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Resumo

Américo ALV. Prevencdo da obesidade e da resisténcia a insulina através do
treinamento fisico aerdbio: Papel do sistema renina angiotensina no tecido adiposo

branco [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

A obesidade é fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (RI),
diabetes tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares, e o treinamento fisico aerébio (TFA)
€ recomendado para a prevencao e o tratamento de tais doencas. O sistema renina
angiotensina (SRA), especificamente as alcas ECA/Ang IlI/AT1 e ECA2/Ang (1-7)/Mas,
esta envolvido no desenvolvimento e progressdo da obesidade e da RI, e por isso é
considerado um potencial alvo terapéutico. O objetivo do estudo foi investigar se a
prevencédo da obesidade e da RI esta associada com a modulacédo das alcas do SRA
no tecido adiposo branco (TAB). Para isso, camundongos machos adultos C57BL6/J
foram separados em grupos (n=10/grupo) sedentarios (SED) alimentados com dieta
normocalérica (NO) e de cafeteria (CAF) (SED-NO e SED-CAF) e treinados (TF)
alimentados com dieta NO e CAF (TF-NO e TF-CAF). O TFA foi realizado
simultaneamente com as dietas durante 8 semanas. Os resultados revelaram que o
grupo SED-CAF apresentou maior peso corporal e adiposidade, intolerancia a glicose e
RI, enquanto o TFA preveniu tais prejuizos no grupo TF-CAF. No TAB periepididimal
(TAB-PE), os grupos SED-CAF e TF-CAF reduziram a expressdao de p-AKT,
aumentaram a expressao de ATGL, p-HSL e IL-6. Embora a ECA2 sérica tenha
aumentado nos grupos TF-NO e TF-CAF, e a Ang (1-7) sérica aumentado no grupo TF-
NO, ndo houve modificacdo nos componentes de ambas as algas do SRA no TAB-PE.
No TAB subcutaneo (TAB-SC), o TFA reduziu a razdo p-AKT/t-AKT e aumentou a
expressdo da ATGL nos grupos TF-NO e TF-CAF e, aumentou a t-HSL e razéo p-
HSL/t-HSL no TF-CAF. O TFA preveniu a hipertrofia dos adip6citos no TF-CAF e
aumentou a expressao da UCP-1 apenas no TF-NO. O grupo TF-CAF aumentou a
expressao dos receptores AT1, AT2 e Mas, enquanto o TF-NO aumentou a Ang (1-7) e
a razao Ang (1-7)/Ang Il no TAB-SC. Foi observada correlacéo positiva entre a UCP-1
e a constante de decaimento de glicose (Kitt) e, entre a UCP-1 e a Ang (1-7). O TFA
preveniu a obesidade e a Rl em animais submetidos a dieta de cafeteria, e a



vi

contribuicdo do TAB-PE e do TAB-SC foi por meio da reducdo na expressao de
proteinas envolvidas na sinalizacdo da insulina e do aumento na expressao de
proteinas sinalizadoras de lipdlise. Além disso, o TFA ndo impediu o aumento de
marcador inflamatério no TAB-PE, porém preveniu o prejuizo na expressao de genes
termogénicos no TAB-SC induzido pela dieta de cafeteria. A inalteracdo ou a
modulacao parcial de componentes das alcas ECA/Ang II/AT1 e ECA2/Ang(1-7)/Mas
no TAB-PE sugere que o SRA ndo participou dos efeitos induzidos pelo TFA
associados a prevencao de obesidade e RI. No entanto, no TAB-SC, o aumento na
concentracdo de Ang (1-7) no grupo dieta normocalérica e dos receptores Mas e AT2
no grupo dieta cafeteria induzido pelo TFA, sugerem a contribuicdo do SRA na

prevencao de obesidade e RI.

Descritores: obesidade; resisténcia a insulina; exercicio; tecido adiposo branco;

Browning; sistema renina angiotensina.
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Abstract

Américo ALV. Prevention of obesity and insulin resistance through aerobic physical
training: Role of the renin angiotensin system in white adipose tissue [thesis]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Obesity is a risk factor for the development of insulin resistance (IR), type 2 diabetes
(T2D) and cardiovascular disease, and aerobic exercise training (AET) is recommended
for the prevention and treatment of such diseases. The renin angiotensin system (RAS),
specifically the ACE/Ang II/AT1 and ACE2/Ang (1-7)/Mas, is involved in the
development and progression of obesity and IR, and is therefore considered a potential
therapeutic target. The aim of the study was to investigate whether the prevention of
obesity and IR is associated with the modulation of the RAS axis in white adipose tissue
(WAT). For this, adult male C57BL6/J mice were divided into groups (n= 10/group)
sedentary (SED) fed normocaloric diet (NO) and cafeteria diet (CAF) (SED-NO and
SED-CAF) and trained (TF) fed NO and CAF diet (TF-NO and TF-CAF). The AET was
performed simultaneously with the diets for 8 weeks. The results showed that the SED-
CAF group presented higher body weight and adiposity, glucose intolerance and IR,
while AET prevented such damages in the TF-CAF group. In the periepididimal WAT
(WAT-PE), the SED-CAF and TF-CAF groups reduced the expression of p-AKT,
increased the expression of ATGL, p-HSL and IL-6. Although serum ACE2 increased in
the TF-NO and TF-CAF groups, and Ang (1-7) increased in the TF-NO group, there was
no change in the components of both RAS axis in WAT-PE. In the subcutaneous WAT
(WAT-SC), AET reduced the p-AKT/t-AKT ratio and increased ATGL expression in TF-
NO and TF-CAF groups and increased t-HSL and p-HSL/t-HSL ratio in TF-CAF. AET
prevented adipocyte hypertrophy in TF-CAF and increased UCP-1 expression only in
TF-NO. The TF-CAF group increased the expression of AT1, AT2 and Mas receptors,
whereas TF-NO increased Ang (1-7) and Ang (1-7)/Ang Il ratio in WAT-SC. Positive
correlation was observed between UCP-1 and the glucose decay constant (Kitt) and
between UCP-1 and Ang (1-7). In conclusion, AET prevented obesity and IR in animals
submitted to the cafeteria diet, and the contribution of WAT-PE and WAT-SC was

reducing the expression of proteins involved in insulin signaling and increasing the
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expression of signaling proteins of lipolysis. In addition, AET did not prevent the
increase of inflammatory marker in the WAT-PE, but prevented the loss in the
expression of thermogenic genes in the WAT-SC induced by the cafeteria diet. The
unalteration or partial modulation of components of the ACE/Ang IlI/AT1 and ACE2/Ang
(1-7)/Mas axis in WAT-PE suggests that RAS did not participate in the AET-induced
effects associated with prevention of obesity and IR. However, in the WAT-SC, the Ang
(1-7) concentration increase in the normocaloric diet group and the Mas and AT2
receptors increase in the cafeteria diet group induced by AET suggest the association of
RAS with the prevention of obesity and IR.

Descriptors: obesity; insulin resistance; exercise; adipose tissue, white; Browning;

renin angiotensin system.
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1. Introducéo

A obesidade é uma doenca cronica e epidémica caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo branco (TAB). E resultante do balango energético positivo,
decorrente da reducdo na pratica de exercicio fisico e do aumento no consumo de
alimentos com alto teor caldrico, com adi¢cdo de acUcares e de gordura (OMS, 2017;
DIAS, 2011; PEREIRA, 2003). A obesidade tornou-se um dos problemas mais
importantes de saude publica, pois é considerada uma das cinco principais causas de
morte no mundo, sendo fator de risco para o desenvolvimento de diversas outras
doencas como diabetes tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares, dislipidemia,
nefropatias e cancer. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 1,9
bilhdo de adultos com mais de 18 anos apresentavam excesso de peso corporal em
2016. Acima de 650 milhdes de adultos foram diagnosticados com obesidade, o
equivalente a 13% da populagdo adulta do mundo (11% dos homens e 15% das
mulheres). No Brasil, de acordo com os dados publicados pelo Ministério da Saude, o
sobrepeso e a obesidade atingem 53,8% e 18,9% da populagdo brasileira,
respectivamente (VIGITEL, 2017).

Devido a alta taxa de morbidade e mortalidade, a prevencdo da obesidade tem
sido cada vez mais preconizada mundialmente (OMS, 2017; IASO, 2012). A
investigagdo dos mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento e na
progressao das doencas metabdlicas, como por exemplo, a obesidade e o DM2, pode
contribuir diretamente para a descoberta de potenciais alvos terapéuticos. Nesse
contexto, os estudos envolvendo o sistema renina-angiotensina (SRA) tém sido

amplamente abordados na literatura.

O SRA é composto por uma cascata coordenada de proteinas e hormdnios
peptidicos, amplamente estudado como determinante da homeostase e da
hemodinamica cardiovascular, em funcdo das acdes que exerce sobre a regulacao da
pressao arterial e do balanco de fluidos e eletrolitos (INAGAMI et al., 1994; OIGMAN &
NEVES, 2000). Estudos mostraram que os componentes do SRA sao expressos pelos

adipécitos do TAB e exercem papel importante na progressao da resisténcia a insulina



(RI) e do DM2 (PAHLAVANI et al., 2017; SLAMKOVA et al., 2016). A hiperatividade da
alca classica do SRA composta pela enzima conversora de angiotensina (ECA), o
peptideo Angiotensina Il (Ang 1) e o receptor AT1 (ECA/Ang II/AT1) estad associada
com prejuizos teciduais observados nas doencas metabdlicas (PAHLAVANI et al.,
2017; SANTOS et al., 2015; TABONY et al., 2011; BAILEY et al., 2013). No TAB, a Ang
Il promove crescimento e diferenciacdo de adipdcitos (SLAMKOVA et al.,, 2016;
ZORAD et al., 2006), induz aumento na atividade de enzimas lipogénicas (PAHLAVANI
et al.,, 2017; MARCUS et al., 2013), obesidade e progressdo do DM2 (SLAMKOVA et
al., 2016; STERN et al., 2013).

Por outro lado, uma al¢a diferente do SRA que inclui a ECA2 (enzima homologa
a ECA, que converte Ang Il em Ang (1-7)), o peptideo Angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) e
o receptor Mas (alca ECA2/Ang (1-7)/Mas) (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al.,
2000; SANTOS et al., 2003), pode representar um alvo terapéutico para reduzir a
obesidade e 0 DM2 (FRANTZ et al., 2018; CHHABRA et al., 2013; ECHEVERRIA-
RODRIGUEZ et al., 2014). Isso se deve as a¢des metabolicas da Ang (1-7) no TAB,
gue incluem aumento da lipdlise (PAHLAVANI et al., 2017; OH et al., 2012), reducao da
adiposidade e melhora do perfil lipidico (LOLOI et al., 2018; SANTOS et al., 2010),
atenuacdo das manifestagbes da sindrome metabdlica, aumento da captacdo de

glicose e reducéo do estresse oxidativo (LIU et al., 2011).

O treinamento fisico aerdbio (TFA) tem sido amplamente utilizado para a
prevencao e o tratamento da obesidade e da RI, pois proporciona a reducdo do peso
corporal e do tecido adiposo (MARWICK et al., 2009; MALIN et al., 2012; HIGA et al.,
2014), melhora a funcdo mitocondrial e aumenta a oxidacdo de acidos graxos (AG)
(FRANTZ et al., 2018; KELLEY et al., 2001). Além disso, o TFA promove outras
adaptacdes que contribuem para a prevencdo da obesidade e da RI, como por
exemplo, a melhora no perfil inflamatoério (ELMER et al., 2016; CONTI et al., 2015) e a
diferenciacdo de adipocitos com caracteristicas marrons no TAB (browning do TAB), 0s
guais apresentam maior capacidade termogénica e de gasto energético (FRANTZ et
al., 2018; CHEN et al., 2017; SCALSO et al., 2014; ELSEN et al., 2014; BARTELT &
HEEREN, 2014).



Diversos mecanismos acionados pelo TFA ja foram elucidados na literatura, e é
sabido que parte das respostas benéficas do TFA pode ser mediada pela reducédo da
alca ECA/Ang II/AT1 sistémica e tecidual (FRANTZ et al., 2017; SILVA et al., 2017;
FERNANDES et al., 2011; CIAMPONE et al., 2011). Quanto aos efeitos do TFA sobre a
alca ECA2/Ang (1-7)/Mas e a prevencgdo de doencas metabdlicas, ainda se sabe muito
pouco. Em sintese, novos estudos sdo necessarios para o melhor entendimento dos
efeitos do TFA sobre as algcas do SRA no TAB e a repercussao para a prevencao da
obesidade e da RI. Diante disso, o presente estudo prop0s investigar se a prevencao
da obesidade e da RI por meio do TFA estava associada com a modulagéo das algcas
do SRA no TAB. A hipotese testada foi de que o TFA previne a obesidade e a RI
através da melhora no metabolismo de substratos energéticos e inducdo do browning
no TAB, e que tais efeitos estariam associados a reducdo da algca ECA/Ang II/AT1 e/ou
aumento da algca ECA2/Ang (1-7)/Mas no TAB.

2. Revisao de literatura

2.1 Caracteristicas morfofuncionais do tecido adiposo

Essencialmente, todas as espécies animais evoluiram para armazenar energia
na forma de triglicerideos (TG) (SCHOETTL et al., 2018). O tecido adiposo € o principal
orgao responsavel pelo armazenamento de lipidios, podendo ser diferenciado em TAB
ou tecido adiposo marrom (TAM). Ambos o0s depositos apresentam diferentes
caracteristicas morfologicas, funcionais e moleculares (SCHOETTL et al., 2018; BODIS
& RODEN, 2018; IBRAHIM, 2010).

O TAB contribui majoritariamente para a constituicdo do reservatério energético
no organismo, pois as suas células (adipécitos) sado capazes de armazenar lipidios no
citoplasma na forma de TG. Este armazenamento ocorre em uma Unica goticula
lipidica, o que confere a estes adipdcitos caracteristica unilocular. J4 o TAM, é formado
predominantemente por adipdcitos marrons contendo multiplas pequenas goticulas
lipidicas, alto conteddo de mitocondrias e é altamente vascularizado e inervado, de

modo que quase cada célula tem seu préprio terminal nervoso. Em roedores, o0s



depositos de TAM estéo distribuidos nas regides interescapular, subescapular, axilar,
perirrenal e periadrtica (SCHOETTL et al., 2018; JEZEK et al., 2018). O sistema
nervoso simpatico regula centralmente a termogénese estimulada pela norepinefrina
via receptores [(3-adrenérgicos em roedores, e mais predominantemente por
receptores 31-adrenérgicos em humanos (JEZEK et al., 2018). Diferentemente do TAB,
o TAM tem como principal funcdo a manutencédo da temperatura corporal devido a alta
capacidade que os adipécitos apresentam para dissipar energia na forma de calor.
Além disso, a participagdo do TAM na manutencdo da homeostase energética também
foi evidenciada na literatura (SCHOETTL et al., 2018; BODIS & RODEN, 2018;
RICHARD & PICARD, 2011).

