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RESUMO

ROVERATTI, AS. Efeitos do exercicio fisico sobre o metabolismo oxidativo hepatico e
muscular em camundongos obesos e nocautes para adiponectina. 2021. p. 64 Tese
(Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Séo Paulo, 2021.

Historicamente, o organismo dos seres humanos foi adaptado a escassez alimentar e a uma alta
exigéncia energética através da atividade fisica, fatores estes que moldaram nosso
metabolismo. Nos dias atuais, estes mesmos organismos pairam sobre um ambiente
controverso, onde a alta disponibilidade cal6rica e a inatividade fisica promovem um
ecossistema obesogénico. Hoje, obesidade é um problema de saude publica mundial. O tecido
adiposo tem como principal adipocina secretada, a Adiponectina, um importante horménio que
atua beneficamente no metabolismo dos tecidos muscular e hepético, principalmente se
modulada pelo exercicio fisico. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do
exercicio fisico na via da adiponectina nos tecidos muscular e hepatico em animais induzidos
a obesidade por dieta hiperlipidica. Foram utilizados camundongos C56BI6 machos divididos
incialmente em 2 grupos: Wild Type (WT) e Knockout para adiponectina (adipoKO). Os
animais WT validaram o aumento da adiponectina sérica promovida pelo protocolo de exercicio
fisico (EF). Apds esta etapa o foco do estudo se concentrou sobre os animais adipoKO, onde
foram divididos em 3 grupos: C: controle, H: animais que receberam a dieta hiperlipidicae HT:
animais que receberam a dieta hiperlipidica e submetidos ao treinamento em esteira rolante
durante 8 semanas. Como resultados iniciais obtivemos a reducdo do peso corporal, a melhora
do KT, porém ndo houve melhora na sensibilidade glicémica. Portanto, foi avaliado no tecido
hepético genes (RNAm) da via glicogendlise e gliconeogénese, os quais ndo foram alterados
pelo EF demonstrando possivel dependéncia a adiponectina. Foi determinado histologicamente
0 quadro de esteatose hepatica induzida pela dieta, porém o EF néo foi capaz de restaurar gotas
lipidicas micro e macrovesiculares a nivel do grupo Controle. A partir disto, genes relacionados
a via da adiponectina foram avaliados para entender a participacdo do EF neste tecido. O
PPARYy, corrobora fortemente com a literatura como ativador da oxidagdo lipidica hepatica,
demonstrou alta expressdo ndo dependente de adiponectina nos animais obesos sendo
restaurado a niveis controle pelo exercicio, em parte explicado também pela superexpresséo de
Acsl3 pela dieta hiperlipidica. Histologicamente, constatamos que o EF ndo induz hipertrofia
nas miofibras e ndo reduz acumulo de lipideos no musculo esquelético em animais AdipoKO,

embora 0 PGC-1a seja superexpresso pelo exercicio fisico no masculo esquelético mesmo néo



encontrada diferencas na expressao de receptores AdipoR1. Por fim, nossos resultados,
postulam que, neste modelo, tdo importante quanto a restauracdo da sensibilidade a insulina
para uma melhora sistémica do organismo, é a presenca da adiponectina para 0 metabolismo
da glicose e embora ocorra a redugdo o peso corporal, o protocolo de exercicio fisico aerébio
ndo sustentou efeitos significativos glicoliticos no figado, na reducéo de lipideos nos tecidos

hepatico e muscular na auséncia de adiponectina.

Palavras-chave: Exercicio Fisico, Obesidade, Metabolismo Oxidativo, Adiponectina.



ABSTRACT

ROVERATTI, AS. Effects of physical exercise on hepatic and muscle oxidative
metabolism in adiponectin knockout obese mice. 2021. p. 64 Ph. D. these (Department of
Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo,
2021.

