhorar a composi¢céo

I”°. S3o ainda incluidos como beneficios decorrentes de um

corporal e a saude menta
exercicio fisico regular: diminuicdo da presséao arterial, melhora da capacidade vital,
diminuicdo ou supressao da sensacao de fome, diminuicdo da resisténcia a insulina
além de outros’™®"’.

A melhor maneira de tratar o excesso de adiposidade € mudar o estilo de vida
através da pratica regular de exercicio fisico e da reeducagédo alimentar, para que
assim o gasto supere o consumo energético diario’®. Da mesma maneira que
estudos demonstram relagbes importantes entre exercicio fisico e adiposidade,
também apontam relacdes diretas entre exercicio fisico e sensibilidade a insulina.
Ha menores niveis e maior sensibilidade a insulina em atletas, em comparacéo aos

seus congéneres sedentarios’®.
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No que diz respeito aos mecanismos moleculares responsaveis por uma
melhora da sensibilidade a insulina, uma Unica sesséo de exercicio aumenta tanto a
atividade dependente de insulina como o numero de transportadores de glicose
GLUT-4 na membrana plasmatica’®, bem como o contetido e a atividade do RNA
mensageiro da hexocinase 11*°. Os efeitos do treinamento fisico poderiam ser
explicados em parte pelo efeito residual da Ultima sessé@o de exercicio, mas também
poderiam ser explicados pelo efeito crénico induzido pelo treinamento no niamero de
transportadores de glicose, na proliferacdo capilar e no numero de fibras lla
(oxidativas) que, por sua vez, possuem maior teor de GLUT-4%".

Durante e apds sessbes repetidas de exercicio aerdbio em humanos,
observou-se que, juntamente com o aumento da lipdlise no tecido adiposo, a
insulinemia estava significativamente reduzida e havia um aumento de

catecolaminas, horménio de crescimento (GH) e cortisol®

. A presenca desses
hormdnios contrarreguladores é responsavel por aumentar a disponibilidade de
acidos graxos livres e glicerol, e que uma vez disponibilizados, passam a ser
utilizados como substrato energético pela maioria das células, principalmente as
musculares esqueléticas.

Outros autores atentam também para a influéncia do exercicio na producao da
interleucina-6 (IL-6) e da cinase protéica ativada por AMP (AMPK). A IL-6 € um
horménio que possui acdes pro- e anti-inflamatorias e é sintetizado e secretado em
grandes quantidades por fibras musculares esqueléticas durante o exercicio®®*. A
AMPK desempenha papel importante na regulagdo do metabolismo lipidico. Os
efeitos decorrentes da sua ativacdo sdo aumento na oxidacdo de &cidos graxos e
reducdo da sintese de glicero-lipideos®®. Esses resultados sdo relevantes para a
manutencdo dos estoques de glicogénio muscular nos momentos de recuperacao
gue se seguem ao exercicio, assim como para a reducdo da adiposidade e ainda
aumento da sensibilidade & insulina®.

Apesar das contribui¢cdes atribuidas ao exercicio fisico, em estudos realizados
anteriormente, a dieta hipercaldrica (modelo cafeteria) foi eficiente em causar
obesidade e esteatose hepatica nos animais, sendo que o treinamento fisico
isoladamente nao foi capaz de atenuar todos os danos promovidos por uma dieta de
alto valor calérico, porém mostrou-se um importante atenuador do ganho de peso

em massa adiposa®> .
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2.3 Melatonina e adiposidade

A melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) é sintetizada e secretada pela
glandula pineal em um ritmo circadiano. Ela € sintetizada a partir de reacgfes
localizadas no pinealécito e que convertem primeiramente o triptofano em 5-
hidroxitriptofano (realizada pela enzima triptofano 5-hidroxilase), 5-hidroxitriptofano
em serotonina (realizada por uma descarboxilase inespecifica), serotonina em N-
acetilserotonina (realizada pela enzima aril-alquilamina-N-acetiltranferase - AANAT)
e por ultimo N-acetilserotonina em melatonina (realizada pela enzima hidroxindol - O
- metiltranferase - HIOMT)®’ (figura 2).

Sua secrecdo é dependente da auséncia de fotoperiodo, ou seja, a noite. Em
humanos, o inicio de sua secrecdo ocorre 2 horas antes do horario habitual de
dormir e atinge valores maximos 03:00-04:00 apds adormecer, variando com o
cronotipo do individuo®"®. O tempo de duracéo de sua secrecéo é proporcional &
duracéo do periodo de escurid&o®®%,

Como a melatonina € dependente da auséncia de luz, sua concentracdo
circulante é variavel, uma vez que podemos ter noites mais longas ou mais curtas
dependendo da estacdo do ano®’. Assim sendo é atribuida & glandula pineal a
funcdo de sinalizar ao organismo, por meio da melatonina, se é noite ou dia e
através da duracdo de sua secrecao, qual é a estacdo do ano vigente®.

A melatonina é uma molécula hidro e lipossoluvel, ou seja, no seu conjunto,
anfifilica, e isso |he permite atingir todos os compartimentos do organismo,
acessando sitios nucleares e citosolicos, incluindo a mitocondria, para mediar varios
de seus efeitos®™ "%, O receptor nuclear conhecido para a melatonina é um dos
receptores 6rfaos da familia dos receptores de &cido retinéico do tipo RZR/ROR-a*3,
Alguns dos efeitos atribuidos a essa interacdo esta na expressao da enzima lipo-
oxigenase, de enzimas anti-oxidantes e da sintese de interleucina-2°*. Uma vez na
circulacdo a melatonina possui meia vida de 20 minutos, sendo sua metabolizagéo
realizada principalmente pelo figado.

A melatonina, além de possuir efeitos diretos como antioxidante, também age
nas células através de receptores de membrana especificos de alta afinidade, MT1 e
MT2%. Ambos estdo principalmente acoplados a proteina G, reduzindo assim a
producdo de AMPc. Entretanto, o receptor MT1 também possui afinidade por
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proteina G4, 0 que pode desencadear uma sinalizacdo em cascata que culmina em
um aumento na concentracdo de calcio intracelular e consequente aumento da
atividade da proteina cinase C (PKC)®*. Ambos receptores de alta afinidade s&o

encontrados difusos por todo organismo inclusive no tecido adiposo.

Figura 2 - Regulacédo claro e escuro do reldgio biolégico (ndcleo supraquiasmatico),
producdo de melatonina por pinealdcitos no verao e inverno
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Um elo funcional entre a glandula pineal e o tecido adiposo se tornou mais
evidente apos estudos pioneiros envolvendo adipocitos isolados de tecido adiposo
branco incubados com melatonina. Este estudo mostrou que este hormdnio aumenta
a sensibilidade a insulina medida através de testes de captacéo de glicose®, e que a
pinealectomia leva ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, com reducdo do
contetido e da expressdo génica de GLUT4 neste tecido®. A pinealectomia provoca
resisténcia insulinica e hipercorticosteronemia em todos os horarios estudados ao
longo das 24h do dia, e ainda, provoca uma alteracdo diaria nos parametros

metabolicos dos adipécitos de forma a resultar num quadro de inadequacao entre 0s
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requerimentos energéticos e a capacidade de mobilizad-los de acordo com o ciclo
diario de atividade-repouso’®. Esse mesmo efeito de desorganizacdo ritmica
metabdlica provocada pela pinealectomia foi constatado quando se estudou
resposta secretoéria de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas frente a um estimulo
glicémico™®*.

A glandula pineal, por atuar como um sincronizador interno do metabolismo
energético e como um elo de conexdo entre o0 meio ambiente e 0 organismo do
animal, parece funcionar em conjunto com o tecido adiposo como um grande
sistema da adaptacdo metabdlica aos desafios ambientais e ao estresse’. Mesmo
em animais treinados por 8 semanas, o quadro de resisténcia insulinica provocado
pela pinealectomia persistiu, assim como uma piora geral do quadro metabélico®®.

A melatonina atua também como uma reguladora do peso corporal em um
modelo de obesidade animal, induzido por dieta hiperlipidica, reduzindo a eficiéncia
alimentar de ratos tratados com melatonina durante 3 semanas*®®. Além da reducéo
do peso, o tratamento impediu efeitos secundarios causados pela dieta no
metabolismo, tal como diminuicdo da sensibilidade & insulina'®. Foi demonstrado
ainda que a melatonina ndo tem efeito em ratos com peso corporal normal, mas
altera a massa adiposa de animais com peso elevado pelo envelhecimento®®.

Estudos anteriores demonstraram que a glandula pineal possui um papel muito
importante na regulacdo do metabolismo do adipécito e que sua remocdo causa
uma alteracdo severa na adaptacdo metabdlica durante o treinamento fisico,

influenciando o balanco entre lipogénese e lipdlise!®®1%°,

A glandula pineal é
essencial na adaptacdo do metabolismo dos adipdcitos frente as demandas de
energia criadas pelo treinamento fisico’®. Distintos trabalhos demonstram que a
melatonina tem um papel no gasto energético, no ritmo circadiano da glicemia, na
regulacdo da massa corporal e sobre a secrecdo e acdo da insulina
periférica98,99,100,106.

Ha algumas evidéncias de que a melatonina tenha um efeito inibitério na
lipdlise basal nos ensaios in vitro com adipdcitos isolados de rato'®’'%. Reforcando
esta evidéncia, ja foi demonstrado que a pinealectomia aumenta a resposta lipolitica
do adipécito ao isoproterenol*®.

A administragdo noturna de melatonina a ratos maduros (10 meses de idade)
por periodo prolongado de 12 semanas, melhora a atividade fisica, reduz o peso

corporal e os niveis de insulina e leptina sanguineos sem alterar a quantidade de



Revisdo da Literatura 36

alimento ingerido®. As evidéncias descritas anteriormente sobre a influéncia da
melatonina no ganho de peso e em perfis metabdlicos fazem com que ela seja uma
possivel alternativa na reducdo de adiposidade, embora tenha efeitos inibitorios na
resposta lipolitica basal em adipdcitos isolados.

Conquanto muitos trabalhos evidenciem um efeito positivo do tratamento com
melatonina, outros trabalhos in vivo chamam a atencdo por apontar em outra
direcéo.

Em publicacdo recente, nosso grupo evidenciou um significante hipogonadismo
provocado por um efeito colateral do tratamento de ratos diabéticos com
melatonina’®. Reduces na massa testicular e na concentracdo plasmatica de
testosterona também foram observadas em roedores tratados com melatonina™*®.

O hipotalamo, a hipdéfise e os testiculos integram o eixo responsavel pela
secrecdo adequada de esteroides androgénicos, assim como de uma
espermatogénese normal. Os componentes enddcrinos do sistema reprodutor
masculino sédo integrados por meio de uma regulacdo enddcrina classica, as alcas
de retroalimentacdo’. O hipotdlamo secreta GnRH, que estimula a producdo das
gonadotrofinas (hormonio luteinizante - LH e hormdnio foliculo estimulante - FSH). O
FSH age nos testiculos, nas células de Sertoli, estimulando o desenvolvimento de
células germinativas presentes. Ja o LH estimula a producéo de testosterona pelas
células de Leydig. A testosterona além de estimular a producao de espermatozoides
e promover a virilizacéo, regula a secrecdo de GnRH pelo hipotdlamo através do
mecanismo de retroalimentacéo’'’. Assim sendo, o hipogonadismo é caracterizado
por um comprometimento da funcéo testicular que pode afetar a espermatogénese
assim como a sintese de testosterona, resultante de um disturbio primario (testicular)
ou secundario (eixo hipotalamo-hipéfise)***.

Em seu trabalho, Wolden-Hanson (2000), mostrou que animais de "meia-idade”
tratados com melatonina apresentaram uma reducdo da massa magra quando
comparados aos controles'®. Recentemente foi sugerido, uma relacdo entre a
melatonina e o aumento da expressdo e liberagdo de um hormdnio inibitério de

112

gonadotrofinas (GnIH)™"“, o que pode explicar as observa¢des dos trabalhos citados

anteriormente.
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3 JUSTIFICATIVA

Diante aos fatos relatados anteriormente, onde procuramos mostrar o
processo metabdlico lipolitico, e as repercussfes do exercicio fisico e da melatonina
no organismo, principalmente na composicao corporal, entendemos que € de grande
importancia a investigacdo da acdo conjunta dessas intervencdes sobre o tecido
adiposo, uma vez que, existem fortes evidéncias da acdo de ambos, na reducdo do
peso corporal e da adiposidade, além de possiveis efeitos gonadicos atribuidos a
melatonina. Dessa maneira faz-se necessario uma melhor compreensdo da
influéncia do exercicio fisico e da suplementacdo com melatonina, sobre aspectos
importantes como perfis morfofisiolégicos de regibes adiposas distintas, funcéo
testicular, controle glicémico e insulinémico assim como perfis hormonais e

lipoproteicos.
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4 OBJETIVO

Os objetivos foram os de averiguar se o0 treinamento fisico somado a
suplementacdo com melatonina modifica a adiposidade dos animais, com énfase
na regulacdo da atividade lipolitica nos tecidos adiposos, localizados nas regifes
subcutédnea inguinal e retroperitoneal, além de avaliar os possiveis efeitos

antigonadotroéficos decorrentes do tratamento com melatonina.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal e passaram por aprovacdo da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (protocolo n°009).