Na maioria das espécies, incluindo roedores e humanos, os adipdcitos séo
organizados em depoésitos de TAB anatomicamente distintos, os quais podem ser
amplamente divididos em depdésitos viscerais (entre os 6rgdos abdominais) e
subcutaneos (sob a pele). O local priméario de armazenamento de energia varia entre
as especies, de forma que nos invertebrados, como anfibios e répteis, o
armazenamento ocorre preferencialmente nos depdsitos viscerais, enquanto nos
mamiferos esse armazenamento ocorre tanto nos depdsitos viscerais quanto
subcutaneos (Figura 1) (SCHOETTL et al., 2018).

Em humanos, o TAB subcutaneo (TAB-SC) & composto pelos depdsitos
cranianos, faciais, abdominais, femorais e gluteos, sendo responsaveis pela protecao
contra danos mecéanicos e perda de calor (ALEXANDER et al., 2015; KASZA et al.,
2014). J4 o TAB visceral, é formado pelos depdsitos retroperitoneal, periepididimal,
omental, mesentérico, mediastial e epicardial, e assim como o TAB-SC, apresenta
como funcéo a protecdo dos 6rgdos (SCHOETTL et al., 2018; BODIS & RODEN, 2018;
FONSECA-ALANIZ et al., 2006). No entanto, a propor¢ao individual de TAB-SC para
TAB visceral varia de acordo com a idade, sexo, nutricdo, homeostase energética de
depositos especificos e genética (BJORNDAL et al., 2011; SHUNGIN et al., 2015;
BODIS & RODEN, 2018). Dependendo das diferencas especificas pelo sexo, o TAB
visceral € responsavel por 6% a 20% e o TAB-SC por 80% a 90% do tecido adiposo do
corpo inteiro (BODIS & RODEN, 2018).
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Figura 1: Tipos de tecido adiposo em roedores e humanos. Adaptado de SCHOETTL
et al., 2018.

Do ponto de vista metabdlico, o TAB-SC é responsavel pela maior expresséo de
adipocinas, tais como leptina e a proteina estimulante de acilagdo, quando comparado
aos depositos de TAB visceral. Porém, os depoésitos de TAB visceral sdo considerados
mais ativos, por apresentarem maior sensibilidade a lipdlise via catecolaminas e B-
adreno receptores, maior liberacdo de AG, maior resisténcia a agdo da insulina, maior
secrecdo de adipocinas ligadas aos processos pré-inflamatérios como resistina, Ang |l
e interleucina 6 (IL-6). Além disso, o TAB visceral estd mais relacionado com risco
cardiometabdlico devido ao aumento de citocinas pré-inflamatérias, pro-aterogénicas e
de macréfagos (BODIS & RODEN, 2018; FONSECA-ALANIZ et al., 2006;
HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004; MARINOU et al., 2010).

O TAB néao é apenas responsavel pelo armazenamento de lipidios na forma de
TG através da lipogénese, mas também pela disponibilidade de AG pela lipdlise,
gerando substratos para o metabolismo energético via B-oxidacdo em periodos de
déficit caldrico. A regulacdo de ambos 0s processos ocorre atraveés de nutrientes e
sinais aferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais, e depende das
necessidades energéticas do individuo. (BODIS & RODEN, 2018; CINTI, 2009;



FONSECA-ALANIZ et al., 2006)

A lipolise ocorre a partir da ligacdo da noradrenalina nos receptores beta-
adrenérgicos, o que permite o aumento do AMP-ciclico e a ativacdo da proteina
quinase A (PKA). A PKA fosforila a lipase hormonio sensivel (HSL) nos residuos de
serina 563, 659 e 660 (ARNER, 2005; SHEN et al., 1998) e as perilipinas (SZTALRYD
et al., 2003), permitindo assim, a hidrélise de TG. A lipase de triacilglicerol do adipdcito
(ATGL) e a lipase de monoacilglicerol (MAGL) também exercem papéis importantes no
processo de lipdlise, sendo que a ATGL participa na fase inicial da hidrolise de TG
clivando o primeiro AG e a MAGL cliva o ultimo AG do diacilglicerol finalizado a
hidrolise (ARNER, 2005; BODIS & RODEN, 2018). A acdo da insulina promove a
inibicdo da lipdlise no TAB, reduzindo o glicerol plasmatico e os AG circulantes.
Durante o jejum, baixas concentracbes de insulina e ativagdo dos receptores B-
adrenérgicos pelas catecolaminas, liberadas pela estimulagdo do sistema nervoso
simpatico devido a baixos niveis sanguineos de glicose, favorecem a quebra do
triacilglicerol aumentando as concentracdes de glicerol e liberacdo de AG pelo TAB
(BODIS & RODEN, 2018).

O processo de lipogénese classica é definido pela biossintese de TG a partir da
esterificacdo de AG complexados a coenzima A (CoA) com glicerol-3-fosfato. O
glicerol-3-fosfato € obtido na via glicolitica e os AG podem ser provenientes das
lipoproteinas, da biossintese a partir de Acetil-CoA fornecida pela via glicolitica
(lipogénese de novo), ou ainda oriundos da lipdlise (FONSECA-ALANIZ et al., 2006;
CAWTHORN & SETHI, 2008). As lipoproteinas (quilomicrons e VLDL) compfem a
maior parte dos AG fornecidos para sintese de TG (FONSECA-ALANIZ et al., 2006),
sendo que, o AG ¢é liberado a partir da hidrolise das lipoproteinas pela lipase de
lipoproteina (LPL) (WANG & ECKEL, 2009). Esse AG é transportado para o interior dos
adipdcitos com auxilio de proteinas transportadoras como CD36 e a proteina
transportadora de AG (FATP), onde é acilado com CoA formando acil-CoA pela acil-
CoA sintetase (ACS) (SCHWENK et al., 2010; FONSECA-ALANZ| et al., 2006).
Finalmente, as enzimas glicerol-3 fosfato aciltransferase (GPAT) e diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) sao responsaveis pela parte final do processo esterificando a
acil-CoA juntamente com glicerol-3-fosfato em TG (BODIS & RODEN, 2018; SHI &



CHENG, 2008; TAKEUCHI et al., 2009).

Ja a lipogénese de novo, consiste em processos metabdlicos a partir de
substratos diferentes de lipideos que resultam na biossintese e incorporacdo de TG
nas goticulas de gordura do adipdcito (BODIS & RODEN, 2018; SONG et al., 2018;
FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Esse processo ocorre pela conversao da citrato em
acetil-CoA pela enzima ATP citrato liase (ACL) (WAKIL et al.,1983). A Acetil-CoA
formada é convertida a malonil-CoA pela enzima &cido graxo carboxilase (ACC) que
serd utilizada como substrato para sintese de TG pela enzima &cido graxo sintase
(FAS) (BODIS & RODEN, 2018; SMITH & KAHN, 2018; SONG et al., 2018; FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

2.2 Tecido adiposo, obesidade e resisténcia a insulina

O TAB contribui para regulacdo do metabolismo glicEmico ao captar glicose via
ligacdo da insulina ao seu receptor, seguido da fosforilacdo/ativacdo dos substratos do
receptor da insulina 1 e 2 (IRS1/2). A fosforilacdo do IRS1/2 ativa a fosfatidil inositol 3
quinase (PI3K) promovendo a interacdo entre a proteina quinase dependente de
fosfoinositideos (PDK) e a proteina quinase B (AKT), resultando na
fosforilagdo/ativacdo da AKT. A AKT fosforilada realiza a translocacdo das vesiculas
contendo GLUT4 para a membrana celular, resultando na captacdo da glicose
(SALTIEL & KAHN, 2001; HUANG & CZECH, 2007).

A participacéo do TAB no desenvolvimento de Rl e DM2 tem sido amplamente
estudada na literatura. A associacdo entre o aumento de adiposidade e o
desenvolvimento de RI foi observada em um estudo prévio realizado pelo nosso grupo
em camundongos alimentados com dieta de cafeteria (HIGA et al., 2014). Além disso, a
progressdo da Rl para o DM2 esta diretamente associada a obesidade (IACOBINI et
al., 2018; BAENA-DIEZ et al., 2011; SORIGUER et al., 2012). Isso porque o TAB, além
de constituir o principal reservatoério energético do organismo, exerce importante funcao
fisiolégica ao atuar como um 6rgdo endocrino dinamico produzindo adipocinas que

estdo envolvidas em processos fisiologicos e patolégicos do organismo (JIALAL &



DEVARAJ, 2018; FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006). A Figura 2 ilustra alguns dos

mecanismos gque associa 0 aumento da adiposidade com o desenvolvimento de RI.

inflamatoérias

Figura 2: Desenvolvimento da resisténcia a insulina associado a obesidade. A
hipertrofia dos adip6citos do TAB observada na obesidade resulta em prejuizo na
secrecdo de adipocinas, as quais danificam a sinalizacdo da insulina e provocam
resisténcia a insulina.

A leptina, produzida pelo TAB, inibe o apetite, estimula o metabolismo energético
(FRIEDMAN, 2009), aumenta a sensibilidade a insulina no TAB, no musculo
esquelético e no figado, induz a reducao do conteudo intracelular de lipidios através da
ativacdo da proteina ativada por AMP (AMPK) e de mediadores de sinalizacdo do
sistema nervoso central (ROSEN & SIPEGELMAN, 2006). Porém, individuos obesos
apresentam niveis elevados de leptina sérica, o que resulta no desenvolvimento de
resisténcia a acado desse horménio (OSWAL & YEO, 2010). Estudos com animais
submetidos a dieta hipercalérica mostraram que a expressao de proteinas envolvidas
na sinalizacdo de leptina e de insulina encontra-se prejudicada nesses animais
(MORRISON et al., 2009).

A adiponectina, Unica adipocina sintetizada de maneira inversamente
proporcional a adiposidade corporal, promove o aumento da oxidacdo de AG no
musculo esquelético através da ativacao do receptor por proliferadores de peroxissoma
gama (PPAR-y) e da AMPK (JIALAL & DEVARAJ, 2018; YOON et al., 2006), aumento
da captacdo de glicose nos adipocitos (WU et al., 2003), aumento da secrecao de
insulina e reducdo da concentracdo plasmatica de glicose (YAMAGUCHI et al., 2002).
Reducdes significativas na concentracdo da adiponectina sédo observadas em animais
com DM2 (JIALAL & DEVARAJ, 2018; PUNYADEERA et al., 2005), Rl (HIGA et al.,



2014; SPRANGER et al., 2003) e doencas cardiovasculares (JIALAL & DEVARAJ,
2018; KUMADA et al., 2003).

Os danos metabolicos provocados pelo aumento de adiposidade também sao
consequentes do aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias. Animais
alimentados com dieta hipercalérica apresentam aumento na expressado génica e na
concentracdo sérica de citocinas pré-inflamatérias, tais como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a IL-6 (SCHOETTL et al., 2018; LEE et al., 2010; KIM et al.,
2011). Essas citocinas podem promover Rl através da inativacdo do receptor de
insulina via fosforilagdo do residuo serina (HIROSUMI et al., 2002), através da inducéo
da supressdo da proteina supressora da sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS3)
(HOWARD & FLIER, 2006) e ainda, através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (HOUSTIS et al., 2006).

Engquanto o TAB em excesso contribui para o desenvolvimento Rl e DM2, o TAM
tem sido apontado como um possivel alvo terapéutico para as doencas metabdlicas.
Isso porgque, o metabolismo lipidico no TAM esté envolvido na dissipacéo de energia na
forma de calor, reduzindo assim, a deposi¢cdo de gordura e a obesidade (MONTANARI
et al., 2017; ZHOU et al., 2014).

A ativagdo simpatica em adipécitos marrons induzida pelo frio aumenta a lipdlise,
a captacdo de glicose e a biogénese mitocondrial. Além disso, leva a geracao de calor,
e o papel central da UCP-1 para a termogénese em roedores foi confirmado em
camundongos nocautes UCP1 (JEZEK et al., 2018). A acdo da norepinefrina induz o
acoplamento do receptor B-adrenérgico com uma proteina Gs que ativa a adenilil
ciclase levando a formacdo de um segundo mensageiro, 0 AMPc. Subsequentemente,
o AMPc promove a fosforilagdo mediada pela PKA de enzimas lipoliticas no citosol. Os
AG oriundos da lipdlise sdo oxidados, e as concentracdes de H' no meio
intermembrana da mitocondria aumentam por consequéncia (JEZEK et al., 2018;
CANNON & NEDERGAARD, 2004). Enquanto o gradiente de protons da respiracao
oxidativa leva a sintese de ATP, a acdo da UCP-1 nas mitocondrias do TAM desacopla
o gradiente de prétons, aumentando assim a liberacdo de energia na forma de calor
(MONTANARI et al., 2017; JEZEK et al., 2018) (Figura 3A).
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O potencial de dissipacéo de calor do TAB tem sido amplamente investigado em
funcdo do surgimento de células adiposas beges no TAB induzidas pelo frio, TFA ou
farmacos (B3 agonistas), com grande potencial para modular o balanco energético e
prevenir doengas metabdlicas (FRANTZ et al., 2018; CHONDRONIKOLA & SIDOSSIS,
2018). Nesse contexto, a possibilidade de diferenciar adipécitos com caracteristicas
marrons no TAB (browning do TAB), denominados de bege, que aumentam a
termogénese e o gasto de energia, pode contribuir para o combate da obesidade e das
suas complicagcdes (CHONDRONIKOLA & SIDOSSIS, 2018; SEPA-KISHI & CEDDIA,
2018) (Figura 3B).
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Figura 3: Componentes da respiracdo mitocondrial e acédo da proteina desacopladora
UCP-1 (A). Processo de browning do TAB (B) (Adaptado de Bartelt & Heeren, 2014;
Brondani et al., 2012).
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Segundo OHNO et al. (2012), a ativagdo do fator de transcricado PPARy é
fundamental para a inducdo da expressdo de genes do TAM no TAB, ja que o PPARy
ativa a PRDM16, uma importante proteina reguladora transcricional do TAM. A ativagéo
da AMPK também pode participar do browning do TAB, pois a inibicdo dessa proteina
prejudica o processo de diferenciacdo do TAM. Por outro lado, a estimulacdo da AMPK
por AICAR, um ativador sintético da AMPK, resulta em aumento na expressao da UCP-
1 no TAB (BEDMAR-VILA et al., 2010) possivelmente em decorréncia da ativacdo da
Coativador 1 Alfa do Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma (PGC-1a) (GIRI
et al., 2006) e/ou da inibicdo da cascata de sinaliza¢do induzida pelo proteina alvo de
rapamicina em mamiferos (MTOR) (BEDMAR-VILA et al., 2010; SEPA-KISHI &
CEDDIA, 2018). Apesar de a existéncia de diferentes mecanismos que podem induzir o
browning do TAB, uma lacuna de conhecimento existe sobre a associa¢ao das alcas do
SRA com o browning do TAB e as repercussodes para a prevencéo da obesidade e da
RI.