Historically, human beings' bodies were adapted to food shortages and a high energy
requirement through physical activity, factors that shaped our metabolism. Nowadays, these
same organisms hover over a controversial environment, where high caloric availability and
physical inactivity promote an obesogenic ecosystem. Today, obesity is a global public health
issue. Adipose tissue has as its main secreted adipokine, Adiponectin, an important hormone
that acts beneficially in the metabolism of muscle and liver tissue, especially if modulated by
physical exercise. This study aims to evaluate the effects of physical exercise on the
adiponectin pathway in muscle and liver tissue in animals induced to obesity by a high-fat diet.
Male C56BI6 mice were initially divided into 2 groups: Wild Type (WT) and Knockout for
adiponectin (adipoKO). The WT animals validated the increase in serum adiponectin promoted
by the physical exercise protocol (PE). After this step, the focus of the study was concentrated
on the adipoKO animals, which were divided into 3 groups: C: control, H: animals that received
the high-fat diet and HT: animals that received the high-fat diet and underwent training on a
treadmill during 8 weeks. As initial results, we obtained a reduction in body weight, an
improvement in KITT, but there was no improvement in glycemic sensitivity. Therefore, genes
(mRNA) of the glycogenolysis and gluconeogenesis pathway were evaluated in liver tissue,
which were not altered by EF, demonstrating a possible dependence on adiponectin. Highfat
diet-induced hepatic steatosis was histologically determined, but the EF was not able to restore
micro and macrovesicular lipid drops at the level of the Control group. From this, genes related
to the adiponectin pathway were evaluated to understand the participation of EF in this tissue.
PPARYy, strongly corroborates the literature as an activator of hepatic lipid oxidation, showed
high non-dependent expression of adiponectin in obese animals, being restored to control levels
by exercise, in part also explained by the overexpression of Acsl3 by the high-fat diet.
Histologically, we found that EF does not induce myofiber hypertrophy and does not reduce
lipid accumulation in skeletal muscle in AdipoKO animals, although PGC-1a is overexpressed
by physical exercise in skeletal muscle even though no differences were found in the expression
of AdipoR1 receptors. Finally, our results postulate that, in this model, as important as the

restoration of insulin sensitivity for a systemic improvement of the body is the presence of



adiponectin for glucose metabolism and, although there is a reduction in body weight, the
protocol of aerobic physical exercise did not support significant liver glycolytic effects and

lipid reduction in liver and muscle tissue in the absence of adiponectin.

Keywords: Physical Exercise, Obesity, Oxidative Metabolism, Adiponectin.



Acaadll
Acsl3
AdipoR1
AdipoR2
AdipoKO
AMPK
APPL1
AU
AUC
CptalA/B
FGF21
Glut
G6pc
HDL
Hprtl
IGF-1
IL-6
LDL
LKB1
MCP-1
NAFDL
Pepck
PGCla
Ppara
Ppary
Sirtl
TNF-a
UCP3
VLDL

LISTA DE ABREVIATURAS

Acyl-CoA dehydrogenase family member 11
Acyl-CoA synthetase long-chain family member 3
Adiponectin Receptor 1

Adiponectin Receptor 2

Adiponetcin Knockout

Adenosine monophosphate(AMP)-activated protein kinase

Adaptor protein, phosphotyrosine interacting with PH domain and leucine zipper 1

Arbitrary Unit

Area Under the Curve

Carnitine palmitoyltransferase

Fibroblast growth factor 21

Glucose Transporter

Glucose-6-phosphatase catalytic subunit

High density lipoprotein

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Insulin growth factor

Interleukin-6

Low density lipoprotein

Liver Kinase B1 / Serine/Threonine Kinase 11 (STK11)
Monocyte chemoattractant protein-1
Non-alcoholic fat liver disease
Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Sirtuin 1

Tumor necrosis factor-alpha

Mitochondrial uncoupling protein

Very low density lipoprotein



Sumario

INTRODUGAOD ..ottt sttt nan 16
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt esee st sna s s 17
2.1 Sedentarismo e Obesidade: HIiStOMCO .........coovieriiiiiiesee e 17
2.2 Epidemiologia e Fisiopatologia da Obesidade ............cocovvriiieiciiic i, 19
2.3 Integracdo metabdlica promovida pelo tecido hepatiCo..........ccccovvvevvice i v, 22
2.4 Exercicio Fisico como Intervencao TerapeutiCa ..........coovvvierieireieiieesesieese e 23