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (7 semanas de idade) fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
Foram acondicionados em caixas coletiva de polipropileno (46x24x20 cm com 1
animal/caixa), sob condi¢cdes de temperatura ambiental controlada de 25 + 2 °C,
ciclo invertido de iluminacéo escuro/claro 12/12 h (periodo claro iniciando as 18 h) e

exaustao de amobnia controlada.

5.2 Procedimentos experimentais

Foram selecionados 20 animais (11 semanas de idade) que apresentavam
capacidade para correr em esteira ergométrica. Estes foram divididos em 4 grupos
(n=5), sedentario controle (SC), sedentario melatonina (SM), treinado controle (TC) e
treinado melatonina (TM). Todos foram alimentados com dieta padrdao (Nuvilab).
Realizamos o protocolo de intervencdo com o treinamento fisico e/ou tratamento

com melatonina por 8 semanas.

5.3 Tratamento com melatonina

A suplementacdo com melatonina (Sigma-Aldrich) foi realizada na agua de
beber (melatonina dissolvida em etanol 0,04 % e diluida na agua de beber na dose
de 0,2 mg/Kg/dia), a melatonina era preparada duas vezes por semana'®'%3 0
consumo alimentar e hidrico foram acompanhados 2 vezes/semana e a evolucdo do

peso dos animais 1 vez/semana. O treinamento fisico e a suplementagdo com
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melatonina iniciaram no periodo das 11 semanas de vida dos animais e tiveram

duracéo de 8 semanas (Figura 3).

Figura 3 - Desenho Experimental
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5.4 Programa de treinamento fisico

O exercicio fisico consistiu de corridas em esteira ergométrica (Inbrasport®
Porto Alegre, RS, Brasil), com velocidade programéavel e adaptada com 10 raias
para o treinamento de 10 animais simultaneamente. As raias sdo de acrilico
transparente, pintadas em sua extremidade dianteira de preto, criando um ambiente
para o qual os ratos sdo atraidos durante as sessdes de treinamento. Esta
adaptacao facilita o treinamento dos ratos sem a necessidade de uso de choques
elétricos. Foram realizados entre e 9:00 e 12:00 horas (as sessdes de treinamento
ocorreram na fase noturna do ciclo dia/noite, horario em que a espécie é
habitualmente mais ativa), por um periodo de 8 semanas, precedida por um periodo
de selecdo-adaptacdo. No periodo de selecdo-adaptacdo os animais foram

selecionados por sua habilidade de andar/correr a velocidades variando entre 0,3 a
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0,6 km/h em esteira, por cerca de 10 a 15 minutos por dia. Os animais considerados
inaptos a andar ou correr na esteira foram excluidos sendo que apenas os ativos
foram utilizados neste experimento.

Testes de esforco foram realizados ao final da adaptacéo (fase inicial), no meio
e no fim do periodo experimental. O teste consistiu de incrementos de velocidade de
0,3 km/h a cada 3 minutos iniciando-se com 0,3 km/h até o ponto em que o animal
se recusou a correr. Os resultados foram utilizados para calculo da velocidade media
de "endurance" no grupo treinado (50-60 % da capacidade maxima).

Os ratos do grupo treinado foram submetidos a um protocolo de treinamento
que consiste de um programa de exercicio até 1 hora/dia, 5 dias/semana, iniciando-
se com tempos curtos e velocidades baixas que gradativamente aumentam até se
atingir a intensidade estabelecida (50-60 % da capacidade/velocidade méaxima)(ver
Anexo A). Na quarta e oitava semanas, foram realizados novos testes de esforgo
maximo para ajustar a intensidade do treinamento e para se aferir a melhora da
capacidade fisica do animal, respectivamente. A intensidade de treinamento foi
aumentada gradualmente pela combinacéo da velocidade e da duracéo (a inclinagcéo
da esteira foi mantida a 0 °).

Os ratos alocados ao grupo sedentario foram mantidos sedentéarios por igual
periodo de tempo. Estes também realizaram testes de capacidade maxima no
mesmo periodo que os treinados.

O protocolo de treinamento que foi utilizado foi adaptado de acordo com
Negrdo et al.'' e estabelecido por Dufloth et al.'® e consistiu de corridas 5
vezes/semana com variacbes de duragcdo, correspondendo 15 a 60 minutos de

treinamento, e de intensidade corrigida por meio de teste de exaustao.

5.5 Avaliacbes pré e pos eutanasia

Para avaliar se o treinamento e/ou o tratamento com melatonina modificou a
adiposidade assim como a atividade lipolitica, foram realizados procedimentos
guantitativos pré e pos a eutanasia dos animais.

No decorrer das oito semanas do protocolo experimental, foi realizado o
acompanhamento da evolucao do peso corporal assim como de ingestéo alimentar e

hidrica. Ap6s as oito semanas, os grupos foram submetidos a jejum de 15 h,
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posteriormente anestesiados (Tiopentax - 4 mg/100 g p.c. i.p.) e sacrificados por
decapitacdo. Foi coletado sangue e posteriormente realizadas as determinacdes
bioquimicas (Glicemia, AGL, TAG, colesterol total e fracdes) e hormonais (insulina,
leptina, adiponectina). Foram coletados, também para a pesagem e/ou estocagem
em freezer -80 °C, os musculos soleus (fibras de contracéo lenta) e extensor digital
longo (EDL - fibras de contracéo rapida), epididimo, vesicula seminal, testiculos e
canal deferente. Para a retirada dos tecidos, foi realizada a laparotomia mediana e,
em seguida, removidos e pesados os tecidos adiposos retroperitoneal (RP),
subcutaneo da regido inguinal (SUB), periepididimal (PE) e mesentérico (MS).

Uma parte dos coxins de gordura RP e SUB foi retirada para isolamento e
determinacao do diametro e numero de adipdcitos, assim como para a avaliacdo da
sensibilidade lipolitica in vitro, através da curva dose resposta com isoproterenol e
incorporacao de glicose em lipideos. Uma segunda parte dos coxins foi armazenada
em freezer -80 °C e posteriormente avaliada a expressdo génica de enzimas,
receptores e proteinas lipoliticas (Receptores Adrenérgicos Beta 1, 2, 3 e Alfa -2a;
Aquaporina 7; Perilipina, HSL, FABP4).

Os musculos soleus e EDL foram rapidamente retirados e pesados em balanca
analitica para a obtencao do peso umido. Em seguida, as amostras foram colocadas
em estufa de secagem na temperatura de 37 °C durante 3 dias para a desidratacao
dos mesmos. Posteriormente, os musculos foram pesados novamente em balanca
analitica. Ambos valores do peso umido e seco foram divididos pelo comprimento da

tibia do animal para normalizacao e avaliacdo do peso muscular.

5.6 Experimentos “in vitro”

5.6.1 Isolamento dos adipdcitos e analise morfométrica

Os adipécitos foram isolados mediante a técnica de digestdo do tecido pela

colagenase, descrita por Rodbell (1964)*°

, com algumas modificacdes para adaptar
o meétodo as condi¢cbes laboratoriais para realizacdo do estudo. Em resumo, 0s
coxins gordurosos retroperitoneal e subcutaneo foram retirados, picados em
fragmentos e incubados em tampéao digestivo (DMEM/HEPES 20 mM/BSA 4 %,

colagenase Il — Sigma-Aldrich - 1,0 mg/ml, pH=7,40) por cerca de 2 horas a 37 °C
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em banho-maria com agitacdo orbital (150 rpm). Em seguida, as amostras foram
filtradas em peneira plastica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos nao
digeridos) e lavada por trés vezes com 25 ml de tampao EARLE/HEPES 20 mM/BSA
1 %, piruvato de soédio 1 mM, sem glicose, pH 7,4 e mantido a 37 °C (tampéao EHB).
Apés a terceira lavagem a concentragdo foi ajustada para 80 % (lipocrito de 80 %,
m:v). Para andlise morfométrica, aliquotas de suspensao celular foram fotografadas
em microscopio optico acoplado a camera digital 1.3 MP (Moticam 1000 - MOTIC).
Foi utilizado o programa Motic-Images Plus 2.0 para medi¢cdo da area transversal
celular, da qual se obteve o raio celular médio (foram medidas 80
células/animal/tecido). A partir deste valor, assumindo-se que o adipdcito isolado é
esférico, foi calculado o volume e a area de superficie celular média de acordo com

as formulas proposta por Fine & Girolamo (1997)**’.

5.6.2 Teste de Avaliacdo da Sensibilidade Lipolitica Frente a Estimulo com

Isoproterenol

No teste foram pipetados 20 uL da suspensédo celular (80 %) em tampao
Earle/Hepes 20 mM/BSA 1 % com glicose 5 mM, pH 7,4 na presenca ou auséncia
de isoproterenol (agente lipolitico). As células foram previamente tratadas por 30 min
com adenosina (0,2 uM). Em seguida, foi acrescentada adenosina deaminase (20
mU/mL) juntamente com isoproterenol. A adenosina deaminase possibilita a
degradacdo da adenosina, pois esta tem acdo anti-lipolitica e pode mascarar os
resultados. O isoproterenol foi adicionado em concentracdes crescentes (10%? a
5x10° M) e o tempo de incubacdo foi de 30 min a 37 °C. Ao final, a mistura de
incubacgéo (volume total= 200 uL) foi centrifugada em microcentrifuga refrigerada a 4
°C por 5 min a 7000 rpm. Aliquotas (120 ulL) do infranadante foram coletadas para a
determinacdo da concentracdo de glicerol liberado pelas células (método
enzimatico-colorimétrico) pelo Kit de Determinag&o de Glicerol Livre (Sigma-Aldrich)
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5.6.3 Teste de Incorporacdo de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em Adipdcitos

Isolados

Adipdcitos (conc. final 30-40 %) em tampdo Krebs/Ringer/Fosfato/BSA 1 %
/glicose 1 mM, pH=7,4 a 37 °C, saturado de uma mistura gasosa de carbogénio 5 %,
foram pipetados em tubos de ensaio de polipropileno 17x100 mm contendo D-[U-
4C]-glicose (0,05 uCi/tubo), com ou sem insulina (10 nM). Estes tubos foram
vedados com um recipiente plastico emborcado no banho. A seguir, o recipiente foi
enriquecidos de uma atmosfera com 95 % de O, 5 % de CO, e incubados por 120
minutos em banho-maria a 37 °C.

Em seguida, foi realizada a extracao dos lipides mediante a adicdo de 2,5 mL
de reativo de DOLE (isopropanol:n-heptano:H,SO,4 8N, 4:1:0.25 v:v:v) no meio de
incubacdo'*®. Foram adicionados 1,5 mL de n-heptano e 1,5 mL de &gua deionizada.
ApOs a agitacdo em vortex, deixou-se a mistura decantar e aliquotas de 0,5 mL da
fase superior (contendo os lipideos extraidos no n-heptano) foram transferidas para
flaconetes contendo 2,5 mL de coquetel de cintilagdo biodegradavel (EcoLume™,
ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) para contagem da radioatividade beta

incorporada*®*°. Os resultados foram expressos em nmol.10° células. h™.

5.7 Determinac¢des Bioguimicas e Hormonais

5.7.1 Glicose, Triacilglicerol (TAG), Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c),
Colesterol Total, Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL-c) e Lipoproteina de
Muito Baixa Densidade (VLDL-c)

A concentracdo seérica de glicose foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose-oxidase descrito por LOTT et al*?°. O ensaio foi realizado
utilizando o kit Glicose Enzimatico (Glicose liquiform - referéncia 133-1 - LABTEST).

O TAG foi determinado pelo método enzimatico. Para este ensaio foi utilizado o
kit Triglicerideos (Triglicérides liquiform - referéncia 87-2/ 100 - LABTEST).

Para a determinacdo do HDL-c foi utilizado o kit HDL Colesterol Precipitante
(Colesterol HDL liquiform - referéncia 13-50 - LABTEST).
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O Colesterol Total foi determinado pelo método enzimatico. Para este ensaio
foi utilizado o kit Colesterol (Colesterol liquiform - referéncia 76-2 / 100 - LABTEST).
As concentracfes de LDL-c e VLDL-c foram calculadas através da equacao de

Friedewald, como segue a seguir:

e VLDL-c=TAG/5
e LDL-c = Colesterol Total - (HDL-c + VLDL-c)

5.7.2 Insulina, Leptina e Adiponectina

Foram utilizadas técnicas de radioimunoensaio. As concentracdes séricas de
insulina, leptina, adiponectina foram determinadas usando kits comerciais
especificos para rato. Insulina (kit RI-13K, Millipore Corporation, St Charles, MO,
EUA):sensibilidade de 0,0329 ng/dL. Leptina (kit RL-83K, Millipore Corporation):
sensibilidade de 0,639 ng/dL. Adiponectina ( kit MADP-60HK, Millipore Corporation):
sensibilidade de 1 ng/dL.