2.3 Sistema renina angiotensina e doencas metabdlicas

O SRA é um sistema enddcrino que apresenta como fungbes essenciais 0
equilibrio hidromineral, o controle da funcéo cardiovascular e também exerce papel na
patogénese de doencas cardiovasculares (COLAFELLA et al., 2016; MARCUS et al.,
2013). Além dos componentes sistémicos, estudos recentes mostram que O0S
componentes do SRA também séo expressos no TAB e exercem papel importante na
progressao da Rl e do DM2 (SLAMKOVA et al., 2016; MARCUS et al., 2013).

Dentre os principais componentes do SRA circulante estdo a renina, que é
produzida no aparato justaglomerular renal e quando liberada na corrente sanguinea
metaboliza 0 angiotensinogénio, que por sua vez é sintetizado no figado. Este processo
resulta na formacdo do decapeptideo angiotensina | (Ang 1), que posteriormente sera
clivado, através da acdo da ECA em Ang Il. A Ang Il € um octapeptideo que age
preferencialmente através do receptor AT1, exercendo fungcdes como vasoconstricao,
estimulacdo da secrecdo de aldosterona, estimulacdo do crescimento celular e o

acumulo de colageno. A Ang Il também se liga ao receptor AT2, induzindo efeitos
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opostos aos observados na interacdo com o receptor AT1 (COLAFELLA et al., 2016;
BARROSO et al., 2002; GONCALVES et al., 2004), tais como vasodilatacdo, secrecao

de oOxido nitrico e inibicdo do crescimento celular (SANJULIANI et al., 2011).

De maneira interessante, os niveis de RNA mensageiro do angiotensinogénio
sdo 60% maiores no TAB do que no figado. Estudos tém demonstrado que a
expressdo de RNAmM do angiotensinogénio € regulada por AG livres e que o0s
glicorticoides aumentam e a insulina diminuem a expressao (BARROSO et al., 2002).
Individuos obesos e resistentes a insulina apresentam maior expressdo de RNAm do
angiotensinogénio (BARROSO et al., 2002) em funcdo do aumento crénico da lipdlise,
da disponibilidade de AG na circulacdo e reducdo da acédo da insulina (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

A Ang Il produzida no TAB desempenha papel importante na diferenciacdo de
adipécitos e na sensibilidade a insulina quando age através do receptor ATI1,
principalmente em animais obesos e resistentes a insulina (JINJ et al.,, 2013;
SLAMKOVA et al., 2016). A Ang Il também controla a adiposidade corporal por meio da
regulacédo da sintese e armazenamento de lipideos, mediando o aumento no conteudo
de TG e na atividade de duas enzimas lipoliticas, a acido graxo sintetase (FAS) e a
glicerol-3-fosfato desidrogenase (BARROSO et al., 2002; SLAMKOVA et al., 2016). A
Ang Il estd associada ao desenvolvimento de RI, e alguns mecanismos ja foram
descritos, tais como inibicdo da secrecao de adiponectina (MORI et al., 2007), inibic&o
da sinalizagdo intracelular de insulina (MORI et al.,, 2007), aumento do estresse
oxidativo e, inducado da inflamacgé&o via ativacdo de TNF-a, MCP-1 e IL-6 (MARCUS et
al., 2013). Em estudos clinicos, o tratamento com bloqueadores do receptor AT1 e
inibidores da ECA melhorou a RI e impediu o desenvolvimento de DM2, revelando a
associacdo entre a hiperatividade da alga ECA/Ang2/AT1, o desenvolvimento e a
progressdo do DM2 (JINJ et al., 2013).

Outra alca do SRA, com acdo antagdnica a alca ECA/Ang IlI/AT1, é formada pela
ECA2/Ang (1-7)/Mas (FERRARIO et al., 1997; SANTOS & FERREIRA, 2007; STERN
et al., 2013). A Ang (1-7) é um heptapeptideo formado principalmente a partir da Ang Il

pela acédo da enzima ECA2, cujas acdes séo exercidas via ligagdo com o receptor Mas
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(TALLANT et al., 2005; FERRARIO et al., 1997; SANTOS & FERREIRA, 2007). A Ang
(1-7) apresenta importantes funcdes cardioprotetoras, induzindo respostas opostas as
da Ang IlI, incluindo efeitos anti-hipertensivos, anti-hipertréficos, anti-fibroticos e
propriedades anti-trombaéticos (GIANI et al., 2010; FERRARIO et al., 1997; SANTOS &
FERREIRA, 2007).

Estudos sugerem a associacdo entre a reducdo dos componentes da alca
ECA2/Ang (1-7)/Mas e a obesidade (LOLOI et al., 2018; SANTOS et al.,, 2013;
WILLIAMS et al., 2016; ANDRADE et al., 2014). Além disso, ratos com aumento de
Ang (1-7) apresentam reducdo do peso corporal e de interleucina 1 B (IL-1B) e ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) no TAB, refletindo em melhora no metabolismo da glicose
hepéatica (SANTOS et al.,, 2013). A administracdo oral de Ang (1-7) proporciona
importante reducdo no peso corporal e na massa de tecido adiposo, diminuicdo do
colesterol total e triglicérides, aumento da sensibilidade a insulina, da tolerancia a
glicose e diminuicdo da expressao de RNAmM de citocinas pro-inflamatorias. Além disso,
pode-se observar diminuicdo na expressao de receptor do tipo Toll (TLR4) e MAP
quinase (MAPK) no figado associada com a diminuicdo da ECA e aumento da ECA2
(SANTOS et al., 2013).

A participacdo da Ang (1-7) na sinalizacdo de insulina esta descrita na literatura
(OH et al., 2012; SANTOS et al., 2014). Sabe-se que a fosforilacdo do IRS-1 em
Ser307 e Ser612 gera danos na sinalizacdo da insulina, e que a Ang (1-7) exerce efeito
positivo sobre a sinalizagéo da insulina através da diminui¢cdo da fosforilagdo do IRS-1
em Ser612 e aumento da fosforilagdo da AKT no TAB (SANTOS et al., 2014). No mais,
a Ang (1-7) estimula a lipdlise via Mas receptor/PI3K/eNOS (OH et al., 2012), estimula
a secrecao de adiponectina, e o aumento no metabolismo de AG via ativacdo da
AMPK. A administracdo oral de Ang (1-7) induz aumento dos niveis do GLUT-4
(ANDRADE et al., 2014), e o aumento de Ang (1-7) sistémica melhora o metabolismo
da glicose e de lipidios (LOLOI et al., 2018; BILMAN et al., 2012; SANTOS et al., 2012).
Coletivamente, os achados na literatura até o presente momento reportam que a
ativacéo da alca ECA/ANg II/AT1 esta associada a danos metabdlicos e, a ativacédo da
alca ECA2/Ang (1-7)/Mas pode ser benéfica para o controle metabdlico do organismo.

A Figura 4 sintetiza os principais componentes do SRA e as a¢0es desencadeadas no
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organismo.
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Figura 4: Representacdo das algcas ECA/Ang IlI/AT1 e ECA2/Ang (1-7)/Mas do SRA e
as agdes no organismo.

2.4 Treinamento fisico aerdbio e prevencédo de doencas metabdlicas

O TFA é uma ferramenta nao farmacoldgica que promove efeitos benéficos em
parametros como glicemia, perfil lipidico e composicéo corporal (MADDEN et al., 2013).
Por isso, o TFA tem sido amplamente recomendado para individuos obesos, pois
promove o aumento do gasto energético, o uso de AG como fonte de energia (LIMA-
SILVA, 2006), melhora o balanco energético e reduz a adiposidade corporal (IRVING et
al., 2008; GOLLISH et al., 2009; HUNTER et al., 2010; XU et al., 2011), aumenta a
sensibilidade do receptor de insulina e a expressao do transportador de glicose GLUT-4
(KIM et al., 2004), reduz os niveis de hemoglobina glicada (UMPIERRE et al., 2011),
refletindo em ampla melhora no perfil glicémico (KLIMCAKOVA et al., 2006). Além
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disso, o TFA é capaz de alterar o balanco de marcadores pré e anti-inflamatério,
reduzindo os proé-inflamatérios como TNF-alfa e MCP-1, e aumentando os anti-
inflamatérios como adiponectina e IL-10 (FRANTZ et al., 2018; SPERETTA et al., 2014;
PRADO et al., 2010). A reducado de citocinas inflamatorias também é observada em
ratos diabéticos submetidos ao TFA (KIM et al., 2014).

Em um estudo prévio do nosso grupo realizado com animais alimentados com
dieta de cafeteria, observamos aumento na adiposidade corporal, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, reducdo da adiponectina, prejuizos na
capacidade oxidativa e aumento na capacidade lipogénica do TAB, entre outros
parametros avaliados (HIGA et al., 2014). Contudo, a associacao do TFA neste modelo
experimental, preveniu o aumento dos niveis de glicose em jejum, a intolerancia a
glicose e a hiperinsulinemia. Além disso, melhorou a atividade lipolitica, impediu o
aumento das enzimas lipogénicas, melhorou a oxidac&o de lipidio no TAB, evitando o
acumulo de gordura e, portanto, prevenindo o desenvolvimento da resisténcia a
insulina (HIGA et al., 2014). Embora parte das respostas metabdlicas do TAB tenha
sido associada a ativacao da via da AMPK, novos experimentos S80 necessarios para
entendermos os mecanismos envolvidos no metabolismo do TAB que participam da
prevencdo da obesidade e da Rl com o TFA. Nesse contexto, sabendo que o SRA
exerce importante papel para o controle metabdlico, e que variagcdes na massa do TAB
refletem em mudancas nos componentes do SRA, este estudo se propds a investigar a

contribuicdo das algcas do SRA para a prevencédo da obesidade e da RI.

E sabido que o TFA induz o browning do TAB, com células adiposas com maior
conteudo mitocondrial e potencial termogénico, o que pode melhorar o potencial
oxidativo e prevenir doencas metabdlicas (FRANTZ et al., 2018; BOSTROM et al.,
2012). O aumento no gasto energético no TFA induz a expressao de AMPK e PGC1a,
as quais podem ativar mecanismos de diferenciacdo dos adipécitos marrons no TAB
(ZHOU et al.,, 2014; NORHEIM, et al., 2014; BARTELT & HEEREN, 2014). Essa
resposta pode ser benéfica para a célula adiposa, pois aumenta o potencial de
dissipacéo de calor, e consequentemente, evita 0 aumento dos depdésitos de TAB. No
entanto, ainda existe uma lacuna de conhecimento sobre a participacédo das alcas do
SRA no browning do TAB induzido pelo TFA.
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Os efeitos do TFA sobre os componentes do SRA e as possiveis repercussées
para a prevencao e o tratamento de doencas séo relativamente recentes na literatura, e
em grande parte voltados para o sistema cardiovascular. E sabido que o TFA é capaz
de reduzir os niveis plasmaticos de Ang Il, de reduzir as concentracdes de ECA e Ang
Il, e aumentar as concentragbes de ECA2 e Ang (1-7) no coragcdo de ratos
espontaneamente hipertensos (GOMES-FILHO et al., 2008). Fernandes et al. (2011)
observaram aumento na ECA2 e Ang (1-7) no coracéo de ratos treinados, e Guimaraes
et al. (2012) demonstraram aumento de Ang (1-7) sisttmica em camundongos knock
out para o receptor Mas treinados. Gomes-Santos et al. (2014) estudaram a alca
ECA2/Ang (1-7)/Mas no musculo esquelético de ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados, e revelaram que o TFA normaliza a ECA2 e reduz a ECA no plasma, mas
ndo altera no muasculo esquelético. Observou-se também aumento na razdo Ang (1-
7)IAng 1l no plasma, normalizacdo dos niveis de Ang Il musculares e, aumento da Ang
(1-7) e receptor Mas nos muasculos plantar e soleo, respectivamente. Mais
recentemente, Frantz et al. (2017) observaram que o TFA também foi capaz de

aumentar o eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas no figado de ratos com sobrecarga de frutose.

Considerando que o acumulo de massa do TAB pode ser consequente do
prejuizo na habilidade em lidar com o excesso de lipidios devido ao maior
armazenamento e/ou reducdo da capacidade oxidativa tecidual, que a maior massa do
TAB esta associada ao desenvolvimento de RI, e que o TFA pode modular o
metabolismo do TAB e os componentes do SRA, no presente estudo avaliamos 0s
efeitos do TFA sobre as alcas do SRA no TAB, o metabolismo de substratos

energéticos e o browning do TAB.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar se a prevencado da obesidade e da Rl por meio do TFA esta associada
com a modulacao das alcas do SRA ECA/Ang II/AT1 e ECA2/Ang (1-7)/Mas no TAB.

3.2 Especificos

Estudar em camundongos sedentéarios e treinados, submetidos a dieta controle

normocaldrica e de cafeteria:
a. o0 peso corporal e o metabolismo de glicose;

b. a expressédo de proteinas envolvidas no metabolismo de glicose e de lipidio
no TAB;

c. marcadores de termogénese/browning no TAB;

d. contetdo de enzimas, peptideos e receptores das alcas do SRA no TAB.
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4. Materiais e métodos
4.1. Amostra

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas de vida (18 a
22g), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP. Os animais
foram separados aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n= 10 animais por grupo),
de acordo com o tipo de tratamento (sedentario - SED ou submetido ao treinamento
fisico - TF) e de dieta (normocalérica - NO ou de cafeteria - CAF): SED-NO =
Sedentario alimentado com dieta normocalérica; TF-NO = Treinado alimentado com
dieta normocaldrica; SED-CAF = Sedentario alimentado com dieta de cafeteria; TF-
CAF = Treinado alimentado com dieta de cafeteria. Todos 0s animais foram mantidos
em local com temperatura ambiente controlada entre 22 a 24°C e, ciclo claro-escuro
invertido 12-12h, com inicio da fase escura as 7h e inicio da fase clara as 19h. Agua e
racado foram administradas ad libitum. O presente projeto foi aprovado pelo comité de

ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da USP, protocolo nimero 002/15.

4.2. Dietas Alimentares

A composicdo nutricional das dietas utilizadas na pesquisa esta descrita na
TABELA 1. A ragéo de cafeteria foi preparada com 10g de chocolate ao leite derretido
(Nestle®), 15g da racao convencional triturada (Nuvilab®), 10g de amendoim torrado
triturado (Santa Helena), 5g de bolacha de maisena triturada (Triunfo®) e 5g de acucar
refinado (Unido®) (HIGA et al.,, 2014).

industrializada padréo (Nuvilab®, Parand, Brasil).