@] N N Y PSSP 26
3MATERIAL E METODOS ......ooiitiieeteeeeieieee et sesasss s sesss s sesssssssssssssssssssssssesssnsnsanes 26
K T0 N 01 1 USROS 26
3.2 ASPECLOS ELICOS .....ooeveceeececeeice ettt s ettt 27
3.3 Genotipagem dos animais adipoKO e seus irmaos selvagens...........ccccocevveveciveireennnnn, 27
3.4 Desenho EXPErMENTAL .........cciiiiiiiiiiie e 28
3.5 Protocolo de Treinamento Fisico e Teste de tolerancia ao esfor¢o (TmMax)...........c...... 29
3.6 Pesagens e Andlise de CompoSICA0 COrPOral ..........ccvvevuiiieiieiieiieieese e 30
3.7 Teste de tolerdncia @ glicoSe (IPTTG) ...eovereeererieieeriesieeeesie e 30
3.8 Teste de tolerdncia @ iNSuliNa (IPTTI) ..coveieieeieeese s 30
3.9 Teste de tolerancia a piruvato (IPTTP)..c.cciciieiiieece e 30
3.10 Pardmetros PlaSMALICOS......c..cverieiiiiiesiese et ieiee sttt na e 31
3.11 ANAliSES HIStOIOGICAS .....c.eveeereeiiiieieieie e 31
3.11.1 HematoXilina € EOSING .......cccoiviiiiiiieieieie ettt 32
3.11.2 SUAAN BIACK ... 32
3.12 Quantificagdo da expressdo de RNAmM por PCR em tempo real..........ccccovvvivenennee, 32
3.13 Quantificacdo da expressdo das proteinas alvo por Western Blotting ......................... 33
3.14 ANALISE ESTALISTICA .. .eeveevieiiiesir ettt ne e sreenne e 34

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccuiieeeiesieeeeeeeeee s seses s ene s 35
4.1 Efeito do treinamento aerobio na concentragcdo de adiponectina plasmética................. 35
4.2 Efeito do treinamento aerdbio nos parametros metabdlicos de animais AdipoKO ....... 37

4.3. O exercicio fisico ndo diminui o acimulo de lipidio hepatico em animais adipoKO
(0] 010 PRSP PTRRPP 43

4.4 O exercicio fisico ndo induz hipertrofia no masculo esquelético de animais adipoKO
(0] 010 PRSPPI 50

4.4 O exercicio fisico ndo reduz acumulo de lipideos no masculo esquelético de animais
Y0 [T 1] @ oo 1- o SRS 52

B CONCLUSAOD ..o oot e e e e e et e e e s e et et e e et e e e s e e e et e e er e e er e e s er e e esaaeans 54



INTRODUGCAO 16

INTRODUCAO

Historicamente os Homo Sapiens e seus ancestrais desenvolveram mecanismos
celulares extremamente eficientes para o armazenamento de energia (Eknoyan, 2006).

Nos dias atuais, este refinado mecanismo de armazenamento energético € confrontado
ndo mais com escassez de alimento, porém com muita oferta caldrica. Cenario ideal para o
desenvolvimento da patologia conhecida como obesidade.

Paralelamente a este rebuscado resquicio evolutivo de armazenamento de energia, a
capacidade de correr do género Homo promovida pela ascensdo do bipedalismo ha cerca de 2
milhdes de anos atras moldou nossa atual estrutura musculo esquelética e consequentemente
nossa capacidade gastar energia, ou seja, nosso metabolismo (Bramble; Lerberman, 2004).

Desse modo, os unicos primatas sobreviventes do género Homo, nds, os Sapiens,
possuimos um organismo forjado e herdado ha de centenas de milhares de anos atras o qual
apresenta um eficaz e primitivo metabolismo energético que atualmente se encontra refém de
um ambiente totalmente modificado pelo sedentarismo e pela alta oferta de calorias.

Quanto maior o consumo calérico de um individuo em relagéo ao seu gasto, maior sera
0 acumulo de tecido adiposo em seu organismo. Em dltima andlise, isso significa maior
deposito de gorduras viscerais e subcutaneas. Tal acumulo excessivo destes depésitos
caracteriza a Obesidade, uma doenca que atua de maneira cronica e acomete milhdes de pessoas
no mundo todo e aumenta significativamente o risco de outras inimeras doencas (Eknoyan,
2006).

O tecido adiposo é conhecido como um grande 6rgéo enddcrino (Galic, 2010), o qual
secreta substancias que atuam diretamente no metabolismo, como por exemplos as chamadas
adipocinas.

Adipocinas sdo peptideos que sinalizam o status funcional do tecido adiposo, as quais
tém como alvo varios tecidos como cérebro, figado, pancreas, musculo e até mesmo o sistema
imune (Fasshauer; Bluher, 2015).

Uma dessas importantes adipocinas secretadas pelo tecido adiposo é a Adiponectina,
um horménio que também pode ser derivado do musculo esquelético, em menor escala, e que
regula homeostase energetica e sensibilidade a insulina (Galic, 2010).