5.7.3 Avaliacdo da Sensibilidade Insulinica periférica pelo Modelo de Analise
Homeostatica (HOMAR) ***

Calculado a partir da férmula: glicemia* (mmao/l) x insulinemia* (uU/ml)/22,5.
*valores em jejum

5.8 Analise da expressdo génica por reacdo em cadeia da polimerase

guantitativo — gPCR

5.8.1 Extracdo de RNA total

Amostras de 200 mg dos tecidos adiposos SUB e RP foram homogeneizadas
em Polytron (PT 3100, Kinematica AG) por 30 segundos com trizol (Trizol Reagent®,
Invitrogen, Life Technologies, PA, EUA), na propor¢édo de 1 mL para cada 100 mg de
amostra, seguindo-se as especificacdes do fabricante. A seguir, o0s homogenatos
foram aliquotados em tubos de 1 mL e armazenados a -80 °C para posterior
extracao.

Na etapa da extracdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos em

temperatura ambiente (15-25 °C) para permitir a completa dissolu¢céo dos complexos
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nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 ml de cloroférmio foram adicionados aos tubos,
agitando-se vigorosamente em vortex, por 15 segundos, com posterior incubacao a
temperatura ambiente por 3 minutos. A mistura foi centrifugada a 1200 g por 15
minutos a 4 °C, e ao final foram formadas 3 fases. A fase aquosa superior, contendo
RNA, foi transferida para outro tubo e a purificacdo do RNA foi feita por coluna,
seguindo o protocolo do kit manufaturado PureLink RNA Mini kit® (Cat. No. 12183-
018 A, Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, 92008, USA).

O RNA total foi quantificado em leitura espectrofotométrica em Nanodrop 2000
(Nano-drop Technologies, Wilmington, DE) a 260 nm. Para andlise da pureza do
RNA, adotou-se o célculo da razdo do valor da absorbancia a 260 nm pelo valor da
absorbancia a 280 nm (comprimento de onda definido para leitura de proteinas),
onde se estipula como razéo ideal para aceitacdo da amostra o intervalo entre 1,6-
2,0. Aliquotas de 1 uL de amostras contendo 2 ug de RNA total diluido em &gua
DEPC foram armazenadas a -80 °C.

5.8.2 Sintese de cDNA por transcri¢ao reversa

Na etapa inicial, dilui-se a DNAse, pipetou-se 1 uL de tampédo de DNAse (10x)
e 2 uL da enzima DNAse (1 U/1 uL) e 7 uL H,0O RNAse Free. Na etapa seguinte. foi
pipetado em tubos 0,32 uL da DNAse diluida, 1,68 uL MgCI2 (50mM), 2 ug de RNA
total completando-os para 20 uL com H,O RNAse Free. A mistura foi incubada a 37
°C por 30 minutos seguidos de 10 minutos a 75 °C e posteriormente colocada em
gelo. Isto foi feito com a finalidade de evitar uma possivel amplificagdo de DNA
genbmico, que pode contaminar o RNA extraido. Na etapa seguinte (sintese de
DNA), pipetou-se nos tubos contendo 20 uL de amostra tratada com DNAse 10 uL
de Randon Primer [0,75 ug/uL], 20 uL de mistura de dNTPs 10 mM, 20 uL tampéao
da enzima transcriptase reversa (5x), 10 uL de ditiotreitol DTT 0,1 M, 1uL da ezima
transcriptase reversa (Superscript® Ill, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) e 19 uL de
H>O RNAse Free tendo assim um volume final de 100 uL. Os tubos foram incubados
a 25 °C por 10 minutos, 55 °C por 50 minutos e 70 °C por 15min. As incubacdes
foram realizadas em termociclador (Eppendorf®, Hamburg, HH, Alemanha). O
material obtido (cDNA) foi entdo mantido em freezer a -20 °C até a realizagdo da

proxima etapa — amplificacdo por PCR.
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5.8.3 PCR quantitativo (real time)

Aliguotas de 2 uL de amostra de cDNA (40 ng) obtidas a partir da reacdo de RT
foram adicionadas a um mix contendo 2,65 uL de dgua DEPC autoclavada, 0,5 uL
de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, cédigo do produto:
4304437, S&o Paulo, SP, Brasil), 0,35 uL de TagMan® Gene Expression Assay Mix
20x (para rato e especifico para cada gene) contendo os dois primers para PCR e
uma sonda MGB TagMan® marcada com FAM e um mix preformulado na
concentragdo de 20x, na concentracao final 1x de 250 nM de sonda e 900 nM de
cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits invetoriados utilizados com seus
respectivos numeros de catdlogo). As reacdes de PCR foram realizadas em
aparelho StepOnePlus® Real Time PCR System (Applied Biosystems). A reacéo de
PCR inicia-se com um periodo de 2 minutos para ativacdo da AmpErase® UNG
seguida de 10 minutos a 95 °C para a ativacdo da AmpliTaq Gold® DNA Polymerase.
Essa fase s6 ocorre no primeiro ciclo de reacdo. As etapas seguintes envolvem
desnaturacao da fita de cDNA a temperatura de 95 °C por 15 segundos, seguida da
fase de anelamento do primer e extenséo da fita por 1 minuto na temperatura de 60
°C. Essas 2 fases se repetiram a cada ciclo por 40 ciclos.

A analise da expressao génica foi realizada por quantificacdo relativa pelo

método de CT comparativo (AACy).

5.8.4 Quantificacao relativa — Método de CT comparativo (AACT)

Para a quantificacdo da expressdo génica foi utilizado o método de
quantificacdo relativa, utilizando um gene constitutivo como referéncia. A seguinte

férmula foi usada para calcular a quantidade relativa do gene alvo:

ACt = Cy(alvo) — Cy(constitutivo)
AACt = ACr(amostra) - ACr(média controle)
Quantidade relativa = 2 22¢T

Normalizagdo = 2" 24€T (amostra) / 2" 22°T (média controle)
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Tabela 1 - Lista de Kkits invetoriados (Applied Biosystems, TagMan® Gene
Expression Assay Mix 20x)

Gene Sigla de catalogo N° de catalogo
Lipase Sensivel a Hormonio Lipe Rn_00563444 ml
Perilipina-1 Plinl Rn_00558672_m1
Receptor Adrenérgico Beta-1 Adrbl Rn_00824536_s1
Receptor Adrenérgico Beta-2 Adrb2 Rn_00560650_s1
Receptor Adrenérgico Beta-3 Adrb3 Rn_00565393 _m1l
Receptor Adrenérgico Alfa-2a Adra2a Rn_00562488 sl
Aquaporina-7 Aqp7 Rn_01764624 gl
Proteina de Ligacdo de Acidos Graxos-4 FABP4 Rn_04219585 m1l
Beta-2 Microblobulina B2m Rn_00560865 m1
Beta Actina Actb Rn_00667869 _m1l

FONTE: http://www.appliedbiosystems.com.br

5.8.5 Selec¢do de controladores enddgenos (housekeeping genes)

Realizou-se reacdes de qPCR para cada possivel controle endégeno: Beta-
Actina (Actb) e Beta-2 Microblobulina (B2m), utilizando-se amostras dos animais
submetidos ao protocolo experimental da pesquisa. As amostras de controle
endégeno com menor variacdo para o protocolo experimental da pesquisa nesses

tecidos e para esse modelo experimental, foi o B2m.

5.9 Tratamento Estatistico dos Dados

O teste ANOVA Two Way foi utilizado para avaliar a existéncia de diferencas
entre os grupos (SC, SM, TC e TM). Para andlise da evolucéo de peso, consumo e
estado de condicionamento fisico (teste de esforco maximo), foi utilizado ANOVA
Three Way com uma medida repetida. O teste Bonferroni foi empregado como pos-
teste, com o intuito de comparar diferencas entre os grupos. Para analise de
correlagcao, foi empregado o teste de Person. Os resultados foram expressos como

média + erro padrdo da média (EPM), o grau de significancia adotado foi de 5 % (p <



Materiais e Métodos 49

0,05). As andlises foram feitas a partir do software Sigma Plot para windows versao
10.0 (Systat Software, Alemanha, 2006) e GraphPad Prism para windows versédo 5.0
(GraphPad SoftwareSan Diego California USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal

Em relagdo ao peso corporal, os animais tratados e/ou treinados, apresentaram
reducdo significativa (figura 4 e tabela B.1), sendo evidenciado no ganho de peso
total (figura 5 e tabela B.2). Sedentéario controle (SC), sedentario melatonina (SM),

treinado controle (TC) e treinado melatonina (TM).

Figura 4 - Curva de Peso Corporal
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Valores expressos em gramas representam a média + EPM (n=4-5). (*) SC vs demais grupos (#) TM
vs. SC ou TC (p<0,05).

Figura 5 - Ganho de Peso Corporal
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Valores expressos em gramas representam a média + EPM (n=4-5). (*) vs. demais grupos (#) vs. SC
(&) vs. SC (p<0,05).
FONTE: (Proenca, 2013).
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6.2 Consumo
Todos os grupos ao longo das 8 semanas, apresentaram uma ingestéo

alimentar similar, sendo que somente na ultima semana foi observado diferenca

estatistica (figura 6 e tabela B.3 e 4) entre grupos treinados (T) e sedentarios (S).

Figura 6 - Ingestédo Alimentar
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Em A os dados representam o valor absoluto da ingestéo por dia. Em B os dados foram normalizados
por 100g de peso corporal. Valores expressos em gramas representam a média + EPM (n=4-5).
(*) vs. S (p<0,05).

O consumo hidrico nas semanas 2, 3 e 6 apresentaram diferenca significativa
entre os grupos tratados com melatonina (M) e ndo tratados (C) (figura 7 e tabela
B.5).

Figura 7 - Consumo Hidrico
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Valores expressos em mL representam a média + EPM (n=4-5). (*) vs. C (p<0,05).
FONTE: (Proenca, 2013).
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6.3 Treinamento Fisico

A eficacia do treinamento fisico foi avaliada através de testes de esforco
maximo. O teste de esforco maximo foi realizado em esteira ergométrica no inicio,
meio e fim dos protocolos, sendo representada como tempo méaximo atingido
durante o teste (em segundos). A figura 8 (tabela B.6) demonstra que, ao inicio dos
protocolos (semana zero), 0s animais tanto os dos grupos treinados quanto os dos
sedentarios apresentavam mesma capacidade fisica. Observa-se um aumento
significativo no tempo maximo alcancado pelos ratos treinados na 42 e 82 semana
em comparagdo aos que se mantiveram sedentarios. Esse resultado nos indica que
o treinamento fisico aerdbio de baixa intensidade (50-60 % da capacidade maxima)
aumentou em até 100 % a capacidade fisica dos grupos treinados em relacdo aos
grupos sedentarios. Houve uma melhora significativa no desempenho dos animais
dos grupos treinados quando se comparam as semanas inicial e final do

treinamento, independentemente da comparacdo com os sedentarios.

Figura 8 - Teste de Esforco Maximo
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Tempo méximo alcangado durante o teste de esfor¢o realizado no inicio, na quarta e oitava semanas,

nos ratos sedentarios e treinados. Valores expressos em (segundos) correspondem a média + EPM
(n=4-5). (*) vs. S (Q) vs semana 0° (p<0,05).
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6.4 Coxins Adiposos

Apés a eutanasia dos animais, as gorduras — SUB, MS, PE e RP — foram
retiradas e pesadas. O grupo TM apresentou reducéo significativa apenas no coxim
de gordura RP (figura 9A e tabela B.7). No entanto, observamos uma reducdo no
peso total de todos os coxins (figura 9B e tabela B.7). De maneira curiosa, 0 grupo
SC apesar de ter tido um peso corporal final maior, isso n&do se refletiu no peso dos
coxins adiposos.

Figura 9 - A - Coxins Adiposos (SUB, MS, PE e RP). B - Coxim Adiposo Total
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Valores expressos em (g / 100g de peso corporal). As barras representam as médias + EPM). Em A
os dados foram agrupados de maneira a demonstrar o peso dos coxins adiposos das regides SUB,
MS, PE e RP dos grupos SC, SM, TC e TM, normalizados por 100g de peso corporal (n=4-5). (*) vs.
TC ou SM (#) vs. SC (p<0,05). Em B os dados representam a soma de todos os coxins, normalizados
por 100g de peso corporal (*) vs. TC ou SM (p<0,05).

Depois de isolados, os adipdcitos tiveram o diametro mensurado. O grupo TM
apresentou significativamente adipécitos menores nas regibes SUB e RP
comparados aos demais grupos (figuras 10 e 11 e tabela B.8). Por meio de uma
estimativa da quantidade de adipdcitos presentes nos coxins SUB e RP, foi
observado que o0s animais tratados com melatonina (M) apresentaram maior
guantidade de adipdcitos no tecido SUB quando comparados aos controle (C) (figura
12 e tabela B.9).
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Figura 10 - Didmetro dos Adipdcitos Isolados (SUB e RP)
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Foram determinados os diametros médios de adipécitos isolados dos coxins SUB e RP. As barras
representam média + EPM. Valores expressos em pym (n=4-5). (*) vs. demais grupos (p<0,05).