Como ragdo controle, foi utlizada a

Tabela 1: Composi¢do nutricional e valor energético das dietas (por¢ao de 459).

_ _ ] Gorduras Fibra
Dietas Carboidrato | Proteinas _ _ Kcallg
Totais Alimentar
Normocaldrica 55% 22% 4% 6% 3,78
Cafeteria 55,6% 14,77% 18,74% 3,24% 4,23
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4.3. Protocolo de treinamento fisico aerébio

O TFA foi realizado em esteira rolante, 5 vezes por semana, durante 8 semanas
(Figura 5). As sessdes de TFA tiveram intensidade de 60% da velocidade méxima
(mensurada durante o teste de esforco fisico maximo). A duracéo foi progressivamente
aumentada, iniciando com 30 minutos na primeira semana e atingindo 60 minutos na
guarta semana, conforme descrito por FERREIRA et al. (2007). Os camundongos
sedentarios foram submetidos a caminhada na esteira, 3 vezes por semana, durante 5
minutos. Este procedimento se fez necessario para evitar qualquer interferéncia do
estresse gerado pela esteira. O TFA foi iniciado simultaneamente & administragéo da

dieta de cafeteria.

Figura 5: Representacéao do TFA.

4.4, Teste de esforcgo fisico maximo

A capacidade de execucado de exercicio fisico foi avaliada antes, na semana 4 e
apos o TFA em esteira rolante, através de um teste progressivo escalonado, sem
inclinacdo até a exaustdo (FERREIRA et al., 2007). A velocidade inicial da esteira foi de

0,4 km/h, e a cada trés minutos, a velocidade foi aumentada em 0,2 km/h até atingir a
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exaustdo do animal, a qual foi caracterizada pela impossibilidade de manutencdo do
padrdo da corrida. Na semana 4 foi realizado o teste somente nos grupos treinados
(TF-NO e TF-CAF) para reajuste da intensidade do TFA.

4.5. Determinacado do peso corporal, consumo de ragdo e hidrico

Ao longo de todo protocolo experimental, a pesagem corporal foi realizada
semanalmente em balanca digital (Gehaka/modelo BG4001, Sao Paulo, Brasil), no
mesmo dia e horério. Além da evolucdo do peso corporal, foi calculado o ganho de
peso corporal através da diferenca entre o peso corporal final (semana 8) e o peso
corporal inicial (semana 0). O consumo de racéao foi realizado semanalmente pesando-
se a racdo no inicio e no final de 24 horas. O consumo hidrico também foi realizado

semanalmente medindo-se o volume de &gua no inicio e no final de 24 horas.

4.6 AvaliagOes glicémicas

A glicemia de jejum (8h) foi avaliada ap6s o protocolo de TFA, através de
glicosimetro (AccuChek Advantage Roche Diagnostics®) em amostras de sangue
retiradas da cauda dos animais, no momento antecedente aos testes glicémicos. O
teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTG) foi realizado na 82 semana de
protocolo experimental através da determinacdo da glicemia em amostras de sangue
retiradas da cauda dos animais nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a administracdo intraperitoneal de glicose (2 g/kg de peso corporal). Os valores
obtidos foram utilizados para calcular a area sob a curva (AUC) de glicose. O teste de
tolerancia a insulina (TTI) também foi realizado na 82 semana de protocolo
experimental, apos 72h do TTG. Para isso, a curva glicémica foi determinada apds a
administracao intraperitoneal de insulina (0,75 U/kg peso corporal; Novo Nordisk®,
Parana, Brasil), em amostras de sangue retiradas da cauda nos tempos 0 (basal), 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds a administracdo de insulina. Os valores obtidos entre

os tempos de 5 e 30 minutos foram usados para calcular a constante da taxa de
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desaparecimento da glicose plasmatica (Kir), mediante andalise da curva de

decaimento de acordo com o método proposto por BONORA et al. (1989).

4.7 Procedimento de morte e coleta dos tecidos e sangue

Ao final do protocolo experimental (48h), das quais 8 horas de jejum, os animais
foram anestesiados por injecao i.p. de tiopental de sédio (4mg / 100g de peso corporal).
No momento em que o animal ndo mais demonstrou sinais de reflexo nas patas
traseiras, foi feita a pesagem em balanca digital, e em seguida, iniciada a coleta do
sangue através de puncdo na veia cava inferior. Finalmente, foram coletados e
pesados os depdsitos de TAB periepididimal (TAB-PE), retroperitoneal (TAB-RP), TAB-
SC inguinal e TAM interescapular. O sangue foi centrifugado a 4°C, 12000 rpm por 10
minutos, e posteriormente, o soro foi coletado e armazenado em freezer a —80°C. ApoOs
o procedimento de coleta, as carcagas foram congeladas e armazenadas no biotério

para posterior incineragao realizada por uma empresa especializada.

4.8 Desenho Experimental

Resumidamente, todos os animais realizaram teste de esfor¢o fisico méaximo
antes do inicio do TFA e da dieta. Na primeira semana de protocolo experimental, foi
dado inicio ao TFA em esteira rolante e a dieta simultaneamente. Na quarta semana,
foi realizado um novo teste de esforco fisico maximo para ajuste da intensidade do
treino. Na sétima semana realizamos as avaliacdes glicémicas (TTG e TTI) e na oitava
foi feito um novo teste de esfor¢o fisico maximo. Por fim, foi realizada a morte dos

animais para a coleta de tecidos e as avaliagdes in vitro (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo do desenho experimental.

4.9 Quantificacdo mRNA

O RNA total foi extraido do depdsito de TAB-SC usando o reagente TRIzol®, de
acordo com as especificacdes técnicas do produto (Invitrogen® Life Technologies,
USA). A integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose
0,8% e através da quantificacdo em espectrofotometro em 260 e 280nm. Foram
utilizadas apenas as amostras cuja razao 260/280nm for maior que 1,8. O cDNA foi
sintetizado utilizando Superscript Il RNase H-RT (Invitrogen® Life Technologies, USA)
a 42°C durante 50 min. Os primers utilizados para amplificacdo dos genes alvos estéo
descritos na TABELA 2. A avaliacdo da expressao génica foi realizada através de PCR
em tempo real (RT-PCR) e as amplificacbes foram avaliadas através do sistema de
deteccdo ABI Prism 7700 SequenceDetection System (AppliedBiosystems, Foster City,
CA), em placas de 384 pocos, usando reagente Power SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems — EUA). Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Todos
0s genes alvo e de referéncia foram avaliados na mesma placa sob as mesmas
condi¢gdes. O método do ciclo de limiar comparativo (CT) foi utilizado para anélise de
dados. CT indica o numero do ciclo fracionario em que a quantidade de alvo

amplificado atinge um limiar fixo e ACT ¢é a diferenca no ciclo de limiar para o alvo e
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referéncia (18S). Os niveis de expressao génica sao dados por 2-AACt, onde AACT é o

valor de ACT subtraido do ACT do grupo controle.

Tabela 2: Primers para amplificagéo dos genes.

Gene Foward Reverse

UCP1 5-CGATGTCCATGTACACCAAGGA-3 | 5-TCGCAGAAAAGAAGCCACAA-3

UCP2 5-GGCCTCTGGAAAGGGACTTC-3’ 5-ACCAGCTCAGCACAGTTGACA-3

Cidea 5-TGCTCTTCTGTATCGCCCAGT-3’ 5’-GCCGTGTTAAGGAATCTGCTG-3’

18S 5-TCGGCGTCCCCCAACTTCTTA-3' | 5-GGTAGTAGCGACGGGCGGTGT-3’

4.10 Quantificacdo protéica

Para esse ensaio, amostras de TAB-PE e TAB-SC foram homogeneizadas em
tampéo de extracdo na proporcdo 400ul para cada 200mg de tecido. Foi utilizado
tampdo de extracdo (1M HEPES; 2M NaCl; 20% SDS; 0.5M EDTA; 100mM
Benzamidina; Ph=7,4), acrescido do coquetel inibidor de protease e fosfatase, sem
EDTA (Thermo Scientific) na concentragdo de 10ul/ml. Apés a homogeneizacdo as
amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos a 4°C. Parte do sobrenadante
foi utilizado para determinar a concentracdo de proteina pelo kit de ensaio proteico
BCATM (PIERCE Biotechnology) e parte foi armazenado a -80°C para posteriores
andlises por Western Blot. Os anti-corpos primarios utilizados foram: anti-AKT total e
fosforilada, anti-GLUT4, anti-AMPK total e fosforilada, anti-HSL total e fosforilada, anti-
ATGL e anti-perilipina, anti-AT1, anti-AT2, anti-MAS, anti-angiotensinogénio, anti-IL-6.
Além disso, utilizamos como normalizador o anticorpo anti-B-actina (Abcam, USA) e
anti-GAPDH (Abcam, USA) (1:1000 em solucdo de BSA a 5%). Além disso, utilizamos
anticorpo secundario cabra anti-coelho marcado com HRP (Invitrogen, New York, USA)
(1:2000 em solucédo de BSA a 5%). O sinal de membrana foi detectado através de

reacado da peroxidase na solucdo de ECL durante exposi¢do no equipamento Image
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Quant LAS 4000 mini (GE Healthcare Lifescience®). A intensidade de banda foi

guantificada no programa Imagem J (versao 1.43 para Windows).

4.11 Morfologia do TAB-SC

O TAB-SC foi conservado em formaldeido 4% durante 24 horas e,
posteriormente mantido em alcool 70% por 48 horas para a fixacdo do tecido. Em
seguida, os tecidos foram processados (desidratacéo, diafanizacéo e parafinizacao do
material) e incluidos em parafina. Para a analise histologica, os cortes com 5 pm de
espessura foram corados com hematoxilina e eosina. Apds a coloracdo foram obtidas
fotos digitalizadas das laminas, pelo programa Leica Q Win Plus (V. 3.5.1). O estudo
dos parametros morfoldgicos foi realizado por meio de microscopia oOtica com o auxilio
do programa Image Pro-Plus 4.1, no aumento de 400X. As variaveis diametro e area
dos adipdcitos foram obtidas a partir da mensuracédo de 50 adipdcitos por lamina. O
dado de cada animal foi representado pela média dos 50 adipdcitos, diametro em pm e

area em pm?>.

4.12 Imunohistoquimica

Cortes de 5 pm de espessura de TAB-SC foram colocados em laminas
silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano-Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri,
EUA). O processo de desparanifinizacao foi feito ao colocar as laminas em xilol quente,
em estufa a 60 — 65° C, durante 5 minutos e passadas rapidamente em 3 banhos de
xilol frio. Para hidratacdo dos cortes as laminas foram colocadas em dois banhos de
alcool absoluto, um banho de alcool 95° e um banho de alcool 70°. Em seguida, foram
lavadas em agua corrente. O proximo passo foi a recuperacdo dos sitios antigénicos
realizada por alta temperatura em tampéo citrato com PH 6 em panela de pressdo. O
bloqueio da peroxidase enddgena presente nas hemacias foi feito com agua oxigenada
10v. O bloqueio de proteina foi feito com solucdo de PBS PH 7,6 com 0,5% BSA e
0,5% caseina (Spring). As laminas de TAB-SC foram incubadas no anticorpo primario

anti-UCP-1 (Abcan ab23841), diluido 1:1000 em solucéao de bloqueio de proteinas por
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24 horas a 4°C e posteriormente incubados com o anticorpo secundario N-Histofine
Polimero anti-rabbit para tecido de camundongo (Nichirei Bioscience Inc.) e utilizado
como cromdgeno Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemanha). Posteriormente ocorreu a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Foram tiradas 10 fotos por lamina no aumento de 400X
utilizando o programa Leica QWin Plus V3. Todas as fotos foram analisadas com o
programa Image Pro Plus e os resultados estdo apresentados como porcentagem de
marcacao por area de tecido.

4.13 Dosagem da atividade da ECA e da ECA2

A atividade de ambas as enzimas foi avaliada em soro e amostras de TAB-PE e
TAB-SC através da utilizacdo de peptideos fluorescentes (ARAUJO et al., 2000;
FERNANDES et al., 2010). Para a dosagem da ECA, as amostras foram incubadas
com uma solugdo de Abz-FRK(Dnp)P-OH (Abz = &cido ortho-aminobenzdico; Dnp =
dinitrophenil) (15uM) em 0.1M de tampéo Tris-HCI contendo 50mM de NaCl e 10mM
ZnCI2 pH 7.0. A atividade enzimatica foi determinada medindo-se a fluorescéncia por
20 minutos (uma leitura por minuto). Como controle negativo, a hidrélise do Abz-
FRK(Dnp)P-OH foi abolida por 0.5uM de captopril (ALVES et al.,, 2005). Para a
dosagem da ECAZ2, foi usado o peptidio Abz-APK(Dnp)-OH em 0.2 M de tampé&o Tris-
HCI, 200mM NacCl, pH 7.5. Como controle negativo, foi utilizado DX600. A atividade foi

expressa em UF/ug de proteina tecidual, ou em UF/mL de soro.

4.14 Quantificacdo das angiotensinas

Os niveis de angiotensinas foram avaliados no soro (Ang 1-7) e nos depositos
de TAB-PE e TAB-SC (Ang Il e Ang (1-7)) por meio de ELISA, utilizando kits comerciais
(Biomatik). Os ensaios consistem de uma técnica quantitativa imunoenzimatica em
sanduiche. Os anticorpos especificos para Ang Il e Ang(1-7) foram pré-revestidos em
microplacas. Os padrdes e as amostras foram pipetados nos poc¢os, e qualquer Ang Il e

Angl-7 presentes sdo ligadas pelos anticorpos imobilizados. Apds a remocao de
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guaisquer substancias ndo ligadas, os anticorpos conjugados com biotina especificos
para Ang Il ou Angl-7 foram adicionados aos pocos. Apds a lavagem, a peroxidase
conjugada com avidina (HRP) foi adicionada, e apds nova lavagem para remover
qualquer reagente de enzima avidina ndo ligado, uma solu¢cdo de substrato é
adicionada aos pocos e a cor desenvolve-se proporcionalmente a quantidade do
peptideo de interesse. O desenvolvimento da cor é interrompido e a intensidade da cor
€ medida pela absorbancia de 450 nm, com o comprimento de onda de correcéo
ajustado a 540 nm. Parte do sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracao
de proteina pelo kit de ensaio proteico BCATM (PIERCE Biotechnology). Os resultados

foram apresentados como pg/mL/ug de proteina.