Em harmonia com o metabolismo adiposo, um outro tecido importante para toda a rede
metabdlica demonstrada neste trabalho € o tecido hepatico, o qual interage diretamente com o

acumulo de gordura e efeitos do exercicio fisico.
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Frente a estes efeitos colaterais do excesso de calorias, o tecido muscular, € um potente
opositor. O musculo esquelético € um dos maiores tecidos do corpo humano, chega a equivaler
a 40% do peso total do corpo de um individuo adulto e representa a maior parcela do gasto
calorico no organismo (Frontera; Ochala, 2015).

Portanto, o presente trabalho visa avaliar a atuacdo do exercicio fisico e a via da

adiponectina na melhora no quadro da obesidade, esteatose hepatica e resisténcia a insulina.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sedentarismo e Obesidade: Histérico

A empreitada evolutiva dos seres Humanos e seus ancestrais € composta por uma
sequéncia de eventos 0s quais adequaram 0 rumo metabdlico de nosso organismo e
consequentemente do processo salde-doenca.

Entre mutacGes no metabolismo do acido Urico dos antigos primatas até estabilizacdes
climaticas ha 12 milhdes de anos atras, Andrews e Johnson (2020), destacam que entender o
ambiente dietético o qual os Humanos foram expostos no passado remoto podem nos levar a
compreender melhor as doencas atuais.

Por volta de 2 milhdes de anos atrds o bipedalismo conquista um papel central no
organismo de hominideos chamados Homo Erectus e aspectos morfofuncionais importantes
para a estabilizacdo desta postura encontram-se consistentes como por exemplo adaptacdes nos
0ss0s dos quadris e dos pés, aumento do comprimento das pernas e ajustes na cintura escapular
(Andrews; Johnson, 2020).

Dentre vantagens e desvantagens evolutivas do bipedalismo, tal postura permitiu aos
primeiros hominideos, duas condi¢fes importantes a serem destacadas: um meio de locomocéo
em que pudessem percorrer longas distancias (Bramble; Lieberman, 2004; Napier JR, 1964) e
bracos livres com méos e dedos habilidosos para manufaturar ferramentas, cacar, controlar o
fogo e se alimentar com mais competéncia consumindo fontes de caloria animal (Andrews;
Johnson, 2020).

O cozimento de alimentos e o alto consumo de carne fez com que o poder calorico dos
alimentos aumentasse significativamente na dieta de nossos ancestrais hominideos e

transformasse nossa capacidade energética (Andrews; Johnson, 2020).
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Com grande capacidade de locomogdo e dominio do fogo como técnica de
sobrevivéncia, nossos ancestrais logo se tornaram o que antropologos e historiadores chamam
de cacadores e coletores (Harari, 2015).

A atividade da caca e coleta era ndbmade e permitiu que os hominideos pudessem ter
uma dieta rica e saudavel por um longo periodo de tempo, mais de 1,5 milhdes de anos para H.
Erectus, antecessor de diversas espécies de hominideos, e da grande maior parte da existéncia
da espécie H. Sapiens, (~300 mil anos), os quais até cerca de 20-10 mil anos atras, praticavam
esta forma de sobrevivéncia (Harari, 2015; Barnard, 2004).

Apds este longo periodo de nomadismo e garimpo, 0s H. Sapiens que dedicavam seus
dias como cacadores e coletores, desenvolveram o cultivo plantas, raizes, especialmente trigo,
dominaram melhora sua capacidade de domesticar animais e pela primeira vez puderam se
manter no mesmo local por longas geracdes e estabelecer condutas sociais mais complexas
(Harari 2015; Eknoyan, 2006; Barnard, 2004).

A chamada de Revolucdo Agricola permitiu que nossos ancestrais pudessem dedicar
mais tempo em outras atividades, das quais ndo precisavam percorrer longas distancias por
comida, se abrigavam contra eventos climéaticos e estocavam comida. Periodo este que daria
inicio um cotidiano cada vez menos ativo de nossa espécie (Harari 2015; Barnard, 2004).

A partir destes ultimos eventos que culminaram em também como grandes nimeros de
individuos H. Sapiens pudessem viver em sociedades complexas, 0 evento mais recente e
importante que se pode destacar é a Revolucdo Industrial (Inglaterra, 1760) em que
gradualmente o trabalho bracal e o uso da forca animal perdem potencialmente espaco para
maquinas a vapor e cada vez mais maquinas sofisticadas minimizaram o gasto energético
humano em escala (Harari, 2015; Fogel 2004).