Figura 11 - Microfotografia dos Adipdcitos Isolados
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Imagens representativas do didmetro médio dos adipécitos de dos tecidos SUB e RP dos respectivos
grupos (SC;SM;TC e TM).
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Figura 12 - A - Numero de Adipdcitos no tecido SUB
B - Numero de Adipdcitos no tecido RP
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Comparacado do numero estimado de adipécitos presentes em cada tecido, medida expressa em
milhdes de células. As barras representam a média + EPM dos grupos, (n=4-5). (*) vs C (p<0,05).
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6.5 Estruturas Reprodutoras

As estruturas reprodutoras (testiculo, epididimo, canal deferente, e vesicula

seminal) foram retiradas e pesadas. Os animais que foram tratados com melatonina

(M) apresentaram reduc¢des significativas dos epididimos e vesiculas seminais

(figuras 13 e 14 e tabela B.10). Na figura 13 € possivel observar que o tratamento

com melatonina promoveu uma hipotrofia principalmente na vesicula seminal.

Figura 13 - Estruturas reprodutoras. A - Testiculo direito. B - Testiculo esquerdo.

C - Epididimo. D - Canal deferente. E - Vesicula seminal.
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As estruturas foram extraidas e pesadas. Valores representam a média + EPM e expressos em

gramas (n=4-5). (*) vs. C (p<0,05).
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Figura 14 - Imagem das Estruturas Reprodutoras
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Grupos: SC — Sedentario Controle; SM — Sedentério Melatonina; TC — Treinado Controle e TM —
Treinado Melatonina.
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6.6 Masculo Esquelético

Os musculos soleo e o extensor digital longo (EDL) foram removidos e pesados
apos o sacrificio. Posteriormente, foram colocados em estufa para desidratacdo e
novamente pesados. Observamos que 0S animais tratados com melatonina
apresentaram peso seco e umido do EDL menor, comparado aos animais controle
(figura 15 e tabela B.11). Em relacdo ao musculo sdéleo, ndo foram observadas

diferencas (figura 16 e tabela B.11).

Figura 15 - A - Peso Uumido do musculo EDL. B - Peso seco do musculo EDL
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Valores representam a média + EPM e expressos em gramas (n=4-5). Em A é demonstrado o peso
Umido do EDL normalizado pelo comprimento da tibia. Em B é demonstrado o peso seco do EDL
normalizado pelo comprimento da tibia (*) vs. C (a) vs. SC (p<0,05).

Figura 16 - A - Peso umido do m. soleus. B - Peso seco do m. soleus
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Valores representam a média + EPM e expressos em gramas (n=4-5). Em A é demonstrado o peso
Umido do séleo normalizado pelo comprimento da tibia. Em B é demonstrado o peso seco do EDL
normalizado pelo comprimento da tibia. N&o foram constatadas diferengas significativas.
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6.7 Determinagdes Bioquimicas e Hormonais

6.7.1 Glicose, Insulina

A figuras 17 (tabela B.12) mostra que 0s animais tratados com melatonina
apresentaram menor concentracdo de glicose plasmatica em jejum. A insulinemia,
apesar de apresentar-se reduzida nos animais tratados com melatonina, ndo se
mostrou significativamente diferente (figura 18 e tabela B.13). No entanto, utilizando
o indice HOMA-IR, verificamos uma possivel influéncia da melatonina sobre o
controle da homeostase glicidica pela insulina (figura 19 e tabela B.14). O resultado
do HOMA-IR indicou que os animais tratados com melatonina apresentavam uma
melhor resposta a insulina.

Figura 17 - Glicose Plasmatica
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média + EPM ( n=4-5). (*) vs. C (p<0,05).

Figura 18 - Insulina Plasmatica
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Valores expressos em [ng/mL] representam a média £+ EPM (n=4-5). Ndo foram constatadas
diferencas significativas.
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Figura 19 - HOMA-IR
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Valores e expressos em [(glicose/insulina) x 107 representam a média + EPM (n=4-5). (*) vs. C
(p<0,05).
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6.7.2 Colesterolemia

Em relacdo a colesterolemia (colesterol total, HDL-c, LDL-c e VLDL-c), os

animais apresentaram diferenca somente na concentracdo estimada de VLDL-c

entre os animais treinados (T) vs sedentérios (S) (figura 23 e tabela B.15), sendo

gue os animais treinados apresentaram valores reduzidos com relacdo aos grupos

sedentarios.

Figura 20 - Colesterol Total
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média = EPM ( n=4-5). N&o foram constatadas

diferencgas significativas.

Figura 21 - HDL-c
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Figura 22 - LDL-c
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média + EPM (n=4-5). Nao foram constatadas
diferencgas significativas.

Figura 23 - VLDL-c
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média + EPM (n=4-5). (*) vs. S (p<0,05).
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6.7.3 Trigliceridemia

O metabolismo TAG encontrava-se alterado nos grupos estudados. A figura 24
(tabela B.16) mostra que a concentracao sérica de TAG, estava reduzida nos grupos
submetidos ao treinamento fisico, e que a melatonina ndo provocou alteracbes

nesse parametro.

Figura 24 - TAG
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média + EPM (n=4-5). (*) vs. S (p<0,05).



Resultados 64

6.7.4 Leptina e adiponectina

Em relacdo a concentracdo das adipocinas - leptina e adiponectina, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (figuras 25 e 28 e tabelas B.17
e 18). Entretanto, os animais que treinaram e foram tratados com melatonina,
apresentaram valores de leptina que tenderam a ser mais reduzidos. Utilizando um
teste de correlacdo, observamos que ha uma correlacéo positiva entre diametro dos

adipdcitos ou peso do coxim total com a concentracéo de leptina (figuras 26 e 27).

Figura 25 - Leptina
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Valores expressos em [ng/mL] representam a média + EPM (n=4-5). Nao foram constatadas
diferencgas significativas.

Figura 26 - A - Correlacdo entre Leptinemia e Diametro Adipécitos do Tecido SUB.
B - Correlacdo entre Leptinemia e Diametro Adipécitos do Tecido RP
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As marcagfes nos gréaficos (circulos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada
animal. Em A e B eixo y = diametro adipdcitos (um) e no eixo x = concentragao leptina plasmatica
(ng/mL) n=18 (p<0,05).
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Figura 27 - Correlacdo entre Leptinemia e Peso do Coxim Adiposo Total
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As marcacgdes no grafico (circulos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada
animal. No eixo y = peso coxim adiposo total (g)/100g de peso corporal e no eixo x = concentracao
leptina plasmatica (ng/mL) n=18 (p<0,05).

Figura 28 - Adiponectina
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6.7.5 Testosteronemia

A dosagem de testosterona plasmatica corrobora com a hipotrofia encontrada
nas estruturas reprodutoras dos animais mostradas anteriormente nas figuras 13 e
14. Isso evidencia o efeito da suplementacdo com melatonina no eixo reprodutor,
mesmo que em baixa concentracédo (figura 29 e tabela B.19). Para confirmar tal
relacdo, realizamos testes de correlacdo entre concentracdo de testosterona e peso
da vesicula seminal ou peso do epididimo, que apontaram uma correlacdo positiva
(figura 30). Além disso, realizamos também testes de correlagdo entre a
concentracdo de testosterona e o peso do musculo EDL, e entre o peso do musculo
EDL e o peso da vesicula seminal, ambos apresentaram correlacao positiva (figura
31).

Figura 29 - Testosterona
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Valores expressos em [ng/dL] representam a média + EPM ( n=4-5). Os grupos SM e TM
apresentaram valores nao detectaveis (N/d).
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Figura 30 - A - Correlacéo entre Testosterona e Vesicula Seminal.
B - Correlagéo entre Testosterona e Epididimo
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As marcagdes nos gréaficos (circulos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada
animal. Em A eixo y = peso vesicula seminal (g) e no eixo x = concentracéo testosterona plasmatica
(ng/dL). Em B eixo y = peso epididimo (g) e no eixo x = concentracao testosterona plasmética (ng/dL)
n=18 (p<0,05).

Figura 31 - A - Correlagdo entre peso do musculo EDL e testosterona
B - Correlacéo entre peso do musculo EDL e peso da vesicula seminal
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As marcagdes nos gréficos (circulos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada
animal. Em A eixo y = peso EDL (g) e no eixo x = concentragdo testosterona plasmatica (ng/dL). Em
B eixo y = peso EDL (g) e no eixo x = peso da vesicula seminal (g) n=18 (p<0,05).



Resultados 68

6.8 Ensaios com Adipécitos Isolados

6.8.1 Incorporacdo de D-[U-**C]-glicose em lipideos de adipdcitos isolados

No teste de incorporacéo de glicose em lipideos (figura 32 e tabelas B.20 e 21),
apenas diferencas entre as respostas basal e estimulada por insulina (10 pM), foram
detectados, mas nao houve alteragbes nestas respostas entre 0S grupos.
Observamos respostas basal e insulino-estimulada aparentemente diminuidas no

grupo TM no tecido SUB, mas sem apresentar diferenca significante.

Figura 32 - A - Incorporacdo de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em Adipdcitos
Isolados SUB. B - Incorporacao de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em
Adipécitos Isolados RP
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Cada valor corresponde a média + EPM do grupo na situacdo basal e na estimulada por insulina.
Valores expressos em (nmol.lO"6 células.h"l) (n=4-5). (w) vs. maximo (insulina) (p<0,05).
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6.8.2 Avaliacdo da Sensibilidade Lipolitica Frente a Estimulo com Isoproterenol

Para avaliacdo da atividade lipolitica, foi realizada uma curva dose-resposta ao
isoproterenol. Primeiramente utilizamos como normalizador dos célculos o niumero
de células, ou seja, a liberacdo de glicerol em um milhdo de células (figura 33).
Para observar a sensibilidade de resposta de cada grupo, foi calculada entdo a
concentracdo de isoproterenol que induz metade do efeito méximo, também
chamado de EC50 (figura 35 e tabela B.24). Além da sensibilidade foi determinada a
capacidade lipolitica basal e a maximamente estimulada por isoproterenol. A
diferenca entre estes dois valores determina a responsividade das células incubadas
(figura 34 e tabelas B.22 e 23). Nao se observou aumento ou diminuicdo da
sensibilidade frente ao treinamento e/ou tratamento com melatonina. Entretanto, em
ambos os tecidos, a resposta maxima ao isoproterenol nas células de animais
tratados com melatonina se apresentava diminuida. Por meio do teste de correlacao,
observamos que a area do adipdcito apresentava correlacdo positiva com a resposta
maxima obtida no teste de lipdlise (figura 36).

Figura 33 - A - Curva Lipolitica Dose-Reposta por células em adipécitos isolados do
tecido SUB. B - Curva Lipolitica Dose-Reposta por células em
adipécitos isolados do tecido RP
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Cada valor corresponde a média da concentracdo de glicerol liberadas no estado basal e em cada
ponto de estimulo com isoproterenol. Valores expressos em (nmol/10° células).
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Figura 34 - A - Atividade Lipolitica por células em adipdcitos isolados do tecido SUB
B - Atividade Lipolitica por células em adipdcitos isolados do tecido RP
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Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos na situagdo basal e na estimulada por
isoproterenol (n=4-5). Valores expressos em (nmol/10” células). (*) vs. C (w) vs. maximo (p<0,05).

Figura 35 - Sensibilidade Lipolitica por Células (Log EC50) no Tecido Adiposo SUB
e RP
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Cada valor corresponde a média + EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos SUB e RP(n=4-
5). Valores expressos em Log. Nao foram constatadas diferencas significativas.
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Figura 36 - A - Correlacao entre area do adipécito e lipolise maxima do tecido SUB
B - Correlacdo entre area do adipdcito e lipdlise maxima no tecido RP

100004 200001

. r=0.78
8000 150004
6000+
100004

4000+

20004 50004

[Glicerol] (nmol/108 células

[Glicerol] (nmol/108 células

0 5000 10000 15000 20000 25000 0 10000 20000 30000 40000
Area Adipocito (cm?) Area Adipécito (cm?)

As marcagdes nos gréaficos (circulos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada
animal. Em A e B eixo y = [glicerol] nmol/10° células e no eixo x = area do adipdcito (cm?) n=18
p<0,05.

Apés termos observado correlagdo positiva entre area do adipécito e a
resposta maxima obtida no teste de lipdlise, substituimos a normalizacdo de nimero
de células para area de membrana. Todas as analises foram refeitas, e 0s
resultados obtidos por cm? ndo apresentaram diferencas na responsividade (figura
38 e tabelas B.25 e 26) ou sensibilidade(figura 37 e 39 e tabela B.27).

Figura 37 - A - Curva Lipolitica Dose-Reposta por area em adipécitos isolados do
tecido SUB. B - Curva Lipolitica Dose-Reposta por area em adipdécitos
isolados do tecido RP

A B

60 60
. e SC . e SC
E m SM g = SM
o (8]
= A TC 3 40 A TC
€ v ™ £ v ™
£ £
5 5
5 20 5 20
2 o
o <)

0 T T T ] 0 T T T d

Basal 0.0001 0.01 1 Basal 0.0001 0.01 1
Isoproterenol [uM] Isoproterenol [uM]

Cada valor corresponde a média da concentragdo de glicerol liberadas no estado basal e em cada
ponto de estimulo com isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cmz).
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Figura 38 - A - Atividade Lipolitica por area em adipdcitos isolados do tecido SUB
B - Atividade Lipolitica por area em adipdcitos isolados do tecido RP
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isoproterenol (n=4-5). Valores expressos em (nmol.cm®). (w) vs. maximo (p<0,05).