4.15 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdao da média (EPM), e
analisados por ANOVA de duas vias. Na presenca de diferengcas estatisticas
significantes, foi utilizado o teste post-hoc de Tukey. Em todos os casos foi adotado
nivel de significancia de 5% (p<0,05). A analise estatistica foi realizada através do

software Graphpad Prism 7.0.
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5. Resultados

5.1. Capacidade aerbbia

N&o houve diferenca na velocidade maxima atingida no teste de esforco fisico
pré-TFA entre os grupos estudados (Figura 7). Ja no teste de esfor¢o realizado apo6s o
TFA, observamos maior velocidade maxima atingida pelos grupos TF-NO e TF-CAF
comparados aos grupos SED-NO e SED-CAF (Figura 8). Esses dados confirmam a
eficacia do protocolo de TFA para promover melhora na capacidade aerébia dos

animais treinados.
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Figura 7: Teste de esforco fisico maximo realizado pré-TFA (n=10/grupo).
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Figura 8: Teste de esforco fisico maximo pos-TFA. *p<0,05 vs SED-NO e SED-CAF
(n=10/grupo).

5.2 Consumo de racdo e agua

O consumo de racdo em gramas por animal avaliado semanalmente nao foi
diferente entre os quatro grupos experimentais (Figura 9A). Da mesma forma, nao
observamos diferenca no consumo caldrico entre os grupos estudados (Figura 9B).
A avaliacdo do consumo hidrico realizado semanalmente também n&o apresentou

diferenca entre os grupos estudados (Figura 10).
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Figura 9: Consumo de racdo durante 24 horas em gramas (A) e em quilocalorias
(B) (n=10/grupo).
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Figura 10: Consumo hidrico durante 24 horas (mL/animal) (n=10/grupo).

5.3. Peso corporal e de tecidos adiposos

N&o houve diferenca no peso corporal inicial entre os grupos estudados (Figura
11). Entretanto, pode-se observar que a partir da semana 3, o grupo SED-CAF
apresenta peso corporal maior comparado ao grupo TF-NO. A partir da semana 5, o
grupo SED-CAF apresenta maior peso corporal comparado a ambos 0S grupos
treinados. Nas semanas 7 e 8 de protocolo experimental, o grupo SED-CAF apresentou
maior peso corporal comparado aos demais grupos (Figura 11). O grupo SED-CAF
apresentou ganho de peso corporal superior em 57% do grupo SED-NO, 118% do TF-
NO e 81% do SED-CAF (Figura 12).
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Figura 11: Evolucdo do peso corporal semanal. *p<0,05 SED-CAF vs TF-NO, *p<0,05
SED-CAF vs TF-NO e TF-CAF, *p<0,05 SED-CAF vs SED-NO, TF-NO e TF-CAF

(n=10/grupo).
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Figura 12: Ganho de peso corporal. *p<0,05 vs SED-NO, TF-NO e TF-CAF
(n=10/grupo).
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O peso dos depodsitos de TAB-SC e TAB-PE foi maior no grupo SED-CAF
comparado aos grupos SED-NO e TF-NO (Tabela 3). N&o observamos diferenca no
peso do TAB-RP e do TAM entre os grupos estudados. Esses dados revelam que o
TFA foi eficiente para prevenir o aumento no peso dos depdsitos de TAB-SC e TAB-PE
no grupo TF-CAF.

Tabela 3: Peso dos depdsitos de tecidos adiposos normalizados pelo peso corporal
(mg/g).

SED-NO TF-NO SED-CAF TF-CAF
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
TAB-SC 0,011 + 0,001 0,01 +£ 0,001 0,029 +0,007" 0,021 + 0,004
TAB-PE | 0,007 £0,001 | 0,005 + 0,001 0,02 + 0,005 0,015 +0,002
TAB-RP | 0,003 + 0,0004 | 0,007 +0,004 | 0,011 + 0,002 0,007 + 0,002
TAM 0,003 +0,0003 | 0,004 + 0,001 0,004 + 0,001 0,004 + 0,001
TAB-SC: tecido adiposo branco subcutaneo; TAB-PE: tecido adiposo branco

periepididimal; TAB-RP: tecido adiposo branco retroperitoneal; TAM: tecido adiposo
marrom. *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO.

5.4 Metabolismo glicémico

A glicemia de jejum foi avaliada na sétima semana de protocolo experimental, e
conforme pode ser observado na Figura 13, os animais do grupo SED-CAF

apresentaram valores superiores comparados ao grupo TF-NO.



33

160 -

140 - %

120 A

100

mSED
mTF

80 -

B0 -

40 -

Glicemia de jejum (mg/dL})

20 A

NO CAF

Figura 13: Glicemia de jejum. ‘p<0,05 vs TF-NO (n=10/grupo).

No teste de toleréncia a glicose, os resultados da curva glicémica do grupo SED-
CAF foram maiores comparados aos demais grupos, o que demostra a ineficiéncia na
metabolizacdo da glicose por esse grupo (Figura 14A). Da mesma maneira, podemos
observar maior area sob a curva no grupo SED-CAF comparado aos demais grupos
(Figura 14B). Desta forma, esses dados confirmam a intolerancia a glicose apresentada

pelo grupo SED-CAF e que o TFA foi capaz de prevenir esta resposta no grupo TF-
CAF.
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Figura 14: Curva glicémica (A) e area sob a curva (AUC) do teste de tolerancia a
glicose (B). *p<0,05 SED-NO vs TF-NO, “p<0,05 SED-CAF vs SED-NO, TF-NO e TF-
CAF (n=10/grupo).

J& no teste de tolerancia a insulina, podemos observar que o grupo SED-CAF
apresentou prejuizo no decaimento da glicose estimulado pela insulina, permanecendo

com o nivel de glicose superior aos demais grupos no final do teste (Figura 15A). O
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mesmo pode ser evidenciado através do calculo da constante de decaimento da
glicose (KITT) (Figura 15B). Sendo assim, € possivel evidenciar que o grupo SED-CAF
apresenta resisténcia a a¢éo da insulina comparado aos demais grupos e que o TFA foi

capaz de prevenir esta resposta no grupo TF-CAF.
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Figura 15: Curva de decaimento de glicose (A) e constante de decaimento da glicose
(Kitt) (B) apds a injecdo de insulina. *p<0,05 SED-CAF vs SED-NO, *p<0,05 SED-CAF
vs SED-NO, TF-NO e TF-CAF (n=10/grupo).
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5.5. Respostas no TAB-PE

5.5.1 Marcadores de metabolismo tecidual

No TAB-PE, foram avaliadas proteinas responsaveis pela sinalizacdo da insulina
e captacao de glicose. Nao houve diferenca na expressao proteica da AKT total entre
os grupos (Figura 16A). Porém, pode-se observar menor expressao proteica da AKT
fosforilada em todos os grupos comparado ao SED-NO (Figura 16B). Da mesma forma,
a razao entre as proteinas AKT fosforilada e AKT total foi menor nos grupos TF-NO,
SED-CAF e TF-CAF comparado ao SED-NO (Figura 16C). Ndo observamos diferenca
na expressao proteica do transportador de glicose GLUT-4 no TAB-PE dos grupos

estudados (Figura 16D).
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Figura 16: Expressao proteica da AKT total (A), da AKT fosforilada (B), razdo AKT
fosforilada/ AKT total (C) e expressédo proteica do GLUT-4 (D) no TAB-PE (n= 4-
5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO.
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Também foram avaliadas proteinas responsaveis pela sinalizacdo da lipdlise. Na
figura 17B, pode-se observar aumento na expressao da proteina HSL fosforilada (forma
ativa) em ambos os grupos que consumiram a dieta de cafeteria SED-CAF e TF-CAF
comparados aos grupos SED-NO e TF-NO. Ja a expressdo da HSL total (Figura 17A),
a razao HSL fosforilada/HSL total (Figura 17C) e perilipina (Figura 17E) nao diferiram
entre os grupos estudados. Os grupos SED-CAF e TF-CAF também apresentaram
aumento na expressdo da ATGL no TAB-PE comparados aos grupos SED-NO e TF-
NO (Figura 17D).
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Figura 17: Expressao proteica da HSL total (A), da HSL fosforilada (B), razdo HSL
fosforilada/ HSL total (C), da ATGL (D) e da perilipina no TAB-PE (n= 4-6/grupo).
*p<0,05 vs SED-NO e TF-NO.
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5.5.2 Marcador de inflamacgé&o: citocina IL-6

No nosso modelo experimental, foi observado aumento na expressdo da IL-6
nos grupos SED-CAF e TF-CAF comparados aos grupos SED-NO e TF-NO (Figura

19A).
IL-6 (25 kDa) [[RLRS m

B-actina (42kDa) | e S SN -‘

SED-NO TF-NO SED-CAF TF-CAF

2,5 -

2,0 -

1,5 1
mSED

1.0 - nTF

IL6 (% vs SED-NO)

0,5 -

0,0 -

CAF

Figura 18: Expresséao proteica da IL-6 (n=4/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO.

5.5.3 SRA

A atividade da ECA avaliada no soro néo foi diferente entre os grupos estudados
(Figura 19). Porém, o TFA promoveu aumento na atividade da ECA2 no soro do grupo
TF-NO comparado aos grupos sedentarios SED-NO e SED-CAF (Figura 20). Além
disso, a concentracdo da Ang (1-7) no soro foi maior nos grupos TF-NO e TF-CAF
comparado aos grupos SED-NO e SED-CAF (Figura 21).
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Figura 20: Atividade da ECA2 no soro (n=5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e SED-CAF.
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Figura 21: Concentragdo de Ang (1-7) no soro (n=5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e
SED-CAF.

Nas analises de correlacdo executadas entre as dosagens séricas de ECA,
ECA2 e Ang (1-7) e os testes glicémicos, foi observada correlagdo positiva tanto entre
ECA2 e AUC (r = 0,8) (Figura 22A) quanto entre ECA2 e KITT (r = 0,7) (Figura 22B). A
correlacdo entre a Ang (1-7) sérica e AUC (Figura 22C) e entre Ang (1-7) sérica e KITT

(Figura 22D) nao foram diferentes estatisticamente.
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Figura 22: Correlacdo entre ECA2 sérica e AUC (A), entre ECA2 sérica e KITT (B),
entre Ang (1-7) sérica e AUC (c) e entre Ang(1-7) sérica e KITT (n=5/grupo).

No depésito de TAB-PE, ndo houve diferenca na expressao proteica do
angiotensiogénio (Figura 23A). Da mesma forma que no soro, a atividade da ECA
também n&o foi diferente entre os grupos (Figura 23B). Com relacdo ao principal
peptideo da alca classica do SRA, a concentracdo da Ang Il ndo foi diferente nesse
deposito (Figura 23C). Assim como os demais componentes da via, a expressao
proteica dos receptores AT1 (Figura 23D) e AT2 (Figura 23E) também ndo foram
diferentes entre os grupos estudados. Sendo assim, tanto a dieta de cafeteria quanto o

TFA ndo promoveram modificacfes na alca classica do SRA no depdsito de TAB-PE.
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Na quantificacdo da alga néo classica do SRA no TAB-PE, observamos aumento
na atividade da ECA2 em ambos 0s grupos que consumiram a dieta de cafeteria. Além
disso, o grupo SED-CAF apresentou diferenca estatistica comparado aos grupos SED-
NO e TF-NO, porém, o grupo TF-CAF foi diferente somente comparado ao grupo TF-
NO (Figura 24A). No TAB-PE, ndo observamos diferenca no conteudo de Ang (1-7)

(Figura 24B) e na expresséao do receptor MAS (Figura 24C) entre os grupos estudados.
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Figura 24: Atividade da ECA2 (A), concentracédo de Ang (1-7) (B) e expressao proteica
do receptor Mas (C) no TAB-PE (n=4-5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO; *p<0,05
vs TF-NO.

Quando calculamos a razao entre as atividades da ECA2/ECA no TAB-PE,
observamos aumento em ambos o0s grupos alimentados com a dieta de cafeteria

comparado aos grupos SED-NO e TF-NO (Figura 25A). Ja para a razao entre o0s
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peptideos Ang(1-7)/Angll, mesmo sem diferenca nas concentracdes de ambos o0s
peptideos isolados, o TFA foi capaz de aumentar a razdo no grupo TF-NO comparado
aos grupos SED-NO e TF-CAF. No entanto, a dieta de cafeteria impediu essa resposta
no TF-CAF (Figura 25B). Por fim, ndo foram observadas diferencas estatisticas no
céalculo das correlagbes entre a razdo Ang (1-7)/Ang Il e os parametros de tolerancia a

glicose (Figura 26A) e sensibilidade a insulina (Figura 26B).
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Figura 25: Razao da atividade da ECA2/ECA (A) e razdo das concentracdes de Ang
(1-7)/Ang Il (B) no TAB-PE (n=5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO; “p<0,05 vs SED-
NO e TF-CAF.
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Figura 26: Correlacdo entre a razdo dos peptideos Ang (1-7)/Ang Il e a area sob a
curva da glicose (A). Correlacdo entre a razdo dos peptideos Ang (1-7)/Ang Il e a
constante de decaimento da insulina (B) no TAB-PE (n=5/grupo).
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5.6 Resposta no TAB-SC

5.6.1 Marcadores de metabolismo tecidual

No depésito de TAB-SC, para as proteinas relacionadas com o metabolismo de
glicose, ndo observamos diferenca na expressédo proteica da AKT total (Figura 27A) e
da AKT fosforilada (Figura 27B), porém houve reducdo na razdo entre a AKT
fosforilada e a AKT total em ambos o0s grupos treinados comparados ao SED-NO
(Figura 27C). No TAB-SC, também né&o foi observada diferenca na expresséo proteica

do transportador de glicose GLUT-4 (Figura 27D).
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Figura 27: Expressao proteica da AKT total (A), da AKT fosforilada (B), razdo AKT
fosforilada/AKT total (C) e expressdo proteica do GLUT-4 (D) no TAB-SC (n=
4/grupo).*p<0,05 vs SED-NO.
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No TAB-SC, também avaliamos a expressao da proteina AMPK. A ativacdo da
AMPK via fosforilacdo tem um papel importante para a captacdo de glicose
independente da sinalizacdo da insulina. Porém, ndo observamos diferenca na
expressao da AMPK total (Figura 28A), da AMPK fosforilada (Figura 28B) e da raz&o
entre a AMPK fosforilada e a AMPK total (Figura 28C).
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Figura 28:. Expressao proteica da AMPK total (A), da AMPK fosforilada (B) e razéo
AMPK fosforilada/ AMPK total (C) no TAB-SC (n= 4/grupo).