Avangadas tecnologias a partir do século XVIII, difundiram cada vez mais a
disponibilidade e oferta de alimentos, o que pode ser classificado como a segunda Revolucéo
Agricola (Fogel, 2004) e proporcionaram o0 aumento da longevidade e crescimento econémico,
entretanto reducgéo da carga de trabalho e atividade fisica (Eknoyan, 2006).

Portanto, com o rapido desenvolvimento de novas tecnologias, o esfor¢o necessario
para 0 H. Sapiens realizar trabalho se tornou cada vez menor. Nas atuais condigOes, a
inatividade fisica associada a um consumo energético excessivo, constréi um cenario ideal para

o alastramento da obesidade no mundo.
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2.2 Epidemiologia e Fisiopatologia da Obesidade

Atualmente, o nimero de criangas e adultos com sobrepeso ou obesos é cada vez maior,
a Organizacdo Mundial da Saude considera a obesidade uma crise de salde publica tdo séria
quanto a desnutricao, porém em maior escala, com alta incidéncia e prevaléncia (WHO, 2021;
Eknoyan, 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2021) calcula-se que a
epidemia de obesidade tenha triplicado desde 1975. Em 2016, o sobrepeso atingiu cerca de
39% da populacdo mundial acima de 18 anos e a obesidade cerca de 13%. A taxa de obesidade
deixou de ser alta apenas em paises de alta renda e vem aumentando em cerca de 30% a mais
em paises em desenvolvimento com economia emergente (WHO, 2021).

A obesidade pode ser classificada através da medida padronizada mundialmente como
indice de massa corporal (IMC). Este indicador, também preconizado pelo Ministério da Saude
do Brasil calcula a massa (em quilogramas) do individuo dividida pelo quadrado de sua altura
(em metros).

A Organizacdo mundial da saude avalia que individuos adultos que apresentam IMC
igual ou maior que 25 sdo considerados acima do peso e maior que 30 sdo frequentemente
considerados obesos, e estdo na faixa de risco para outras doencgas crénicas associadas e
apresentam maior taxa de mortalidade (WHO, 2021; Gonzalez, 2010).

No Brasil, uma pesquisa realizada pela Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério
da Saude aponta que, em 2018, 55,7% da populacdo adulta brasileira esta com excesso de peso
e 19,8% esta obesa. Dados do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional também relatam
que, 27,3% dos individuos adultos acompanhados na Atencdo Primaria no Brasil
apresentaram obesidade, em 2018. (Ministério da Saude, 2021)

Entre as principais causas de morte e agravos a saude que atingem o individuo obeso
destacam-se Diabetes Mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e cancer (WHO, 2021; Flegal,
2007).

Na obesidade, um dos principais fatores desencadeadores de doencas é a sindrome
metabdlica. Esta sindrome é caracterizada pelo acimulo de tecido adiposo principalmente na
regido abdominal, evidenciada por disfunc¢des do tecido adiposo, dislipidemias, inflamacao,
hipertensdo e resisténcia a insulina e esta fortemente associada a reducdo da qualidade e

expectativa de vida (Després, Lemieux 2006).
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Dentre estes danos causados pela obesidade e sindrome metabdlica, destaca-se a
resisténcia a insulina. Esta, por sua vez, é definida como uma acéo reduzida do horménio
insulina nos tecidos alvos, principalmente figado, tecido adiposo e musculo esquelético (lyer
etal., 2010).

Caracterizada por hiperinsulinemia, normo ou hiperglicemia, 0s mecanismos que
estabelecem relacdo entre resisténcia a insulina e obesidade nédo estdo completamente claros,
mas evidéncias apontam para um estado de inflamacgéo cronica do tecido adiposo e alteracoes
metabdlicas especificas nos adipécitos que refletem no organismo de forma sistémica (lyer et
al., 2010).

O tecido adiposo desempenha um importante papel de glandula endocrina na
homeostasia do organismo, pois é capaz de secretar adequadamente substancias chamadas
adipocinas que possuem potencial pardcrino e autdcrino com a¢des hormonais e até mesmo
imunoldgicas, porém, o excesso de adipdcitos e 0 consequente quadro resisténcia a insulina
acarretam amplas disfuncdes metabdlicas neste tecido, como por exemplo alteracBes na
secrecdo de adipocinas (Wernstedt-Asterholm et al., 2014).

Uma das mais importantes adipocinas, foco deste trabalho, se trata da a adiponectina,
conhecida por seus efeitos antidiabéticos, por ser o peptideo mais secretado pelos adipdcitos e
por possui importantes propriedades para a regulacdo do metabolismo oxidativo, balanco
energético e resposta anti-inflamatoria (Nigro et al., 2014).