Figura 39 - Sensibilidade Lipolitica por area (Log EC50) no Tecido Adiposo SUB e

RP
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Cada valor corresponde a média + EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos SUB e RP(n=4-
5). Valores expressos em Log. Nao foram constatadas diferencas significativas.
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6.9 Expresséao Génica

A expressdo do RNAm de proteinas importantes para a atividade lipolitica foi

avaliada nos tecido adiposo SUB e RP.

6.9.1 Receptores Adrenérgicos

Em relagdo a expressao génica dos receptores adrenérgicos beta 1,2,3 e alfa-
2a nos tecidos SUB e RP, o treinamento fisico promoveu alteracdes na expressao
génica dos receptores adrenérgicos beta-1 e alfa-2a. A expressao do receptor
adrenérgico beta-1 se mostrou diminuida no coxim RP dos animais submetidos ao
treinamento fisico (figura 40 e tabela B.28). J& a expressdo do receptor alfa-2a, se
mostrou aumentada no tecido SUB. (figura 43 e tabela B.31).

Figura 40 - A - Expressao Génica do Receptor Adrenérgico B-1 no tecido SUB
B - Expressdo Génica do Receptor Adrenérgico 3-1 no tecido RP
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As barras expressam a razdo entre os produtos de amplificacdo do 3-1 e do gene constitutivo Beta-
2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos (n=5)
(*) vs. S (p<0,05).
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Figura 41 - A - Expresséao Génica do Receptor Adrenérgico B-2 no tecido SUB
B - Expressédo Génica do Receptor Adrenérgico (3-2 no tecido RP
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As barras expressam a razéo entre os produtos de amplificagdo do 3-2 e do gene constitutivo Beta-
2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média = EPM dos grupos (n=5).

N&o foram constatadas diferengas significativas.

Figura 42 - A - Expressao Génica do Receptor Adrenérgico (-3 no tecido SUB
B - Expressédo Génica do Receptor Adrenérgico -3 no tecido RP
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As barras expressam a razéo entre os produtos de amplificagdo do 3-3 e do gene constitutivo Beta-
2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos (n=5).
N&o foram constatadas diferengas significativas.
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Figura 43 - A - Expressao Génica do Receptor Adrenérgico Alfa-2a no tecido SUB
B - Expresséo Génica do Receptor Adrenérgico Alfa-2a no tecido RP
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As barras expressam a razéo entre os produtos de amplificacdo do Alfa-2a e do gene constitutivo
Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos

(n=5). (*) vs. S (a) vs. SC (p<0,05).
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6.9.2 Lipase Sensivel a Hormdnio e Perilipina-1

A expressdo do RNAm da HSL, lipase responsavel principalmente por
hidrolisar diacilglicerol, ndo sofreu modificacdes frente ao treinamento fisico e/ou
tratamento com melatonina em ambos tecidos avaliados (figura 44 e tabela B.32). J&
a expressao do RNAm da perilipina-1, proteina que recobre a gota lipidica e uma
das responsaveis por regular e coordenar os estoques lipidicos, se mostrou
aumentada no tecido SUB em animais submetidos ao treinamento fisico (figura 45 e
tabela B.33).

Figura 44 - A - Expresséao Génica da Enzima Lipolitica HSL no tecido SUB
B - Expresséo Génica da Enzima Lipolitica HSL no tecido RP
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As barras expressam a razdo entre os produtos de amplificacdo da HSL e do gene constitutivo Beta-
2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média = EPM dos grupos (n=5).
N&o foram constatadas diferengas significativas.

Figura 45 - A - Expressédo Génica da Proteina Perilipina-1 no tecido SUB
B - Expressédo Génica da Proteina Perilipina-1 no tecido RP
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As barras expressam a razdo entre os produtos de amplificacdo da Perilipina-1 e do gene constitutivo
Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos
(n=5). (*) vs. S (a) vs. SC (p<0,05).
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6.9.3 Transporte de Acidos Graxos e Glicerol

A expressdao do RNAmM da aquaporina-7, uma proteina que funciona como
canal permeavel a agua e glicerol, se mostrou aumentada no tecido SUB em
animais submetidos ao treinamento fisico (figura 46 e tabela B.34). J& a expressao
do RNAmM da FABP-4, proteina de ligacdo de &cido graxo e responséavel pelo seu
transporte para a membrana plasmatica, ndo sofreu modificacbes frente ao
treinamento fisico e/ou tratamento com melatonina em ambos tecidos avaliados

(figura 47 e tabela B.35).

Figura 46 - A - Expressédo Génica da Proteina Aquaporina-7 no tecido SUB
B - Expresséo Génica da Proteina Aquaporina-7 no tecido RP
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As barras expressam a razdo entre os produtos de amplificagdo da Aquaporina-7 e do gene
constitutivo Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM
dos grupos (n=5). (*) vs. S (p=0,0507).
Figura 47 - A - Expresséo Génica da Proteina FABP-4 no tecido SUB

B - Expresséo Génica da Proteina FABP-4 no tecido RP
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As barras expressam a razdo entre os produtos de amplificacdo da FABP-4 e do gene constitutivo
Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos
(n=5). Na&o foram constatadas diferengcas significativas. N&o foram constatadas diferencas

significativas.
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7 DISCUSSAO

O protocolo de treinamento se mostrou eficiente em estabelecer a diferenca de
condicionamento entre os grupos treinados (TC e TM) e os grupos sedentarios (SC
e SM), isso foi demonstrado utilizando o teste de esforco maximo, o qual refletiu uma
melhora no desempenho dos animais treinados, sugerindo assim uma adaptacao
metabdlica frente ao exercicio. Esse resultado corrobora outros estudos que
utilizaram protocolos de treinamento e teste de esforco maximo similarest**11>122123,
Entretanto observamos um fato curioso: animais de 5 semanas quando submetidos
ao mesmo protocolo de treinamento fisico, permaneciam em média um maior tempo
na esteira durante os testes de esforco maximo (teste 1 = 12,5 min teste 2 = 17,0
min teste 3 = 18,0 min)'*?, quando comparados aos animais com 11 semanas de
idade utilizados nesse estudo (teste 1 = 7,0 min teste 2 = 13,0 min teste 3 = 13,3
min). Esses dados sugerem que a idade dos animais possa interferir no

desempenho dos mesmos frente ao treinamento fisico.

N&o foram observadas alteracbes na ingestdo alimentar dos animais
submetidos ao treinamento fisico ou tratamento com melatonina. Entretanto
observamos diferenca no consumo hidrico de animais tratados com melatonina. Tal
diferenca foi decorrente ao modelo de garrafa utilizado, o qual possibilitava uma
maior extravazamento de agua, em Ultima analise acreditamos que issoO nao

comprometeu o estudo.

Os animais que apenas foram tratados com melatonina, apesar de
apresentarem um peso corporal menor do que o grupo controle, possuiam
quantidades de coxins adiposos iguais, assim como o diametro dos adipécitos de
ambos tecidos estudados, independente do consumo alimentar. Em seu trabalho,
Wolden-Hanson (2000), mostrou que animais de "meia-idade" tratados com
melatonina apresentaram uma reducdo da massa magra quando comparados aos
controles'®. No estudo de Zanuto et al (2013), ratos Wistar de "meia-idade" (12
meses) tratados com melatonina (0,5 mg/Kg/dia) por 8 semanas apresentavam
guantidades de coxim adiposo da regiao periepididimal semelhantes aos animais do
grupo controle, sendo que os animais tratados por 12 semanas apresentaram
reducdes significativas do peso corporal assim como do coxim adiposo®. Em outro

trabalho recente, e também utilizando ratos Wistar de meia-idade, a suplementagéo
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com 1,0 mg/Kg/dia durante 8 semanas, promoveu reducao do peso corporal assim
como do coxim adiposo da regido periepididimal*?®. Foi mostrado também, em outro
estudo, que a suplementacdo com melatonina por 10 semanas em animais também
de 12 meses de idade promovia reducdes da adiposidade ndo observadas em
animais de 5 meses de idade'®. A luz do exposto acima, a idade dos animais, o
tempo de tratamento, assim como a dose utilizada, parecem interferir nas

repercussdes zoométricas promovidas por tais intervencoes.

Os animais que apenas foram treinados, também apresentavam peso corporal
menor que o grupo controle e quantidades semelhantes de adiposidade. Temos
observado que assim como o relatado sobre o tratamento com melatonina, a idade
pode influenciar as repercussdes promovidas pelo treinamento fisico. Animais de 7 e
de 5 semanas de idade quando exercitados em esteira por 8 semanas, 5x/semana,
apresentaram uma reducédo significativa dos coxins adiposos e do diametro dos
adipocitos'®®'?2. Em nosso estudo, apesar de usarmos o mesmo protocolo de
treinamento fisico, ndo observamos as mesmas reducdes encontradas nos trabalhos
citados anteriormente. Porém, Mendes et al. (2013), utilizando protocolo de
treinamento similar, mostraram que animais de 12 meses de idade exercitados por 8
semanas, apresentaram reducdes do peso corporal, assim como do coxim adiposo
periepididimal®. No entanto, em nosso estudo, o grupo que realizou o tratamento
com melatonina e treinamento fisico apresentou além do peso corporal, quantidade
de coxins menores e diametro celular reduzido das regides estudadas, evidenciando
assim um efeito conjunto de ambas as intervencées. Foi observado também, através
de uma estimativa do nimero de adipdcitos, que os animais tratados apresentavam
quantidades maiores de adipdcitos no tecido adiposo subcutaneo. A massa adiposa
é determinada tanto pelo ndmero como pelo volume de células®. O nimero de
células reflete o balango entre aquisicdo e perda de células, ou seja, o aumento
ocorre via replicacéo e diferenciacdo de pré-adipécitos e a reducédo via apoptose de
preadipécitos e adipécitos'®®. J&4 o volume representa o balanco entre lipdlise e a
lipogénese®®’. O diametro dos adipdcitos dos animais treinados e tratados com
melatonina era menor, assim como a massa média. Mesmo tendo o0 sugestivo
aumento em relacdo ao numero de adipocitos no tecido SUB, constatamos que a
reducdo da massa adiposa desses animais ocorreu devido a uma hipotrofia dos

adipdcitos, que consequentemente culminou em uma redugdo da massa de tecido
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adiposo. Atribuimos esse resultado a acdo combinada do treinamento fisico e

suplementacdo com melatonina.

Em relagcdo a diminuicdo das estruturas reprodutoras, nosso grupo, em
publicacdo recente, evidenciou um significante hipogonadismo provocado por um
efeito colateral do tratamento de ratos diabéticos com melatonina'®. Reducées na
massa testicular e na concentracdo plasmatica de testosterona também foram
observadas em hamsters siberianos tratados com melatonina através de injecdes
sistémicas aplicadas diariamente, as quais buscavam mimetizar dias tipicamente de

inverno (dias curtos e noites longas)**°.

Outros estudos sugerem que aumento na concentracdo de melatonina pode
inibir secrecéo de esteroides em humanos, ratos e hamsters*?®2%130.131 'Em nosso
trabalho, em que obtivemos reducéo da concentracdo plasmatica de testosterona, e
correlagdo positiva entre testosteronemia e vesicula seminal e testosteronemia e
epididimo, a explicacao seria também um efeito antigonadotrofico da melatonina. Em
estudo realizado por grupo japonés, foi demonstrado de maneira elegante em aves,
gque a melatonina pode estar relacionada ndo apenas com a estimulagdo da
expressdo, mas também com a liberacdo do horménio inibitério de gonadotrofinas
(GnIH)'*?. Eles utilizaram codornas machos (Japanese quail) e, através de
manipulacdo enddgena de melatonina (dias curtos/noites longas) e ensaios in vitro,
demonstraram que a concentracdo de melatonina esta diretamente relacionada a
expressao e liberacdo de GnlH, promovendo reducdo na concentracao plasmatica
do horménio luteinizante (LH) e consequentemente no peso testicular, sugerindo
assim um efeito antigonadotréfico da melatonina'*?>. Em nossos resultados, dois
fatos nos chamaram a atencéo. O primeiro é que 0s animais eram adultos, ou seja, 0
tratamento com melatonina ocorreu em animais poés-puberes, o que poderia ser um
fator determinante para a reducdo das estruturas. O segundo € que a dose de
melatonina administrada diariamente era 5 vezes menor que a geralmente utilizada
por alguns estudos, incluindo o nosso citado anteriormente. Um fato curioso, é que,
embora alguns estudos descritos aqui mostrem efeitos da melatonina no eixo
hipofise-hipotalamo-g6nadas, outros utilizando o mesmo tratamento, nada relataram
sobre alteragcbes envolvendo esse eixo. De qualquer maneira, em nosso modelo,
sinais claros de hipogonadismo foram evidenciados, sugerindo assim um efeito

antigonadotroéfico da suplementacdo com melatonina na dose de 0,2 mg/Kg/dia.
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Redugbes da testosteronemia, como descrito anteriormente, estédo
relacionadas ao hipogonadismo, assim como reducdes na massa corporal magra e
aumento do percentual de gordura®™?. Em nosso trabalho, observamos que os
animais tratados com melatonina, além do hipogonadismo e de valores plasmaticos
de testosterona ndo detectaveis, apresentaram peso menor do musculo EDL quando
comparado ao dos animais controles. Realizamos também testes de correlagdo
entre EDL e testosteronemia e entre EDL e vesicula seminal, em ambos obtivemos
resultado positivo. Importante lembrar, que a vesicula seminal, nos serve como
"histérico” da testosteronemia, nos fornecendo informacdes sobre seu
comportamento em um periodo de tempo anterior e crénico. Tanto em humanos
como em ratos, a deficiéncia de testosterona esta associada com a reducéo de IGF-
1 circulante e a expressdo de IGF-1 intramuscular™*®*3° A via de sinalizacdo
IGF/Akt/mTORC1 € uma via reguladora importante da sintese e degradacéo proteica
do musculo esquelético'®. Embora fosse necessario empregar técnicas mais
precisas para determinar alteracées na composicao corporal, nossos dados indicam
gue h& possivelmente uma repercussdo secundaria do tratamento com melatonina

sobre o musculo EDL.