A expressao proteica da HSL total no TAB-SC foi maior no grupo TF-CAF
comparado ao grupo TF-NO (Figura 29A). Nao observamos diferenca na HSL
fosforilada neste depdsito (Figura 29B), porém a razdo entre a HSL fosforilada e a HSL
total foi maior no grupo TF-CAF comparado aos grupos TF-NO e SED-CAF (Figura
29C). Também houve aumento da expressdao da ATGL em ambos os grupos

alimentados com dieta de cafeteria comparado aos grupos SED-NO e TF-NO. Néao
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observamos diferenca na expressao proteica da perilipina entre os grupos estudados
(Figura 29D).
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Figura 29: Expressao proteica da HSL total (A), da HSL fosforilada (B), razdo HSL
fosforilada/ HSL total (C), expressao proteica da ATGL (D) e da perilipina no TAB-SC
(n= 4-6/grupo).*p<0,05 vs TF-NO; *p<0,05 vs TF-NO e SED-CAF; $p<0,05 vs SED-NO
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5.6.2 Morfometria

Andlises qualitativas de cortes histologicos de TAB-SC corados com
hematoxilina e eosina revelaram a presenca de adipdcitos hipertrofiados no grupo
SED-CAF comparado aos demais grupos (Figura 30A). Esse resultado é corroborado
pelas as analises guantitativas de didametro (Figura 30B) e area (Figura 30C) dos
adipécitos realizadas nos mesmos cortes histolégicos de TAB-SC, nos quais observou-
se aumento no grupo SED-CAF em ambos os parametros avaliados comparados aos
grupos SED-NO, TF-NO e TF-CAF. Esse resultado mostra que a dieta causou
hipertrofia nos adipdcitos e que o TFA foi capaz de impedir esse efeito no grupo TF-
CAF.
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Figura 30: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de TAB-SC corados
com hematoxilina e eosina para a visualizacdo da morfologia dos adipécitos no
aumento de 400X (A). Diametro dos adipdcitos em uym (B) e area dos adipdcitos em
um? (C). *p<0,05 vs SED-NO. TF-NO e TF-CAF (n=10/grupo).



50

5.6.3 Marcadores de termogénese/browning: mRNA e UCP1

Com relacéo a expressédo de genes relacionados com termogénese e processo
de browning, houve aumento néo significativo de 116% na expressdo da UCP-1 no
grupo TF-NO comparado ao grupo SED-NO. Além disso, observamos reducdo nao
significativa de 87% na expressao da UCP-1 no grupo SED-CAF comparado ao grupo
SED-NO. A expressao da UCP-2 foi menor no grupo SED-CAF comparado aos grupos
SED-NO e TF-NO. Ja para o fator de fragmentacdo de DNA indutor de morte celular
(CIDEA), foi possivel observar reducao na expressao do gene em ambos 0s grupos de

dieta de cafeteria comparados ao grupo TF-NO (Tabela 4).

Tabela 4: Expressao de mRNA no TAB-SC

SED-NO TF-NO SED-CAF TF-CAF
Genes
(n=5) (n=5) (n=4) (n=5)
UCP-1 (UA) 1,0 £ 0,19 2,16 + 0,91 0,13+ 0,04 1,26 + 0,9
UCP-2 (UA) 1,0 £ 0,04 1,02 + 0,08 0,47 £ 0,09* 0,71+0,2
CIDEA (UA) 1,0 £ 0,24 2,1+0,21 0,23 + 0,06# 0,81 + 0,42#

Cada valor representa o valor médio da expressao génica. UA= unidades arbitrarias.
*p< 0,05 vs SED-NO e TF-NO; # p< 0,05 vs TF-NO.

No presente modelo experimental, o0 TFA promoveu aumento na expressao de
UCP-1 no TAB-SC do grupo TF-NO comparado aos demais grupos, 0 que sugere o
aumento da capacidade termogénica do tecido que pode ser derivada do browning. De
maneira interessante, o TFA combinado com a dieta de cafeteria amenizou essa

resposta no grupo TF-CAF (Figura 31 A e B).
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Figura 31: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de TAB-SC com
marcacdo para UCP-1 (marcacdo positiva em marrom) no aumento de 400X (A).
Contetdo de UCP-1 no TAB-SC (B) (n=5/grupo). *p<0,05 vs SED-NO, TF-NO e TF-
CAF.

5.6.4 SRA

A avaliacdo da alca classica do SRA no deposito de TAB-SC revelou que o TFA
reduziu o conteudo de angiotensinogénio no grupo TF-NO comparado aos grupos
SED-NO e TF-CAF (Figura 32A). Nao observamos diferenca tanto na atividade da ECA
(Figura 32B) quanto no conteudo de Ang Il (Figura 32C) entre grupos estudados nesse
deposito de TAB. Porém, a expressdo de ambos os receptores foi maior no grupo TF-
CAF, sendo que para o receptor AT1 a diferencga foi comparada aos grupos SED-NO e
TF- NO (Figura 32D), e para o receptor AT2,—foi comparada a ambos 0S grupos
sedentarios SED-NO e SED-CAF (Figura 32E).
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Figura 32: Expressdo proteica do angiotensinogénio (A), atividade da ECA (B),
concentracéo de Ang Il (C), expressao proteica do AT1 (D), expressao proteica do AT2
(BE). Quantlflcagoes realizadas no TAB SC (n=3-8/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e TF-
CAF; *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO; ¥p<0,05 vs SED-NO e SED-CAF.
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Ja na quantificacdo da alca ndo classica do SRA no depoésito de TAB-SC,
observamos aumento na atividade da ECA2 em ambos os grupos que consumiram a
dieta de cafeteria comparado aos dois grupos de dieta normocalérica (Figura 33A).
Diferente da resposta encontrada no deposito TAB-PE, o TFA foi capaz de aumentar os
niveis da Ang (1-7) no grupo TF-NO comparado aos demais grupos no TAB-SC, sendo
gue, a dieta de cafeteria impediu essa resposta no grupo TF-CAF (Figura 33B). Ja para
a quantificacdo proteica do receptor MAS, observamos aumento da expressao no

grupo TF-CAF quando comparado ao grupo TF-NO (Figura 33C).
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Figura 33: Atividade da ECA2 (A), concentracdo de Ang (1-7) (B) e expressao proteica
do receptor MAS (C) no TAB-SC (n=5-9/grupo). *p<0,05 vs SED-NO e TF-NO; *p<0,05
vs SED-NO, TF-NO e TF-CAF,; SBp<0,05 vs TF-NO.

Para o depodsito de TAB-SC, a razao entre as atividades da ECA2/ECA néao foi
diferente entre os grupos estudados (Figura 34A). O TFA foi capaz de aumentar a

razéo Ang (1-7)/Angll no grupo TF-NO comparado aos grupos alimentados com a dieta
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de cafeteria SED-CAF e TF-CAF, mostrando também que a dieta de cafeteria impediu

a resposta induzida pelo TFA no grupo TF-CAF (Figura 34B).
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Figura 34: Razéo da atividadq da ECA2/ECA (A) e razao dos peptideos Ang (1-7)/Ang
Il (B) no TAB-SC (n=5/grupo). p<0,05 vs SED-CAF e TF-CAF.

Observamos correlagéo positiva entre UCP-1 e Kitt (r = 0,6) (Figura 35A), UCP-1
e Ang (1-7) (r = 0,6) (Figura 35B) e UCP-1 e a razdo Ang (1-7) / Ang Il (r = 0,7) (Figura
35C). A correlacdo entre a UCP-1 e a Ang Il ndo foi diferente estatisticamente (Figura
35D).
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6. Discussao

O presente trabalho propds avaliar se o efeito protetor do TFA contra a
obesidade e a RI estava associado com a modulagdo das duas algcas do SRA no TAB:
ECA/Ang IlI/AT1 e ECA2/Ang (1-7)/Mas. Além disso, foi avaliado se as respostas do
SRA estavam associadas com modificacbes em parametros metabdlicos e efeito

browning do TAB.

Conforme os resultados de desempenho fisico no teste de esforco fisico maximo
apos o TFA, foi possivel observar a adaptacdo favoravel ao TFA em ambos 0s grupos
treinados. Assim, a eficacia do protocolo de TFA utilizado neste trabalho para a
promocao de adaptacbes aerdbias foi confirmada, como demonstrado anteriormente
por MULLER et al. (2018), HIGA et al. (2014) e FERREIRA et al. (2007). Ja €
conhecido na literatura que a melhora no desempenho fisico dos animais treinados,
observado tanto pelo aumento da velocidade de corrida quanto pelo aumento de VO,
maximo, estabelece uma relacdo direta entre a melhora da capacidade aerdbia e a
reducdo do risco de doencas cardiovasculares e metabdlicas (HOYDAL et al., 2007,
NETO & FARINATTI, 2003).

A investigagdo de mecanismos relacionados com o desenvolvimento e a
progressao das doencas metabdlicas tem sido cada vez mais elucidada na literatura,
principalmente em funcdo do aumento da prevaléncia dessas doencas na populacédo e
as comorbidades associadas. Para isso, dietas ricas em sacarose, dextrose, frutose,
lipidios ou combinadas, séo utilizadas para a inducdo de modelos experimentais com
elevado ganho de peso e adiposidade corporal, Rl e DM2 (HARIRI et al., 2010; CUNHA
et al., 2007; RONCON-ALBUQUERQUE et al., 2008). No presente estudo, foi utilizada
a dieta de cafeteria desenvolvida pelo nosso grupo, a qual foi mais eficaz para induzir
adiposidade, hipertrofia de adipdcitos, hiperglicemia, intolerancia a glicose e resisténcia
precoce a insulina, quando comparada a dieta hiperlipidica (HIGA et al. 2014). Os
resultados corroboraram o estudo de Sampey et al. (2011), no qual foi demonstrado
qgue a dieta de cafeteria provocou prejuizos metabdlicos mais robustos que a dieta rica
em gordura em ratos. Dessa forma, o modelo experimental utilizado neste estudo foi

adequado para a investigacao dos objetivos propostos.
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O consumo de racdo ao longo do protocolo experimental ndo diferiu entre os
grupos estudados. E sabido que a melhora na palatabilidade das dietas de cafeteria
pode levar ao desenvolvimento de hiperfagia no animal (HEYNE et al., 2009). No
entanto, iSso ndo ocorreu nos grupos alimentados com dieta de cafeteria SED-CAF e
TF-CAF. Uma possivel explicacdo para esse resultado € que o consumo de alimentos
desencadeia sinais neurais e hormonais, originarios da periferia, que interagem com o
sistema nervoso central regulando a ingestdo de alimentos, de acordo com as
necessidades energéticas. Assim, a necessidade energética do animal pode ser
suprida através da ingestdo de menor quantidade de ragcdo com maior densidade
calorica. Além disso, em resposta a composicdo de macronutrientes presentes na
dieta, ocorre a liberacdo de hormoénios gastrointestinais, pancreaticos e derivados do
TAB, que contribuem para a sinalizacdo de saciedade no hipotalamo. Sendo assim,
esse poderoso sistema de feedback € sensivel a composicdo de macronutrientes da
dieta e, portanto, pode contribuir para o controle da ingestédo alimentar (BELLISSIMO &
AKHAVAN, 2015).

Além do tipo de dieta, o efeito do TFA também pode interferir na ingestao
alimentar, principalmente em funcdo do gasto energético (D’ANGELO et al., 2010).
Estudos prévios do nosso grupo mostraram aumento significativo na ingestao alimentar
de animais treinados com natacéo (HIGA et al., 2012; MAZZUCATTO et al., 2014). No
entanto, quando realizamos estudos com animais treinados com corrida na esteira, a
ingestao alimentar ndo foi diferente entre os grupos treinado e sedentéario (HIGA et al.,
2014; MULLER et al., 2018). Interessante que, os dados do presente trabalho
confirmam nossos achados prévios com corrida e de outros autores que ndo mostram
diferenca no consumo alimentar ou calérico de animais alimentados com dieta controle
ou de cafeteria submetidos ao TFA (BRANDT et al, 2010; EGUCHI et al, 2008). Dessa
forma, é plausivel que diferentes metodologias como tipos de dietas, tipo de
treinamento fisico, duracéo e intensidade, possam modular a ingestdo alimentar, e por
isso, justificar os resultados contraditorios observados na literatura (EGUCHI et al.,
2008).

A dieta de cafeteria induziu maior ganho de peso corporal e adiposidade nos

animais do grupo SED-CAF. Quando se trata dos efeitos da composi¢céo da dieta no
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peso ou composi¢ao corporal, ndo necessariamente “uma caloria € uma caloria” (HALL
& GUO, 2017). Dietas isocaléricas que diferem na composicdo de macronutrientes
podem resultar no armazenamento preferencial de energia em direcdo ao TAB.
Enquanto dietas com alto teor proteico parecem oferecer vantagens em relacdo a
composicao corporal, os efeitos de carboidratos e gordura na dieta sdo debatidos.
Dietas ricas em carboidratos elevam a secrecdo de insulina, favorecendo a captacao
de glicose pelo TAB. Por outro lado, a gordura presente na dieta ndo estimula a
secrecdo de insulina. Sendo assim, dietas isocaléricas com menor teor de carboidratos
e maior teor de gordura, reduzem a secre¢cdo de insulina, tornando os AG livres

disponiveis para uso por tecidos metabolicamente ativos (HALL & GUO, 2017).

Da mesma maneira que o aumento no peso dos depdsitos de TAB, os animais
SED-CAF também apresentaram maior peso tanto do depésito de TAB-PE,
corroborando com o dado demostrado anteriormente por Higa et al. (2014), quanto do
TAB-SC. Esse aumento da massa adiposa contribui para o desenvolvimento de RI,
pois o TAB além de ser considerado o principal reservatorio energético, também atua
como orgao enddcrino secretando inimeras adipocinas. A hipertrofia dos adipécitos os
torna metabolicamente disfuncionais, causando o aumento da sintese de leptina e de
citocinas pro-inflamatorias e a reducéo da adiponectina, levando a prejuizos na via de
sinalizacédo da insulina (SCHOETTL et al., 2018; HAMMARSTEDT et al., 2012; SMITH
& KAHN, 2016). De fato, os animais SED-CAF do presente estudo apresentaram
intolerdncia a glicose e RI. NOs ja haviamos demonstrado anteriormente que 0s
animais SED-CAF apresentam intolerancia a glicose e RI, além de maior concentracao

de leptina e menor concentragao de adiponectina (HIGA et al., 2014).