Adiponectina foi incialmente descrita em 1995 por Scherer e colaboradores como
“adipocyte complement-related protein of 30 kDa, Acrp30”. Estes autores demonstravam que
esta adipocina apresentavam forte interacdo com a insulina em cultura celular 3T3-L1 e
também que a adiponectina se apresentava em diferentes complexos e pesos moleculares
(Scherer, 1995) o que elevou e diferenciou as possibilidades de sua atuacdo (Wang; Scherer,
2016).

A adiponectina, é encontrada principalmente no plasma, constituida por 247
aminoacidos e secretada majoritariamente pelos adipécitos (Scherer; Williams; Fogliano,
1995; Hu et al., 1996; Nakano et al., 1996). Porém tambem pode ser encontrada no musculo
esquelético, cardiomidcitos, linfocitos, placenta, testiculos, ovarios e nas glandulas pituitaria
e adrenal (Ngyuen, 2020).

A adiponectina € encontrada em abundancia no sangue, entretanto sua possui uma
relacdo inversa com a obesidade. Com a perda de peso e reducdo de gordura corporal ha

aumento de adiponectina circulante (Ngyuen, 2020). Porém, na sindrome metabolica e
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obesidade ocorre um status inflamatoério induzido pela infiltracdo de macrofagos no tecido
adiposo, as células adiposas acabam pro produzir citocinas inflamatorias como TNF-a,
interleucinas (IL-6), MCP-1, resistina, entre outras. Nestas condi¢des a produgdo de
adiponectina é drasticamente reduzida (Yanai H; Yoshida H, 2019).

A ligacdo da adiponectina e sua resposta celular dependem principalmente de dois
receptores: adipoR1 e adipoR2, ambos acoplados a uma proteina adaptadora denominada
APPL1 (Mao, 2006). Enquanto o receptor adipoR2 estd predominantemente expresso no
figado, o receptor adipoR1 esta preferencialmente mais expresso no tecido muscular
(YYamauchi, 2003).

Hoje em dia sua acdo € reconhecidamente hipoglicemiante, antioxidativa e
antiaterogénica tem cada vez mais se tornado um interessante alvo terapéutico no tratamento
da obesidade (Li et al., 2009; Esfahani et al., 2015).

Conhecidamente, através deste grande potencial para futuros alvos terapéuticos,
modelos animais que superexpressam adiponectina sao resistentes a indugdo de obesidade por
dieta hiperlipidica (Otabe et al., 2007; Li et al., 2009).

Embora os receptores adipoR1 e adipoR2 diferem-se um pouco em suas vias de
sinalizacdo, com o uso de camundongos knockouts (KO) para ambos receptores, foi observado
o acumulo de triglicerideos no figado, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Yamauchi,
2007).

A resposta celular frente ao acoplamento de adiponectina aos receptores adipoR1/R2
consiste em uma cascata de reacdes quimicas muito importantes para a via oxidativa através
da ativacdo da via da proteina adenosina monofosfato ativada por proteina quinase (AMPK).
Sendo o receptor adipoR1 mais intimamente ligado a ativacdo desta via, este receptor possui
como funcgdes: ativagdo da beta-oxidacao de &cidos graxos, aumento na captacao de glicose e
da ativacédo do receptor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARa/y), 0s
quais funcionam como fatores de transcricdo que promovem o metabolismo oxidativo. J& o
receptor adipoR2 esta mais associado a inibicdo da gliconeogénese hepatica (Yamauchi, 2002;
Tsushida, 2004).

Em suma, ambos receptores, adipoR1 e adipoR2 atuam como promissores alvos
terapéuticos como demonstrado, por exemplo, através do aumento nos niveis de expressao de
seus genes (RNAm) (Okada-lwabu, 2015; Iwabu et al., 2016).
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Portanto a intervencao por meio de treinamento fisico aerdbio sob efeitos de um quadro
de obesidade se torna necessaria para o entendimento da resposta celular da via da

adiponectina.

2.3 Integracdo metabolica promovida pelo tecido hepatico

A obesidade € uma doenca que se instala progressivamente com o passar do tempo
devido aos maus habitos de vida dos individuos.

Com progressédo da doenca, o figado passar a ser um dos 6rgdos mais afetados. Na etapa
inicial da obesidade, o figado apresenta um acimulo importante de triglicerideos (TG) que
caracteriza a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (NAFLD) (Polyzos et al., 2010).