Em relacéo ao perfil plasmatico de glicose, insulina e leptina, estudo realizado
em ratos (Sprague Dawley), o tratamento com melatonina em animais de "meia
idade" foi responsavel por promover redugbes na glicemia, insulinemia e
leptinemia’®. Foi também demonstrado por outro estudo que administracdo aguda
intracerebroventricular de melatonina diminui os niveis de insulina no plasma e
melhora a sensibilidade & insulina em ratos™®’. No presente trabalho, nés também
encontramos reducdes nesses parametros em animais tratados com melatonina.
Observamos que 0s animais tratados com melatonina apresentaram uma glicemia e
uma insulinemia reduzida, sendo que, em relacdo a insulina, ndo foi encontrada
diferenca estatistica. No entanto, por meio do indice Homa-IR, observamos que os
animais tratados com melatonina apresentaram melhora na sensibilidade a insulina.
Este resultado vai ao encontro de estudos in vitro, que mostraram que a melatonina
melhora a captacdo de glicose em adipécitos e em miécitos®*®*% e que
possivelmente podem estar relacionados ao fato de a melatonina estimular o
transporte de glicose via IRS-1/PI-3 quinase, contribuindo assim para a homeostase

glicemica®®. No estudo de Mendes et al. (2013), foi demonstrado que o treinamento
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somado ao tratamento com melatonina promoveu aumento na expressao hepatica
de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo intracelular da insulina, assim como de
GLUT-4 no musculo, sendo que, independente do condicionamento, a melatonina

promoveu uma melhor resposta ao teste de tolerancia a glicose*?.

Ambas as concentracdes de leptina e insulina tendem a ser positivamente
correlacionadas com a adiposidade, embora possam ser reguladas diferencialmente
por dieta, exercicio fisico, tratamento e idade’*'4?1*3_ A leptina além de possuir um
papel importante na regulagdo do balanco energético, ela exerce efeitos na
reproducdo, imunidade, osteogénese, angiogénese e controle da pressao
sanguinea’**. No balanco energético, ela atua como um lipostato (mensurador de
depositos lipidicos no organismo), estimulando e inibindo vias que culminam em
reducéio da ingestdo alimentar, assim como no aumento do gasto energético total’. A
massa de tecido adiposo assim como a celularidade possui relacdo positiva com a
leptinemia**®. Em nosso estudo, a concentracdo de leptina tendeu a ser reduzida no
grupo que foi submetido ao treinamento fisico e ao tratamento com melatonina.
Apesar de nédo ter sido observada diferenca estatistica, tal dado corrobora com a
reducdo da adiposidade e do diametro dos adipécitos encontrada nesse conjunto de
animais. Foi observada correlacdo positiva entre leptina e adiposidade, e leptina e
didametro dos adipdcitos, 0 que nos permite considerar que a leptinemia estava

reduzida nesses animais que foram treinados e tratados com melatonina.

Os animais submetidos ao treinamento fisico apresentaram reducdes nos
triacilglicerdis plasmaticos, fendbmeno evidenciado em outros estudos e atribuido ao
treinamento fisico'*®14"1*8_ Concordantemente, outros trabalhos evidenciaram que o
tratamento com melatonina por 8 e 12 semanas em animais de 6 e 10 meses de
idade respectivamente, foram eficientes em promover reducdo plasmatica de
149,123

traicilglicerois N&o foram observadas alteragcdes importantes em relagédo a

concentracéo de colesterol.

N&o foi observada diferenca significativa na taxa de incorporagao de glicose em
lipideos entre os grupos, corroborando resultados anteriores de nosso grupo, nos
quais animais pinealectomizados e controles, treinados ou ndo, apresentavam
valores de incorporacdo de glicose em lipideos semelhantes'®. Entretanto, em um

estudo realizado em camundongos, o tratamento com melatonina favoreceu a
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deposicdo de gordura, por meio de um aumento no transporte intracelular de
glicose™. O mesmo estudo mostrou também um aumento significativo na expressdo
de GLUT-4 e de receptores de insulina no musculo esquelético nos animais tratados

comparados ao controle®®.

Em nosso trabalho a suplementacdo de melatonina em
animais que tiveram preservada a producdo enddgena de melatonina, ndo provocou

mudancas no padréo de incorporacédo de glicose em lipideos.

No metabolismo lipidico, o sistema adrenérgico desempenha um papel
importante na regulacdo da lipdlise no tecido adiposo branco. As catecolaminas séo
capazes de estimular a lipGlise através da ativacdo de receptores adrenérgicos-beta
(beta-1,2,3) presentes nos adipécitos. Eles também podem aumentar o
armazenamento de lipidios através do receptor adrenérgico-alfa (alfa-2a), impedindo
a mobilizacdo de lipidios através da inibicdo da producdo de AMP-c**'. A
coexisténcia de receptores adrenérgicos que exercem funcdes antagbnicas permite
gue as catecolaminas desempenhem um papel significativo na regulacdo do balanco
energético’?. Diversos estudos ja evidenciaram a importancia do equilibrio entre

receptores lipoliticos e anti-lipoliticos no controle da lipdlise®>*1°31541%5,

Em relacdo a atividade lipolitica, observamos que tanto o tratamento com
melatonina como o treinamento fisico nao interferiram na sensibilidade lipolitica das
células isoladas de ambos tecidos. Entretanto o tratamento com melatonina
provocou uma reducao da responsividade dos adipdcitos ao isoproterenol, uma vez
que a resposta maxima estava diminuida, tanto no tecido adiposo visceral (RP)
guanto no tecido subcutaneo (SUB). Foi demonstrado que adipécitos isolados da
regido subcutanea inguinal de ratos controles, incubados com melatonina,
apresentam uma inibicdo na resposta ao isoproterenol, sugerindo que tal fato se
deva a ativacdo mediante proteina G;, a qual estaria acoplada a receptores de
melatonina (MT1 e MT2)*®. No entanto, a diferenca do tamanho dos adipdcitos

entre os grupos estudados, pode ter sido determinante para o resultado encontrado.

Em estudo realizado em 48 sujeitos (homens e mulheres) foi mostrado uma
correlacdo positiva entre o volume do adipdcito e a taxa lipolitica. Das 48 pessoas
que faziam parte do estudo, 34 eram obesos e 14 eram eutréficos™’. Um adipécito
de um sujeito obeso € maior do que um adipocito de um sujeito magro. Foi

constatado que o tamanho da célula influencia marcadamente a magnitude da taxa
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de lipdlise, quando calculado por célula. Como consequéncia, é dificil de resolver se
as diferencas nas taxas de lipolise/células entre adipocitos grandes e pequenos
refletem apenas diferencas no tamanho das células ou se os fatores independentes
de tamanho também estdo presentes. No estudo citado, assim como em outros, 0s

autores passaram a normalizar por grama de lipideos®®"**®,

Em nosso estudo, também mostramos a existéncia de correlacdo positiva entre
a lipdlise normalizada por numero de células e a &rea de superficie celular dos
adipdcitos. Para contornar tal influéncia, optamos por expressar liberagéo de glicerol
por area de membrana celular (cm?). Com isso, observamos que n&o houve
qualquer diferenca entre 0s grupos e em ambos 0s coxins adiposos estudados. A
sensibilidade, assim como a responsividade foram similares entre 0s grupos. Isso
nos revela que a capacidade lipolitica das células ndo sofreu alteracdes frente ao
treinamento fisico e/ou tratamento com melatonina. E importante destacar que o
ensaio biologico de curva dose-resposta da lipolise in vitro, nos fornece um 6timo
espectro de mobilizacéo lipidica desses adipdcitos, permitindo verificar capacidades
basal e méxima assim como a sensibilidade do sistema. No entanto, ndo nos
permite inferir sobre grau de atividade lipolitica que cada animal possui ao longo do
dia, sendo isso uma limitacdo desse estudo. Nossos resultados ndo corroboram
outros trabalhos que evidenciaram diminuicdo da massa adiposa assim como
aumento da taxa lipolitica em animais controle treinados%>1°9160.161.162 E imnortante
destacar que, nos estudos citados, foram utilizados diferentes protocolos de
treinamento assim como diferentes técnicas para avaliar as respostas lipoliticas.
Além disso, os animais usados eram mais jovens e, em alguns casos, fémeas.
Infelizmente, devido a utilizacdo de procedimentos diferentes em cada estudo,
divergéncias de resultados podem ocorrer, mesmo que as coletas de resultados

tenham sido adequadamente realizadas.

Além do ensaio bioldgico, nds realizamos a analise da expressao de RNAm de
receptores, enzimas e transportadores importantes para atividade lipolitica no tecido
adiposo branco. Embora ndo se tenham observado diferencas na atividade lipolitica
frente ao treinamento e/ou tratamento com melatonina, nos verificamos que houve
aumento da expressdo génica de AQP-7, perilipina-1 e receptor a-2a adrenérgico no
tecido subcutaneo, assim como redugdo do receptor -1 adrenérgico no tecido

retroperitoneal, em animais submetidos ao treinamento fisico. Em trabalho recente
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foi demonstrado que camundongos-KO para perilipina-1 apresentaram aumento na
taxa de oxidacao lipidica durante o exercicio®®. Outros trabalhos mostraram que o
bloqueio dos receptores adrenérgico-a2 com um inibidor (fentolamina) aumenta a

resposta lipolitica durante o exercicio®*

e que animais deficientes em AQP;
apresentaram uma liberacéo de glicerol prejudicada®. Sendo assim, o aumento na
expressdo génica da AQP- (proteina integral de membrana responsavel pelo efluxo
de glicerol do adipécito)®®, da perilipina-1 (proteina que regula e coordena os
estoque lipidicos no estado basal e estimulado)® e do receptor adrenérgico a-2a
(receptor acoplado a proteina Gi, com acao antilipolitica)®® sugerem uma melhora no
controle lipolitico inibitorio frente a um aumento na mobilizacao lipidica provocada
pelo exercicio fisico, o0 que também explicaria a diminuicdo na expressao génica do
receptor adrenérgico B-1 no tecido adiposo visceral. E importante ressaltar que, o
aumento ou diminuicdo da expressdo génica de uma proteina alvo, ndo resulta
necessariamente em um aumento ou diminuicdo da expressao proteica. Além disso,
alteracdes no funcionamento celular, em muitos casos, podem ser controlados por
mecanismos pos-traducionais, de ativacdo e inibicdo proteica, como por exemplo, as

gue envolvem fosforilagéo e desfosforilacao.

Grupos espanhdis, em publicacbes recentes, demonstram repercussdes
decorrentes ao tratamento com melatonina, envolvendo aumento da atividade
noturna dos animais, assim como um aumento de adipécitos do tecido adiposo
marrom** 1% Em relacdo ao aumento da atividade noturna, o estudo conduzido por
Terron et al (2013) mostrou que ratos Wistar tratados com aproximadamente 2
mg/Kg/dia de melatonina por 15 semanas, apresentaram um aumento na atividade
motora noturna, o que foi relacionado a perda de peso corporal*®®. No outro estudo
citado, 0os pesquisadores trataram tanto ratos Zucker, uma linhagem de ratos
obesos, como ratos magros, com 10 mg/Kg/dia de melatonina por 6 semanas. Eles
verificaram, em ambos 0s grupos, um aumento na expressao de marcadores de
biogénese mitocondrial (UCP-1 e PGC-1a) na gordura subcutanea inguinal, assim
como uma elevacdo na temperatura cutdnea'®. Foi observado também, o
aparecimento, em meio ao tecido adiposo branco, de popula¢des de adipécitos do
tecido adiposo marrom'®. Certamente, os resultados mostrados nestes estudos,
lancam luz sobre efeitos do tratamento com melatonina, que ajudando-nos a

b

entender melhor suas repercussfes, principalmente relacionado a adiposidade.
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Entretanto, ainda nédo é claro, se os efeitos no eixo hipoéfise-hipotalamo-gdnadas sédo

potencialmente problematicos ao organismo.
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8 CONCLUSAO

Concluimos que, além das repercussdes isoladas de cada intervencdo, 0 uso
concomitante do treinamento fisico (50-60 % da capacidade méaxima) e da
suplementacdo com melatonina (0,2 mg/Kg/dia) durante 8 semanas em ratos Wistar
de 11 semanas de idade, foi mais eficiente em promover reduc¢des no diametro dos
adipécitos e, consequentemente, na adiposidade do que o uso isolado do
treinamento fisico ou da suplementacdo com melatonina. Entretanto, ndo foram
observadas alteracdes na atividade lipolitica, e nem na lipogénese, medidas em
adipdcitos isolados das regifes subcutanea inguinal e retroperitoneal.