Ja esta bem estabelecido na literatura que o TFA promove efeitos benéficos em
parametros como adiposidade corporal, glicemia e perfil lipidico (BODIS & RODEN,
2018; MADDEN et al.,, 2013; HIGA et al. 2014). Assim, o TFA é altamente
recomendado para a prevencdo da obesidade, pois reduz ou mantém o peso corporal
através do aumento do gasto energético, e previne os efeitos deletérios resultantes do
aumento do TAB, como por exemplo, as alteracdes no metabolismo de glicose (HIGA
et al. 2014; MAZZUCATTO et al. 2014; ROSEN & SPIEGELMAN, 2006;
SCHRAUWEN, 2007). No presente estudo, o TFA foi eficaz para reduzir o ganho de
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peso e 0s danos na composicao corporal do grupo TF-CAF, o que confirma os estudos
prévios do nosso grupo (MULLER et al., 2018; HIGA et al. 2014). Esses resultados
corroboram outros estudos que também mostraram a eficacia do TFA para a prevencao
do ganho de peso e da adiposidade corporal em animais submetidos tanto a dieta de
cafeteria quanto a dieta hiperlipidica (ROCHA-RODRIGUES et al., 2018; VAISY et al.,
2011). Considerando que a ingestdo calorica ndo foi diferente entre os grupos, o0s
resultados de menor peso corporal e adiposidade possivelmente sejam decorrentes do
maior gasto energético induzido pelo TFA.

Assim como a prevengdo do aumento da massa adiposa, o TFA também
impediu os prejuizos causados pela dieta de cafeteria ao metabolismo de glicose nos
animais TF-CAF, conforme dados observados nos testes de tolerancia a glicose e de
tolerancia a insulina. Dessa forma, o conjunto de dados metabdlicos in vivo do presente
estudo reforcam que o modelo experimental é eficaz para o desenvolvimento do
fendtipo de obesidade e de RI, e por isso pode ser amplamente utilizado para o estudo
dos mecanismos de prevencdo e tratamento de tais doencas. Nesse sentido,
considerando que o TAB foi o nosso alvo de estudo, e que os depédsitos de TAB
apresentam caracteristicas endocrinas e metabolicas especificas (HERMSDORFF &
MONTEIRO, 2004; SCHOETTL et al., 2018), optamos por dividir a discussdo dos
resultados de TAB em duas partes: uma com os resultados do TAB-PE e outra com 0s
resultados do TAB-SC.

6.1 TAB-PE

Para atender parte dos objetivos propostos, foram avaliadas proteinas chaves do
metabolismo de glicose e de lipidios, marcador de inflamacdo e os componentes das

alcas do SRA no depésito visceral de TAB-PE.

A acdo da insulina através de seu receptor desencadeia a fosforilagdo da AKT
(forma ativa). A fosforilacdo da AKT é fundamental para a captacdo de glicose, pois
induz a translocacédo de transportadores de glicose GLUT-4 para a membrana celular,
com posterior captacao de glicose para o tecido (TAN et al., 2015; KILARI et al., 2015).
No TAB-PE, houve reducédo na fosforilagdo e na razdo AKT fosforilada/AKT total tanto
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com o TFA quanto com a dieta de cafeteria nos grupos TF-NO, SED-CAF e TF-CAF.
Assim, é possivel que o TFA reduza a sinalizacao da insulina no TAB-PE, contribuindo
para diminuir a lipogénese de novo nos grupos treinados (SMITH & KAHN, 2016;
SONG et al.,, 2018). Por outro lado, o resultado no grupo SED-CAF pode ser um
indicativo de RI periférica que coincide com os prejuizos apresentados por esse grupo
no TTG e no TTI. Interessante que em nosso estudo prévio (HIGA et al.,, 2014), a
reducao da lipogénese de novo induzida pela dieta de cafeteria ja tinha sido observada
através de dosagem enzimatica, mas ndo era sabido se uma possivel redugdo na
disponibilidade de substrato para a lipogénese de novo poderia contribuir para esta
resposta. Cabe ressaltar que, no estudo de Higa et al. (2014), o aumento da massa

adiposa foi associado a maior lipogénese classica e menor oxidacéo lipidica.

Tanto a dieta de cafeteria quanto o TFA ndo modificaram a expressao proteica
do transportador GLUT-4. Apesar de 0 aumento na expressdo do GLUT-4 no musculo
esquelético promovida pelo TFA ja ter sido demonstrada (MACKENZIE & ELLIOT,
2014; PAULI et al., 2009) e, que estudos prévios tenham observado reducédo do GLUT-
4 no TAB de animais com Rl e DM2 (LEMIEUX et al., 2016; MACHADO et al., 1993;
PAPA et al., 1997; PAPA et al., 2002), parece que no nosso modelo experimental, tais
respostas ndo ocorrem. E importante ressaltar que o efeito da dieta e do TFA isolados
e combinados sobre o translocamento do GLUT-4 para a membrana ndo pdde ser
avaliado, ja que a técnica utilizada quantificou o conteudo total de GLUT-4 no tecido.
Assim, ndo podemos descartar a possibilidade de reducdo no translocamento do
GLUT-4 para a membrana no TAB-PE em fung¢do da redugao na fosforilagdo da AKT
no grupo SED-CAF.

Ja nos grupos TF-NO e TF-CAF, mesmo com a reducao na fosforilagcdo da AKT,
o translocamento do GLUT-4 no TAB-PE pode estar aumentado ou mantido. Isso
porque, apesar de a insulina ser o principal hormonio responsével pela translocagéo do
GLUT-4, esse processo também pode ocorrer de forma independente a acdo da
insulina através da AMPK (O’NEILL et al., 2012). A ativacdo da proteina AMPK é feita
através da fosforilagdo do residuo de tirosina 172, localizado na subunidade a. Esta
ativacdo € induzida pelo decréscimo do nivel energético celular determinado pelo

aumento na relagdo AMP-ATP, ou decréscimo da creatina-fosfocreatina (GAIDHU &
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CEDDIA, 2010; LIM et al., 2010). No estudo prévio do nosso grupo, foi observado que o
TFA aumentou a expressdo da AMPK fosforilada no TAB-PE dos animais TF-NO e TF-
CAF, e que esse efeito estava associado com a melhora no metabolismo de lipidios no
TAB-PE (HIGA et al., 2014). Na ocasiao, a sinalizagédo da insulina n&o foi estudada.

No metabolismo de lipideos, o processo de lipolise ocorre a partir da fosforilagéo
da HSL pela proteina quinase A (PKA) nos residuos de serina 563, 659 e 660 (ARNER,
2005; SHEN et al., 1998), e é essencial para a hidrdlise do TG. A ATGL também exerce
papel importante nesse processo, ja que a ATGL cliva o primeiro AG participando da
fase inicial da hidrolise de TG. Além disso, a perilipina também participa da lipolise,
uma vez que impede o acesso da HSL ao TG. No presente estudo, a dieta de cafeteria
aumentou tanto a fosforilagdo da HSL quanto a expressédo da ATGL nos grupos SED-
CAF e TF-CAF, sugerindo que tais proteinas foram responsivas a dieta de cafeteria e
nao ao TFA. Embora a perilipina ndo tenha sido diferente entre os grupos estudados,
foi visto que a deficiéncia de HSL e ATGL no TAB reduzem a lipdlise independente da
modulacdo da perilipina (BODIS & RODEN, 2018). Nesse sentido, o aumento na
expressao da HSL fosforilada e da ATGL podem ser suficientes para o aumento da
lipolise nos grupos SED-CAF e TF-CAF. De fato, no nosso estudo prévio, foi
demonstrado aumento da atividade lipolitica no TAB-PE por meio da estimulacdo com
isoproterenol nos grupos SED-CAF e TF-CAF (HIGA et al., 2014).

Embora ambos os grupos com dieta de cafeteria tenham aumentado a
expressdo de proteinas envolvidas na lipdlise, € possivel que o significado e a
repercussao desse efeito sejam diferentes entre os grupos SED-CAF e TF-CAF. No
SED-CAF, o aumento na taxa lipolitica pode ser um indicador de RI, uma vez que a
insulina exerce efeito anti-lipolitico no TAB (BODIS & RODEN, 2018). J4 no TF-CAF, a
maior atividade lipolitica pode estar relacionada com o aumento de AG para ser
utilizado como fonte de energia pelo masculo esquelético durante o TFA (TSILOULIS &
WATT, 2015; LIMA-SILVA et al., 2006). Enquanto no TF-CAF, o desvio de AGs para a
oxidacdo favorece a menor deposicdo dos mesmos no TAB e, portanto, previne o
aumento da adiposidade, no SED-CAF, o aumento da lipélise fornece maior quantidade
de AGs para serem depositados ectopicamente em outros tecidos ou para serem

reesterificados pelo proprio TAB. Como resultado, pode-se observar lipotoxicidade,
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conforme demonstramos recentemente no rim (MULLER et al.,, 2018) e no figado
(dados ainda néo publicados), e aumento da adiposidade decorrente da maior ativacao

de enzimas envolvidas na lipogénese classica (HIGA et al., 2014).

A néo observacao de efeito do TFA sobre as proteinas marcadoras de lipolise no
grupo TF-NO foram diferentes do esperado, pois no nosso estudo prévio havia sido
demonstrado que os adipécitos isolados do TAB-PE do TF-NO, quando estimulados
com isoproterenol, apresentaram aumento significativo na atividade lipolitica (HIGA et
al., 2014). Tais resultados nos permitem especular que, embora os métodos utilizados
para a avaliacdo da lipOlise sejam diferentes entre os estudos, o aumento na taxa
lipolitica do TF-NO mediante o estimulo com mimético beta-adrenérgico revela que o
TAB-PE estda exercendo seu papel no suprimento da demanda energética do
organismo de forma fisiol6gica, como durante a pratica de exercicio fisico. Nesse caso,
na condicdo basal, ndo haveria razdo para o grupo TF-NO apresentar aumento na

expressao de proteinas envolvidas na lipélise.

O aumento da inflamacdo e da Rl no TAB sdo eventos que iniciam a RI
sistémica associada a obesidade e a sindrome metabdlica (SCHOETTL et al., 2018). O
TAB hipertrofiado na obesidade sintetiza citocinas pro-inflamatorias, que cronicamente
induz a infiltragdo de macréfagos, mondcitos e outras células do sistema imune
(GUGLIELMI & SBRACCIA, 2018). No presente estudo, a expressdo da citocina pro-
inflamatodria IL-6 aumentou nos grupos SED-CAF e TF-CAF. Enquanto nos animais
SED-CAF, a maior adiposidade e peso corporal justiicam o aumento na IL-6, nos
animais TF-CAF é possivel que o proprio TFA seja responsavel pela manutengédo dos
niveis elevados de IL-6, mesmo na condicdo de menor adiposidade e peso corporal.
Isso porque é sabido que o TFA estimula a secrecdo de IL-6 pelo musculo esquelético,
e que a IL-6 aumenta a captacdo de glicose e oxidacdo de lipideos, bem como exerce
efeitos semelhantes a hormonios que afetam o metabolismo de outros tecidos, como
figado (producéo de glicose hepética) e TAB (aumento da lipdlise) (CASTELLANI et al.,
2015; PARK et al.,, 2014; YOU et al., 2013). Assim, é possivel que a maior
concentracdo de IL-6 no TAB seja decorrente da producédo local ou oriunda da
circulagdo, e que a IL-6 colabore para o maior fornecimento de lipidios ao musculo

esquelético e ao figado. Esse resultado corrobora tanto os nossos achados nos
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marcadores de lipolise no grupo TF-CAF (aumento na expressdo da HSL fosforilada e

da ATGL), quanto o aumento na atividade lipolitica demonstrado por Higa et al. (2014).

O SRA é considerado um sistema enddécrino em evolucao. No presente estudo,
foram avaliadas as duas principais alcas do SRA, a alga ECA/Ang IlI/AT1 e a alca
ECA2/Ang (1-7)/Mas. Nossos resultados revelaram que as atividades das enzimas
ECA e ECA2 apresentaram padrdes de resposta diferentes no depdsito de TAB-PE e
no soro. Enquanto a atividade da ECA circulante ndo modificou entre os grupos, a
atividade da ECAZ2 circulante aumentou no grupo TF-NO, o que sugere que o TFA foi
capaz de modular a atividade da ECA2 e que a dieta impediu essa resposta no grupo
TF-CAF. Além disso, o TFA induziu o aumento na concentracédo de Ang (1-7) circulante
em ambos os grupos treinados TF-NO e TF-CAF. Ou seja, embora a dieta de cafeteria
tenha amenizado a resposta da ECA2 no grupo TF-CAF, o mesmo continuou com
maior concentracdo de Ang (1-7). Esses resultados corroboram outros trabalhos que
observaram que o TFA proporcionou aumento ou normalizacdo dos componentes da
alca ECA2/Ang(1-7)/Mas circulantes em ratos com insuficiéncia cardiaca e também em
camundongos knockout para o receptor Mas, favorecendo importantes funcdes
cardioprotetoras da Ang (1-7), incluindo efeitos anti-hipertensivos, anti-hipertroficos,
anti-fibréticos e propriedades anti-trombéticos (GUIMARAES et al.,, 2012; GOMES-
SANTOS et al., 2014; GIANI et al., 2010).

O TAB expressa todos os componentes do SRA. A producdo de
angiotensinogénio e de Ang Il pode ser estimulada por nutrientes como AG de cadeia
longa e glicose, hormdnios como a insulina e citocinas. A ligacado da Ang Il ao receptor
AT1 no TAB tem um efeito inibitério da adipogénese e da lipolise, o que favorece o
estabelecimento de adipdcitos maiores. Essa reducdo na diferenciacdo de adipocitos
pela Ang Il pode levar a predominancia de grandes adipdcitos disfuncionais
caracterizados por um estado resistente a insulina e com inflamacéo crénica. A Ang Il
também se liga ao receptor AT2, através do qual induz aumento na producdo das
principais enzimas lipogénicas. Sendo assim, o efeito da alca classica do SRA no TAB
€ aumentar o armazenamento de lipidios (PAHLAVANI et al., 2017; SLAMKOVA et al.,
2016). Apesar de o grupo TF-NO apresentar 47% de reducdo na concentragéo de Ang

Il comparado ao grupo SED-NO no depoésito de TAB-PE, ndo foram encontradas
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diferencas estatisticas nos componentes da alca classica do SRA. Esses resultados
revelaram que o0s prejuizos metabodlicos apresentados pelo grupo SED-CAF, como
maior ganho de peso corporal e adiposidade, intolerancia a glicose e RIl, bem como
modulagéo nas proteinas de metabolismo de glicose e lipidios, ndo foram associados
com modificagdes na alga do SRA ECA/Ang II/AT1 no TAB-PE. Da mesma maneira,
nao foi observado efeito do TFA nessa al¢ca do SRA no TAB-PE.