A teoria mais aceita e atual é a de multiplas etapas ou Multi Hits, a teoria mais ampla e
complexa, parte da resisténcia a insulina como evento principal, sendo este processo
responsavel por aumentar a lipdlise e a producdo de adipocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-
6 e leptina) pelo tecido adiposo. Adicionalmente, a resisténcia a insulina também induz vias
lipogénicas hepaticas e inibe vias de oxidacao (beta — oxidacao) e de efluxo lipidico (secrecao
de VLDL, produtos do colesterol). Tais efeitos da resisténcia a insulina no tecido adiposo e
figado, resultam em um aumento nos niveis de &cidos graxos no interior dos hepatdcitos
(Buzzetti et al., 2016; Fotbolcu; Zorlu, 2016).

O aumento do conteudo lipidico hepatico pode levar a diversos eventos maléficos que
em Ultima analise irdo acarretar efeitos sistémicos, como por exemplo a indu¢do do estresse de
reticulo endoplasmatico, ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e inducao
de lipotoxicidade (Fotbolcu; Zorlu, 2016).

Eventos estes que podem se somar também com o aumento dos niveis circulantes de
adipocinas pré inflamatérias e o aumento da absorcdo de lipopolissacarideos intestinal
provocado pela dishiose, pode levar ao desenvolvimento de inflamacdo cronica, ativacdo de
vias apoptdticas e posteriormente, no figado, acimulo de fibrina (Buzzetti et al., 2016;
Fotbolcu; Zorlu, 2016).

O receptor para adiponectina, AdipoR2, predominantemente expresso no figado, é
responsavel por regular o metabolismo lipidico e glicémico, além de ativar vias anti oxidantes
e de processos anti inflamatorios (Kadowaki et al., 2006)

No figado, a acdo da adiponectina via AdipoR2, principalmente pode induzir a redugdo
da lipogénese e 0 aumento da beta oxidacdo. A sensibilizacdo do receptor AdipoR2, aumenta
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a atividade de PPARa (Yamauchi et al., 2003; Neumeier et al., 2005) que induz a maior
captacdo de acidos graxos pelo figado pela translocacdo do transportador de acidos graxos
FAT/CD36, e assim como uma maior atividade da CPT1 estimulando a beta oxidacao,
prevenindo desta forma o estoque de triglicerideos (Buechler; Wanninger, et al., 2011). Por
estes mecanismos em comum observados na pratica clinica o exercicio fisico é altamente
recomendado no tratamento de pacientes com NAFLD.

Apesar de evidéncias que a adiponectina pode mediar os efeitos benéficos do exercicio
fisico aerdbio, ainda ndo esta claro como ela é necessaria para os efeitos do exercicio na
sensibilidade a insulina no figado melhorando a esteatose hepatica, uma comorbidade muito

comum em individuos obesos.

2.4 Exercicio Fisico como Intervencéo Terapéutica

O musculo estriado esquelético é um dos mais dindmicos tecidos do corpo humano,
contempla aproximadamente 40% do peso total de um individuo adulto saudéavel. E um tecido
altamente resistente a estimulos por conta de sua plasticidade, e unicamente, € responsavel por
cerca de 30% da taxa metabolica basal (Zurlo et al., 1990; Frontera, 2014).

Além da perspectiva biomecanica, a dindmica celular do musculo é bem diversificada,
contém compartimentos proteicos estruturais, contrateis e regulatérios (Frontera; Ochala,
2014).

Dentre os diferentes tipos de fibras que compdem o masculo esquelético, pesquisas
sobre a plasticidade muscular demonstraram que este tecido adulto pode sofrer conversdo entre
os tipos de fibras em resposta ao exercicio fisico ou em resposta a estados patologicos como a
resisténcia a insulina e ao Diabetes Mellitus tipo 2 (Shortreed et al., 2009).

Em camundongos C57BL/6J estudos determinaram que o musculo séleo é um étimo
alvo para analises sobre 0 metabolismo oxidativo por ser constituido principalmente de fibras
do tipo I oxidativas (~37%) e lla (~38%), enquanto 0 musculo gastrocnémio é misto e contém
tanto fibras do tipo | (~5%), lla, IIx e Ilb (~54%) oxidativas, como também glicoliticas
(Augusto et al., 2004).