Este trabalho reforca também que ha uma necessidade em aprofundar os
estudos sobre os impactos do uso de melatonina no eixo hipdfise-hipotalamo-
gbnadas, uma vez que, mesmo em doses reduzidas, a suplementagdo promoveu
hipogonadismo, com consequente reducdo da testosteronemia, além de uma

reducdo da massa do musculo EDL.
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APENDICE A - Protocolo de Treinamento

Semanas/dias Duragéo|Aquecimento| 50% max. | 60% max. IRecupera(;éo
1° TESTE DE EXAUSTAO
Semana 1 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 15 5 0,3 5 0,4 - 5 0,3
terca 17 5 0,3 7 0,4 - 5 0,3
gquarta 20 5 0,3 10 0,4 - 5 0,3
guinta 25 5 0,3 15 0,4 - 5 0,3
sexta 30 5 0,3 20 0,4 - 5 0,3
Semana 2 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 30 5 0,3 20 0,5 - 5 0,3
terca 30 5 0,3 15 0,5 5 0,6 5 0,3
quarta 30 5 0,3 15 0,5 5 0,6 5 0,3
quinta 35 5 0,3 15 0,5 10 0,6 5 0,3
sexta 40 5 0,3 20 0,5 10 0,6 5 0,3
Semana 3 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 40 5 0,3 20 0,5 10 0,6 5 0,3
terca 45 5 0,3 25 0,5 10 0,6 5 0,3
quarta 45 5 0,3 25 0,5 10 0,6 5 0,3
quinta 50 5 0,3 25 0,5 15 0,6 5 0,3
sexta 60 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3
Semana 4 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 45 5 0,3 20 0,5 15 0,6 5 0,3
terca 60’ 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3
quarta 60’ 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3
quinta 60’ 5 0,3 25 0,5 25 0,6 5 0,3
sexta 2° TESTE DE EXAUSTAO
Semana 5 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 15 5 0,4 5 0,6 - 5 0,4
terca 17 5 0,4 7 0,6 - 5 0,4
quarta 20 5 0,4 10 0,6 - 5 0,4
quinta 25 5 0,4 15 0,6 - 5 0,4
sexta 30 5 0,4 20 0,6 - 5 0,4
Semana 6 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 30 5 0,4 20 0,6 - 5 0,4
terca 30 5 0,4 15 0,6 5 0,7 5 0,4
quarta 30 5 0,4 15 0,6 5 0,7 5 0,4
quinta 35 5 0,4 15 0,6 10 0,7 5 0,4
sexta 40 5 0,4 20 0,6 10 0,7 5 0,4
Semana 7 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 40 5 0,4 20 0,6 10 0,7 5 0,4
terca 45 5 0,4 25 0,6 10 0,7 5 0,4
guarta 45 5 0,4 25 0,6 10 0,7 5 0,4
guinta 50 5 0,4 25 0,6 15 0,7 5 0,4
sexta 60 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4
Semana 8 min min | velocid. | min | velocid. | min | velocid. | min | velocid.
segunda 45 5 0,4 20 0,6 15 0,7 5 0,4
terca 60' 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4
guarta 60' 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4
guinta 60' 5 0,4 25 0,6 25 0,7 5 0,4

Sexta

3° TESTE DE EXAUSTAO
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CURVA DE PESO CORPORAL (g) n=4-5/grupo
semanas SC SM TC ™
11 346,5+09,74 336,0+09,89 339,2+07,17 344,0+08,09
12 378,5+13,26 356,5+10,32 360,8+09,52 363,2+10,05
13 399,5+12,23 369,5+11,84 374,8+09,15 371,2+09,81
14 415,5+12,84* 373,0+£11,90 379,2+10,36 376,0+09,69
15 433,0+£13,86* 386,5+14,93 390,0+11,17 386,0+09,44
16 455,5+14,22* 400,0+12,57 412,8+12,78 403,2+13,20
17 463,5+14,26* 405,0+14,20 412,8+12,75 398,8+13,03
18 459,5+12,20* 400,0+12,02 392,8+11,00 371,2+11,84#
19 435,5+10,78* 382,0+12,57 388,8+12,67 363,2+13,39%#

Tabela B.1 Curva de Peso Corporal. Peso corporal dos animais ao longo do seu desenvolvimento.

Medidas realizadas uma vez/semana. Valores em (g) correspondem a média + EPM dos grupos em cada semana

de desenvolvimento dos animais, (*) vs. TC ou SM ou TM (#) vs. TC ou SM (p<0.05).

GANHO DE PESO CORPORAL (g) n=4-5/grupo

Peso(g)

SC
113,0+4,20

64,0+10,00#

TC

53,6+4,26&

™
27,2+5,31*

Tabela B.2 Ganho de Peso Corporal. valores correspondem & média + EPM dos grupos. Valores

expressos em (g). (*) vs. demais grupos (#) vs. SC (&) vs. SC (p<0.05).

INGESTAO ALIMENTAR (g) n=4-5/grupo

semanas SC SM TC ™
1 27,8+0,85 27,3+0,42 28,0+1,49 28,6+1,19
2 27,1+0,56 25,1+0,78 25,6+1,00 25,9+1,24
3 28,0+1,01 25,2+1,18 25,8+0,89 25,0+1,01
4 27,0+0,82 24,7+1,37 25,2+0,97 24,6+0,64
5 27,7+0,94 25,7+1,06 25,6+1,26 25,7+0,74
6 28,2+0,99 25,6+0,76 25,1+1,09 26,0+0,91
7 25,4+0,99 23,0+0,97 21,7+1,09 23,2+1,02
8 24,6+0,95 22,4+0,68 18,3+0,66 16,9+1,12~*

Tabela B.3 Ingestdo Alimentar. As medidas de ingestdo alimentar foram realizadas uma vez/semana.

Valores expressos em (g) correspondem a média + EPM dos grupos em cada semana de desenvolvimento dos
animais, (*) vs. S (p<0.05).
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INGESTAO ALIMENTAR/100g de P,C (g) n=4-5/grupo

semanas SC SM TC ™
1 27,8+0,85 27,3+0,42 28,0+1,40 28,6+1,19
2 27,1+0,57 25,1+0,78 25,6+1,00 25,9+1,24
3 28,0+1,01 25,2+1,18 25,8+0,89 25,0+1,01
4 27,0+0,82 24,7+1,37 25,2+0,97 24,6+0,64
5 27,7+0,94 25,7+1,06 25,6%1,26 25,7+0,74
6 28,2+0,99 25,6+0,76 25,1+1,09 26,0+0,91
7 25,4+0,99 23,0+0,97 21,7+1,09 23,2+1,02
8 24,6%0,95 22,4+0,68 18,3+0,66 16,9+1,12*

Tabela B.4 Ingestdo Alimentar Normalizado/100g de peso corporal. As medidas de ingestdo

alimentar foram realizadas uma vez/semana. Valores expressos em (g) correspondem a média + EPM dos grupos
em cada semana de desenvolvimento dos animais, (*) vs. S (p<0.05).

CONSUMO HIDRICO (mL) n=4-5/grupo

semanas SC SM TC ™
1 52,1+4,58 44.6%1,45 55,2+4,73 55,845,47
2 51,0+£3,21 65,9+6,92* 48,6+2,20 61,7+1,64*
3 51,5+3,60 73,4+9,39* 50,0+2,51 66,6+3,68*
4 41,8+2,36 57,9+9,55 40,912 54 47,6x2,09
5 44,0+2,68 51,4+3,06 42,912 28 55,7+1,70
6 46,5+3,81 68,8+3,05* 44,5+3,51 63,2+2,24*
7 38,6x2,77 41,7+0,73 35,6+3,29 47,2+3,97
8 39,2+3,21 40,612,44 31,3+1,76 38,0+3,96

Tabela B.5 Ingestéo Hidrica. As medidas de ingestéo hidrica foram realizadas uma vez/semana. Valores

expressos em (mL) correspondem a média + EPM dos grupos em cada semana de desenvolvimento dos
animais. (*) SM e TM vs. SC e TC (p<0.05).

TESTE DE ESFORCO MAXIMO (segundos) n=4-5/grupo

semanas SC SM TC ™
0 430,4+21,69 428,0+30,76 418,6+21,35 449,2+28,04
4 303,0+44,59 385,0+67,78 785,4+29,79* Q 766,2+10,55* ©

8 300,0+31,46 367,5+63,81 798,0+22,45 Q 808,0+54,99 @

Tabela B.6 Teste de Esforgco Maximo. Tempo maximo (segundos) alcangada durante o teste de esforgo
realizado no inicio, na quarta e oitava semana dos protocolos nos ratos sedentarios e treinados. Valores
expressos em (segundos) Média £ EPM, (*) TM e TC vs. SM e SC (p <0,05) (Q) vs. semana 0 (p<0,05).
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COXINS ADIPOSOS (g/100g de peso corporal) n=4-5/grupo

sC SM TC ™
SuB 0,71+0,06 0,88+0,14 0,77+0,02 0,66+0,08
MS 0,46+0,07 0,54+0,08 0,53+0,10 0,30+0,05
PE 1,04+0,07 1,25+0,16 1,38+0,07 1,00+0,15
RP 0,66+0,05 0,93+0,12 0,94+0,08# 0,57+0,08+
Total 2,86+0,23 3,59+0,43 3,61+0,21 2,53+0,34 Q@

Tabela B.7 Coxins Adiposo0s. Os dados foram arranjados de maneira a demonstrar o peso dos coxins
adiposos, das regifes subcutdnea, mesentérica, periepididimal, retroperitoneal e total dos grupos. Valores
representam a média + EPM dos grupos. Valores expressos em (g / 100g de peso corporal). (*) vs TC ou SM
(#) vs SC (p<0,05).

DIAMETRO ADIPOCITOS (um) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
SuUB 67,14+1,6 64,69+0,5 69,35+1,2 57,18+1,2*
RP 87,02+2,0 91,54+2,5 92,73+1,2 75,31+2,8*

Tabela B.8 Diametro Médio dos Adip6citos. Comparagédo dos diametros médio dos adipdcitos das
regides SUB, RP. Valores representam a média + EPM dos grupos. Medidas expressas em (um). Diferencas
significativas em consequéncia do treinamento e tratamento (*) vs demais grupos (p<0,05).

NUMERO DE ADIPOCITOS n4-5/grupo

SC SM TC ™
SUB 2,17 x10°+1,5x10° 2,57 x10'+3,0x10%* 1,94 x10'+1,9x10° 2,68 x10'+7,4x10° o*
RP  9,29x10°%6,9x10°  1,06x107+5,2x10°  9,30x10+8,3x10° 1,02 x107+8,1x10°

Tabela B.9 Nimero de AdipG4citos. Comparacéo do nimero estimado de adipécitos presentes em cada
tecido, medida expressa em milhdes de células. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos. (a) vs. TC;
(*) SMe TMvs SC e TC (p<0.05).

ESTRUTURAS REPRODUTORAS (g) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
Testiculo Dir, 1,84+0,04 1,61+0,11 1,82+0,08 1,74+0,13
Testiculo Esq, 1,82+0,02 1,63+0,13 1,81+0,08 1,78+0,15
Epididimo 1,68+0,02 1,23+0,12* 1,67+0,04 1,46+0,10*
Canal Deferente 0,29+0,01 0,24+0,01 0,25+0,02 0,26+0,02
Vesicula Seminal 1,16+0,13 0,26+0,03* 1,03+0,13 0,42+0,14+

Tabela B.10 Estruturas Reprodutoras. As estruturas foram extraidas e pesadas. Valores
representam a média + EPM e expressos em gramas (n=4-5). (*) = SM e TM vs SC e TC (p<0.05).
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PESO UMIDO E SECO DOS MUSCULOS EDL E SOLEO
(g/comprimento da tibia) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
EDL (Umido) 3,78+0,11 3,13+0,11* a 3,45+0,13 3,2040,16*
EDL (seco) 1,03+0,03 0,88+0,01* a 0,92+0,03 0,89+0,03*
Soleo (Umido) 2,69+0,15 2,41+0,11 2,43+0,10 2,49+0,17
Soleo (seco) 0,73+0,03 0,72+0,02 0,70+0,02 0,72+0,03

Tabela B.11 Peso iumido e seco dos musculos EDL e Séleo. peso Gimido do EDL e séleo
normalizado pelo comprimento da tibia. Valores representam a média + EPM dos grupos. Medidas

expressas em (g/comprimento da tibia). Diferencas significativas em consequéncia do treinamento e tratamento
(a) vs SC; (*) =SM e TM vs SC e TC (p<0,05).