Na alca ndo classica do SRA, um estudo prévio demonstrou que a ag¢ao do
peptideo Ang (1-7) no TAB via receptor Mas leva a melhora da sensibilidade a insulina,
da tolerancia a glicose e também do metabolismo lipidico, e reduz a formagédo de
espécies reativas de oxigénio (SLAMKOVA et al., 2016). No presente estudo, a
atividade da ECA2 no TAB-PE foi maior em ambos os grupos que consumiram a dieta
de cafeteria SED-CAF e TF-CAF, sem repercussado para a concentracao do peptideo
Ang (1-7) e da expressdo do receptor Mas. Este aumento da atividade da ECA2
corrobora o estudo que mostrou que a ECA2 pode ser regulada nutricionalmente, no
gual camundongos submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram aumento na
expressao e atividade da ECA2 (GUPTE et al, 2008). Apesar disso, 0 aumento da
atividade enzimatica ndo levou ao aumento nos niveis de Ang (1-7), possivelmente em
funcdo de outras acdes da ECA2 no SRA, como a competicdo com a ECA pela Ang |,
formando mais Ang (1-9), peptideo cujas funcdes biologicas ainda ndo sdo bem
conhecidas (FRANTZ et al., 2018; RICE et al., 2004). Ou ainda, a ECA2 pode clivar a
Ang A em Alamandina, que através do receptor MrgD (proteina G acoplada ao receptor
relacionado ao Mas), apresenta funcdes vasodilatadoras e anti-fibroticas (FRANTZ et
al., 2018).

De maneira interessante, diferente dos niveis de peptideos do SRA dosados, a
razdo Ang (1-7)/Ang 1l no TAB-PE sugere que o TFA promoveu maior
biodisponibilidade de Ang (1-7) quando comparada a Ang Il no grupo TF-NO, e que a
dieta de cafeteria foi capaz de impedir essa modulacdo. Isso vai ao encontro com
estudos que mostraram o efeito benéfico do TFA sob a alca néo classica do SRA
(FRANTZ, et al., 2018; FRANTZ et al., 2017; GOMES-FILHO et al., 2008), sugerindo
assim, uma possivel contribuicdo da acdo da Ang (1-7) para melhora nos parametros

metabdlicos, ja que ambos os peptideos apresentam acgdes oposta e o balanco da
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concentracdo desses peptideos encontra-se deslocado para a Ang (1-7) no grupo TF-
NO.

Em sintese, os resultados encontrados no soro confirmam o efeito do TFA na
modulacdo da ECA2/Ang (1-7) no TF-NO, e que mesmo com a atenuagcao da resposta
da ECA2 no TF-CAF, a concentragao de Ang (1-7) permaneceu elevada, o que pode
estar associada com a prevencdo da obesidade e da RI. Embora algumas proteinas
chaves do metabolismo de glicose e de lipidios, bem como a citocina IL-6 sejam
moduladas pela dieta de cafeteria e pelo TFA, a ndo alteracdo das alcas ECA/Ang
II/AT1 e ECAZ2/Ang(1-7)/Mas no TAB-PE revela que o SRA nado participou dos
mecanismos induzidos pelo TFA para a prevencao de obesidade e Rl no nosso modelo
experimental. Cabe ressaltar que, o uUnico efeito induzido pelo TFA foi a maior
biodisponibilidade de Ang (1-7) comparada a Ang Il no TAB-PE do grupo TF-NO, o qual

foi excluido na presenca da dieta de cafeteria.

6.2 TAB-SC

No TAB-SC, foram avaliadas proteinas chaves para o metabolismo de glicose e
de lipidios, marcadores de browning e também as alcas do SRA. E conhecido na
literatura que depdésitos de gordura anatomicamente distintos devem ser considerados
como "mini-6rgéos separados”, com populacfes de adipécitos heterogéneas derivadas
de precursores embrionarios distintos (CHAU et al., 2014). Do ponto de vista
metabdlico, sabe-se que o TAB-SC é responsavel pela maior expressao de adipocinas
guando comparado aos depdsitos de TAB visceral. Porém, os depdsitos de TAB
visceral sdo considerados mais ativos por apresentarem maior sensibilidade a lipdlise
via catecolaminas, maior liberacdo de AG, maior resisténcia a agcao da insulina, maior
secrecao de adipocinas ligadas aos processos proé-inflamatérios como resistina, Ang |l
e IL-6 (BODIS & RODEN, 2018; SCHOETTL et al., 2018; FONSECA-ALANIZ et al.,
2006).

No presente estudo, apesar de ndo haver modificacdo na expressdo da AKT
fosforilada entre os grupos no TAB-SC, foi observada reducdo na razdo AKT
fosforilada/AKT total nos grupos TF-NO e TF-CAF. Esse resultado sugere que o TFA
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diminui a sinalizacédo da insulina no TAB-SC, e por consequéncia, pode contribuir para
a reducdo da lipogénese de novo nos grupos treinados (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006). Embora tenha sido encontrada reducdo na expressao da AKT fosforilada e na
razdo AKT fosforilada/AKT total no TAB-PE do grupo SED-CAF, tais resultados nédo
foram observados no TAB-SC, sugerindo a menor contribuicdo do TAB-SC para o

desenvolvimento de RI no grupo SED-CAF.

De forma semelhante ao TAB-PE, ndo foi observada diferenca na expresséo
proteica do GLUT-4 no TAB-SC. Conforme dito anteriormente, como a metodologia
utilizada quantificou o conteudo total do GLUT-4 e ndo o conteldo translocado para a
membrana celular, ndo podemos descartar a hipotese de modificacdo dessa proteina,
ja que em ambos os depositos de TAB avaliados, observamos modificagdo em
proteinas relacionadas com a translocacdo de vesicula contendo GLUT-4 para a
membrana dos adipdcitos. Isso mostra que Sao nhecessarios experimentos mais

adequados, sinalizando uma limitacdo do nosso estudo.

Interessante que no presente estudo, ndo observamos modificacdo na
expressédo proteica da AMPK total e fosforilada no TAB-SUB. Esse dado reforga que a
regulacéo funcional dos depoésitos de TAB é diferenciada, e que a ativacdo da AMPK
no TAB pelo TFA acontece em depdsito visceral e ndo subcutaneo, pelo menos no
nosso modelo experimental. Essa afirmacdo € possivel de fazé-la, uma vez que no
estudo prévio do nosso grupo foi demonstrado aumento na expressdo da AMPK
fosforilada no TAB-PE induzido pelo TFA nos grupos TF-NO e TF-CAF (HIGA et al.,
2014). Sendo assim, esses resultados revelam que os mecanismos acionados no TAB

para a prevencdo da Rl no grupo TF-CAF séo depésitos-dependentes.

Com relacdo aos marcadores de lipolise no TAB-SC, o grupo TF-CAF
apresentou aumento tanto na expressdo da HSL total quanto na razdo HSL
fosforilada/HSL total. O TFA também foi capaz de aumentar a expressédo da proteina
ATGL em ambos os grupos treinados comparados aos dois grupos sedentarios. Tais
resultados corroboram o peso do depdésito de TAB-SC no grupo TF-CAF, haja visto o
TFA prevenir o aumento desse depésito induzido pela dieta de cafeteria. Quando
comparados os resultados de marcadores de lipdlise nos dois depdésitos de TAB,
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identificamos que o TAB-PE foi mais responsivo ao estimulo da dieta de cafeteria,
conforme os resultados apresentados pelos grupos SED-CAF e TF-CAF, e que o TAB-
SC foi mais responsivo ao TFA, pois as alteracBes em proteinas lipoliticas ocorreram
apenas nos grupos TF-NO e TF-CAF. Interessante que, em estudos prévios, ja havia
sido observado que seres humanos obesos e com RI apresentam maior resposta
lipolitica as catecolaminas e maior Rl no TAB visceral comparado ao TAB-SC (ARNER
& LANGIN, 2014; WAJCHENBERG, 2000).

Os marcadores de termogénese/browning foram avaliados tanto por expressao
génica quanto proteica. A dieta de cafeteria reduziu a expressdo génica da UCP-1
(86%, sem estatistica), UCP-2 e CIDEA no grupo SED-CAF, o que pode sinalizar
reducdo na termogénese e no gasto de energia no depodsito de TAB-SC, justificando o
maior peso desse depésito e a hipertrofia dos adipdcitos. Esse feito foi parcialmente
prevenido pelo TFA no grupo TF-CAF, haja visto o TFA impedir tanto a reducao na
expressao em tais genes quanto a hipertrofia dos adipdcitos induzida pela dieta de
cafeteria. O aumento na expressao proteica da UCP-1 e 0 aumento em mais de 100%
na expressao dos genes da UCP-1 e CIDEA no grupo TF-NO revela o potencial do TFA
para a inducao do browning no TAB-SC. Esse achado ja foi demonstrado previamente
por outros autores (BOSTROM et al., 2012; COHEN et al., 2014; NEDERGAARD et al.,
2005). Interessante que o aumento do marcador de browning no TAB-SC néo
repercutiu em menores peso do depoésito de TAB-SC, diametro e area dos adipdcitos
no grupo TF-NO. E possivel que a atividade lipolitica, e consequentemente a
disponibilidade de AG para oxidagdo, sejam fatores limitantes para o aumento na
termogénese do TAB-SC, pois o grupo TF-NO apresentou apenas aumento da proteina
de via lipolitica ATGL.

Com relagdo aos componentes do SRA, a reducdo na expressao do
angiotensinogénio no grupo TF-NO pode indicar menor producéo local do peptideo ou
a ativacdo da alca do SRA no TAB-SC em funcdo da maior clivagem do peptideo
(FRANTZ et al., 2018; PAHLAVANI et al., 2017). Como néo foi avaliada a concentracao
de Ang | e os resultados de Ang Il ndo diferiram entre os grupos, € possivel que o TFA
tenha provocado reducao na expressao do angiotensinogénio no TAB-SC do grupo TF-

NO. Esse resultado n&o foi visto no TAB-PE, o que reforca mais uma vez as diferentes
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respostas induzidas pelo TFA nos depdsitos de TAB.

Embora ndo haja modificacdo na atividade da ECA e na concentracdo de Ang Il
no TAB-SC, observamos aumento na expressao dos receptores AT1 e AT2 no grupo
TF-CAF. Considerando que a Ang Il age preferencialmente por meio do receptor AT1, é
possivel que o grupo TF-CAF apresente aumento da agdo da Ang Il em decorréncia da
maior disponibilidade do receptor AT1. Nesse sentido, a hiperatividade da alca do SRA
via AT1 no TAB pode inibir a adipogénese (PAHLAVANI et al., 2017; SLAMKOVA et al.,
2016), reduzir a lipdlise e o processo de browning (FRANTZ et al., 2018; JINJ et al.,
2013; BARROSO et al., 2002; MORI et al., 2007, MARCUS et al., 2013; SLANKOVA et
al., 2016). Esse resultado pode explicar os dados de marcadores de browning
apresentados pelo grupo TF-CAF, uma vez que o TFA combinado com a dieta de
cafeteria impediu 0 aumento dos marcadores de browning provocado pelo TFA. Por
outro lado, embora a expressdo do AT2 nao tenha diferido estatisticamente no grupo
TF-NO, o aumento em 50% pode de alguma maneira contribuir para a maior acdo da
Ang |l via AT2. E sabido que a Ang |l via receptor AT2 apresenta acdes opostas as
realizadas via receptor AT1. De fato, foi demonstrado que o tratamento crénico com o
agonista do AT2 (Composto 21) reduz o tamanho dos adipécitos hipertrofiados e a
massa do TAB em roedores alimentados com dieta hiperlipidica, sugerindo os efeitos

favoraveis da ativagdo do AT2 para o tratamento da obesidade (THAN et al., 2017).

Na alca néo classica do SRA no TAB-SC, a dieta de cafeteria proporcionou
aumento da atividade da ECA2 nos grupos SED-CAF e TF-CAF. J& no grupo TF-NO,
observamos aumento nos niveis de Ang (1-7) mesmo sem aumento da atividade da
ECAZ2 tecidual, sugerindo que o aumento do peptideo pode ser proveniente da acéo de
outras enzimas, tais como a PEP (Prolil endopeptidase) ou da PCP (prolil
carboxipeptidase) que clivam a Ang Il em Ang (1-7), como também a partir da Ang |
clivada pela NEP (Endopeptidase Neutra) ou pela PEP (FRANTZ, et al, 2018). Apesar
de a concentracdo da Ang (1-7) ndo ser diferente no grupo TF-CAF, observamos
aumento na expressao do receptor Mas, 0 que torna os adipdcitos mais sensiveis ao
peptideo. Dentre as acbes da Ang (1-7) por meio do receptor Mas no TAB, sao
descritos aumento da adipogénese (THAN et al.,, 2013), da lipdlise e do browning,

reducdo da lipogénese e melhora na tolerancia a glicose e Rl (FRANTZ et al., 2018;
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PAHLAVANI et al., 2017; STERN et al., 2013). Mais recentemente foi descrito na
literatura que a Ang (1-7) também atua via receptor AT2, induzindo aumento na
adipogénese, reducdo na lipogénese e ativacdo do browning (THAN et al., 2017).
Assim, os efeitos da Ang (1-7) por meio do receptor Mas corroboram os resultados
metabodlicos e de browning do TAB no grupo TF-NO. Interessante que, a maior
expressao dos receptores Mas e AT2 no grupo TF-CAF possivelmente contribui para
prevenir o prejuizo na expressdo de genes termogénicos e a hipertrofia dos adipécitos
do TAB-SC.

Finalmente, as correlagdes positivas observadas entre a expresséo do marcador
de browning UCP-1 e o KITT (r= 0,6), entre a UCP-1 e a concentragdo de Ang (1-7) no
TAB-SC (r= 0,6), e entre a UCP-1 e a razdo Ang (1-7)/Ang Il no TAB-SC (r= 0,7)
sugerem a associacdo do browning com melhor sensibilidade a insulina e com maior
concentracéo de Ang (1-7). Esses resultados foram amplamente identificados no grupo
TF-NO, no entanto, os animais do grupo TF-CAF obtiveram o efeito protetor do TFA
contra o desenvolvimento de RI independente do browning e do aumento na

concentragéo de Ang (1-7).
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7. Conclusao

Em concluséo, o TFA preveniu a obesidade e a Rl em animais submetidos a
dieta de cafeteria, e a contribuicdo do TAB-PE e do TAB-SC foi por meio da reducao na
expressdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina e do aumento na
expressdo de proteinas sinalizadoras de lipolise. Além disso, o TFA ndo impediu o
aumento de marcador inflamatério no TAB-PE, porém preveniu 0 prejuizo na expressao
de genes termogénicos no TAB-SC induzido pela dieta de cafeteria. A inalteracdo ou a
modulacao parcial de componentes das alcas ECA/Ang II/AT1 e ECA2/Ang(1-7)/Mas
no TAB-PE sugere que o SRA ndo participou dos efeitos induzidos pelo TFA
associados a prevencao de obesidade e RI. No entanto, no TAB-SC, o aumento na
concentracdo de Ang (1-7) no grupo dieta normocaldrica e dos receptores Mas e AT2
no grupo dieta cafeteria induzido pelo TFA, sugerem a contribuicdo do SRA na

prevencéo de obesidade e RI.
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