GLICEMIA (mg/dL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™

GLICEMIA 118,50+4,10 105,72+7,60* 122,61+7,98 98,07+3,96*

Tabela B.12 Dosagem sanguinea de Glicose. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por
decapitacdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtencéo do soro. As barras representam a
média + EPM dos grupos. Medidas expressas em (mg/dL). (*) SM e TM vs SC e TC (p<0,05).

INSULINEMIA (ng/mL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™

INSULINEMIA 1,17+0,31 0,90+0,17 1,37+0,28 0,71+0,13

Tabela B.13 Dosagem sanguinea de Insulina. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados
por decapitacdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtencéo do soro. As barras representam a
média + EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/mL). Nao foram constatadas diferencgas significativas

HOMA-IR [(glicemia (mmo/l) x insulinemia (pU/ml)/22,5)] n=4-5/grupo

SC SM TC ™

HOMA-IR 122,14+27,5 125,83+16,5* 100,5+14,6 161,73+32,7*

Tabela B.14 HOMA-IR. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por decapitacdo e as amostras
de sangue foram centrifugadas para obtencdo do soro. As barras representam a média + EPM dos grupos.
Valores expressos em [(glicemia (mmo/l) x insulinemia (uU/ml)/22,5)]. (*)= SM e TM vs SC e TC (p<0.05).

COLESTEROLEMIA (mg/dL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
c-TOTAL 98,60+11,1 99,30+10,2 98,39+07,6 97,84+07,9
HDL-c 32,40+4,32 30,58+1,22 26,28+2,13 27,57+2,71
LDL-c 61,32+7,53 64,51+10,0 68,49+5,83 67,13+6,82
VLDL-c 4,87+0,77 4,27+0,30 3,78+0,23* 3,11+0,12*

Tabela B.15 Colesterolemia. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por decapitagéo e as
amostras de sangue foram centrifugadas para obtencdo do soro. As barras representam média + EPM dos
grupos.Valores expressos em (mg/dL). (*) =TC e TM vs SC e SM (p<0,05).
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TAG (mg/dL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
TAG 24,39+3,88 21,37+1,50 18,93+1,17* 15,55+0,61*

Tabela B.16 Dosagem sanguinea de Triacilglicerdis. Ao final do protocolo os animais foram
sacrificados por decapitacdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtencdo do soro. As barras
representam média £ EPM dos grupos. Valores expressos em (mg/dL). (*) =TC e TM vs SC e SM (p<0,05).

LEPTINEMIA (ng/mL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
Leptina 3,06+0,65 2,84+0,50 2,81+0,29 1,46+0,19

Tabela B.17 Dosagem sanguinea de Leptina. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por
decapitacdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtengéo do soro. As barras representam média
+ EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/mL). Ndo foram constatadas diferencas significativas.

ADIPONECTINEMIA (ug/mL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
Adiponectina 3,10+0,55 4,02+0,60 3,37+0,37 3,74+0,21

Tabela B.18 Dosagem sanguinea de Adiponectina. Ao final do protocolo os animais foram
sacrificados por decapitagdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtengdo do soro. As barras

representam média + EPM dos grupos. Valores expressos em (ug/mL). Nao foram constatadas diferencas
significativas.

TESTOSTERONEMIA (ng/dL) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
Testosterona 54,09+29,21 n/d 30,65+16,39 n/d

Tabela B.19 Dosagem sanguinea de Testosterona. Ao final do protocolo os animais foram
sacrificados por decapitacdo e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenc&o do soro. As barras

representam média + EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/dL). (n/d=valores ndo detectaveis). Ndo foram
constatadas diferencas significativas.

INCORPORACAO DE D-[U-14C]-GLICOSE EM LIPIDEOS EM ADIPOCITOS ISOLADOS SUB
(nmol,10°® celulas,h™) n=4-5/grupo
SC SM TC ™
BASAL 109,95+27,3 120,47+£22,3 112,70£15,1 66,63%£7,59
ESTIMULADO 219,23+35,%w 209,33+39,0w 223,92+35,3w 123,02+18,4w

Tabela B.20 Incorporacdo de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em Adipécitos Isolados em
Tecido Adiposo Subcutaneo. Quantificagéo realizada em teste biolégico in vitro, a partir de adipdcitos
isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos na situagdo basal e na estimulada

por insulina. Valores expressos em (nmol.lO6 células.h‘l). Diferencas significativas apenas entre situacdo basal e
estimulada por insulina w vs basal correspondente (p<0,05).
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INCORPORACAO DE D-[U-14C]-GLICOSE EM LIPIDEOS EM ADIPOCITOS ISOLADOS RP
(nmol,10°® celulas,h™) n=4-5/grupo
SC SM TC ™
BASAL 372,21+68,8 347,85+128,9 317,44+42,0 281,99+27,0

ESTIMULADO 588,78+91,7w 485,24+159,4w 548,95+79,0w 504,64+60,3w

Tabela B.21 Incorporacdo de D-[U-14C]-Glicose em Lipideos em Adipécitos Isolados em
Tecido Adiposo Retroperitoneal. Quantificagéo realizada em teste bioldgico in vitro, a partir de adipécitos

isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos na situacédo basal e na estimulada

por insulina. Valores expressos em (nmoI.lO6 células.h'l). Diferencas significativas apenas entre situagao basal e
estimulada por insulina w vs basal correspondente (p<0,05).

LIPOLISE SUB [Glicerol] (nmol/10° celulas) n=4-5/grupo
SC SM TC ™
BASAL 1150,18+417,8 999,92+155,9 1267,64+£348,44 634,72+120,9
ESTIMULADO  5476,25+1089,8 w 4824,0+317,9 w* 5274,0£523,8 w 3371,2+316,5 w*

Tabela B.22 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Subcuténeo. Quantificagéo realizada em
teste bioldgico in vitro, a partir de adipécitos isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde & média + EPM

dos grupos na situagdo basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/lO6 células). Diferencas
significativas (w) vs basal correspondente; (*)SM e TM vs SC e TC (p<0,05).

LIPOLISE RP [Glicerol] (nmol/10° celulas) n=3-4/grupo
SC SM TC ™
BASAL 3012,0+834,9 2870,33+£552,3 3452,0+£860,9 1791,7+£349,3
ESTIMULADO  12471,0+1507,2 w 11528,0+909,3 w* 14078,7+636,0 w 9391,0+1470,2 w*

Tabela B.23 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Retroperitoneal. Quantificago realizada
em teste bioldgico in vitro, a partir de adipdcitos isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde a média +

EPM dos grupos na situacdo basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/lO6 células).
Diferencas sianificativas (w) vs basal corresnondente: (Y\SM e TM vs SC e TC (n<0.05).

SENSIBILIDADE LIPOLITICA (Log EC50) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
SUB -2,00+0,09 -1,92+0,09 -1,89+0,05 -2,04+0,05
RP -2,18+0,02 -2,29+0,11 -2,04+0,11 -2,23+0,04

Tabela B.24 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Subcutaneo e Retroperitoneal. Cada

valor corresponde a média + EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos. Valores expressos em Log. Nao
foram constatadas diferencas significativas.
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LIPOLISE SUB POR AREA [Glicerol] (nmol/cm?) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
BASAL 7,51+2,05 7,50+0,96 8,52+2,51 6,46+1,70
ESTIMULADO 37,234,005 w 36,56%1,28 w 34,59+1,92 w 32,65£1,57 w

Tabela B.25 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Subcut@neo. Quantificagéo realizada em
teste bioldgico in vitro, a partir de adipécitos isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde a média + EPM

dos grupos na situacdo basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cmz). Diferencas
significativas (w) vs basal correspondente (p<0,05).

LIPOLISE RP POR AREA [Glicerol] (nmol/ cm?) n=3-4/grupo

SC SM TC ™
BASAL 12,06+2,42 10,62+0,87 12,95+3,54 10,23+2,23
ESTIMULADO 51,82+2,59 w 44,57+5,65 w 52,39£3,26 w 51,70%£1,71 w

Tabela B.26 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Retroperitoneal. Quantificagdo realizada
em teste bioldgico in vitro, a partir de adipdcitos isolados no dia do sacrificio. Cada valor corresponde a média +

EPM dos grupos na situacdo basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cm?). Diferencas
sianificativas () vs hasal carresnondente (n<0.05).

SENSIBILIDADE LIPOLITICA (Log EC50) n=4-5/grupo

SC SM TC ™
SUB -2,00+0,09 -1,92+0,09 -1,89+0,05 -2,04+0,05
RP -2,18+0,02 -2,06+0,16 -2,05+0,11 -2,23+0,04

Tabela B.27 Atividade Lipolitica em Tecido Adiposo Subcutaneo e Retroperitoneal. Cada

valor corresponde a média + EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos. Valores expressos em Log. Nao
foram constatadas diferencgas significativas.

EXPRESSAO GENICA Beta-1 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SUB 1,00+0,22 0,77+0,17 0,74+0,10 0,62+0,13
RP 1,00+0,33 1,06+0,44 0,33+0,10* 0,29+0,03*

Tabela B.28 Expressdo Génica do Receptor Adrenérgico Beta-1. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo do Beta-1 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde & média + EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
Diferencas significativas em consequéncia do treinamento fisico em ambos os tecidos (*) TC e TM vs SC e SM
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EXPRESSAO GENICA Beta-2 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SuUB 1,00+0,25 1,02+0,17 1,05+0,09 1,16+0,10
RP 1,00+0,17 1,59+0,66 0,62+0,13 0,99+0,13

Tabela B.29 Expressdo Génica do Receptor Adrenérgico Beta-2. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo do Beta-2 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde a média = EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
N&o foram constatadas diferencas significativas.

EXPRESSAO GENICA Beta-3 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SUB 1,00+0,26 0,88+0,18 1,26+0,19 1,25+0,33
RP 1,00+0,21 1,38+0,66 0,69+0,21 0,81+0,08

Tabela B.30 Expressado Génica do Receptor Adrenérgico Beta-3. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo do Beta-3 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde & média = EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
Nao foram constatadas diferencas significativas.

EXPRESSAO GENICA Alfa-2a (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SuUB 1,00+0,17 1,19+0,26 2,11+0,13* a 1,59+0,29*
RP 1,00+0,20 0,80+0,22 0,56+0,10 0,81+0,24

Tabela B.31 Expressdo Génica do Receptor Adrenérgico Alfa 2a. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo do Alfa-2a e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde & média + EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
Diferencas significativas (a) vs.SC (*) TC e TM vs SC e SM (p<0,05).

EXPRESSAO GENICA HSL (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SuUB 1,00+0,37 1,13+0,32 1,33+0,33 1,50+0,31
RP 1,00+0,23 1,17+0,33 0,63+0,17 0,94+0,13

Tabela B.32 Expressdo Geénica da Enzima Lipolitica HSL. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razao entre os produtos de amplificacdo da HSL e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do controle.
Cada valor corresponde a média + EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA). N&o foram
constatadas diferencas significativas.
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EXPRESSAO GENICA Perilipina-1 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SuUB 1,00+0,35 0,90+0,28 2,07+0,35* a 2,22+0,48*
RP 1,00+0,21 1,05+0,35 0,65+0,15 0,81+0,17

Tabela B.33 Expressdo Génica da Proteina Perilipina-1. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo da Periilipina-1 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde a média = EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
Diferencas significativas (a) vs. SC (*) TC e TM vs SC e SM (p<0,05).

EXPRESSAO GENICA Aquaporina-7 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SUB 1,00+0,45 1,32+0,46 2,08+0,29* 2,04+0,47*
RP 1,00+0,21 1,26+0,29 0,82+0,23 0,95+0,21

Tabela B.34 Expressdo Geénica da Proteina Aquaporina-7. Amostras do tecido foram
homogeneizadas em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a
razdo entre os produtos de amplificacdo da Aquaporina-7 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do
controle. Cada valor corresponde a média = EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).
Nao foram constatadas diferencas significativas. (*) TC e TM vs SC e SM (p=0,0507).

EXPRESSAO GENICA FABP-4 (UA) n=5/grupo

SC SM TC ™
SUB 1,00+0,31 1,14+0,27 1,23+0,13 1,45+0,25
RP 1,00+0,20 1,19+0,30 0,82+0,22 1,01+0,14

Tabela B.35 Expressdo Génica da Proteina FABP-4. Amostras do tecido foram homogeneizadas
em Trizol e 0 RNA total extraido e submetido a reacdo de RT-PCR. As barras expressam a razdo entre 0s
produtos de amplificacdo da FABP-4 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do controle. Cada valor

corresponde a média + EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA). Nao foram constatadas
diferencas significativas.