De uma perspectiva celular, o0 masculo esquelético participa de um importante papel
dentro do metabolismo energético através do exercicio fisico onde se apresenta como o
principal tecido envolvido na captagéo e utilizacdo de glicose e acidos graxos (Zurlo et al.,
1990).
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Visto que o sedentarismo esta diretamente associado ao ganho de peso, uma intervencéao
terapéutica que possa conduzir o restabelecimento da homeostasia energética a fim de
minimizar o surgimento de possiveis doencas € estritamente necessaria.

A realizagdo de exercicio fisico € uma excelente ferramenta ndo farmacoldgica no
tratamento das desordens metabolicas sistémicas: obesidade, sindrome metabdlica, resisténcia
a insulina, dislipidemias, hipertensdo, hipoglicemia, Diabetes Mellitus (Pedersen, 2006).

Como ja mencionado uma das principais linhas para o estudo da cascata de sinalizacao
da Adiponectina relacionada a obesidade e ao exercicio fisico € a importancia de seu estimulo
a biogénese mitocondrial.

Destaca-se neste processo a participacdo do proliferador de peroxissoma 1 alfa
(PGCla), um coativador da transcrigdo génica que atua na plasticidade de midcitos e possui
notavel funcéo na capacidade oxidativa do tecido muscular através da melhor na transcrigéo de
proteinas relacionadas a angiogénse, ao sistema anti oxidante e inflamatério (Rasbach, 2010;
Handschin, 2010; Olesen et al., 2010).

Para garantir tais adaptacdes fisioldgicas consistentes nos tecidos, é altamente utilizado
0 treinamento aerdébio, o qual promove alto gasto calérico, respostas neuroenddcrinas,
metabodlicas, ajustes cardiovasculares e é o principal estimulo mecanico para a regulacdo do
metabolismo oxidativo e glicolitico, o qual requer uma coordenacdo de multiplos eventos
celulares como a estimulagdo de enzimas mitocondriais , fatores nucleares respiratorios (NRF-
1 e 2), fatores de transcri¢des, entre outros (Hawley et al., 2014).

Ademais, sistemicamente, o treinamento aerébio regular € notoriamente capaz de
melhorar a captacdo de glicose pelo musculo esquelético através do aumento da translocacao
dos transportadores de glicose (GLUTS) independente de insulina, aumentar a sensibilidade a
insulina, contribuir para a homeostase glicémica, melhorar o transporte e oxidagéo de lipideos,
aumentar as concentragfes de adiponectina e testosterona séricas em individuos obesos
(Luciano et al., 2002; Richter; Hargreaves, 2013; Stanford; Goodyear, 2014; Moradi, 2015).

As vias principais que s&éo comumente abordadas por conta de suas importancias estao

demonstradas na Figura 1.
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Figura 1. Via de sinalizacdo da adiponectina.
Esquema exemplificando a transducdo de sinal da adiponectina via receptor AdipoR1 em
células musculares e a influéncia do exercicio fisico (Iwabu et al., 2015).

O treinamento de moderada a alta intensidade melhora a resisténcia a insulina sistémica
de camundongos obesos através do aumento da expressdo dos proprios receptores de
membrana adipoR1, e através da proteina sirtuina-1 (SIRT1), responsavel pela ativacdo de
PGCla e a razdo p-AMPK/AMPK no musculo esquelético em camundongos alimentados por
dieta hiperlipidica (Cho, 2015).

Portanto, na célula muscular o acoplamento de adiponectina ao receptor adipoR1,
resulta no aumento do influxo extracelular de Ca+2, processo que é de fundamental
importancia para a ativagdo do complexo CaMKK B (Ca+2 dependente de calmodulina quinase
de proteina quinase ). Este complexo, em conjunto com a proteina LKB1 (Liver Kinase B1)
s80 necessarios para completa ativagdo da AMPK. Consequentemente, as proteinas AMPK e
SIRT1, diminuem a acetilagdo e aumentam a expressdo de PGCla resultando em maior
biogénese mitocondrial, ou seja, aumento do ndmero de mitocondrias e maior funcao
respiratoria, maior capacidade enzimatica para beta oxidacdo de &cidos graxos e fosforilacao

oxidativa, e aumento de expressdo de proteinas relacionadas ao metabolismo oxidativo como
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CPT1b e UCP3 (lwabu, 2010; Himms-Hagen; Schrauwen, 2001; Finck; Kelly, 2006; Koves,
2013) como também descrito na Figura 1.

Corroborando com a acdo benéfica da adiponectina via receptor AdipoR1, animais
knockout para AdipoR1 no tecido muscular possuem menor toleréncia ao exercicio fisico,
revelando um comprometimento da via, ou seja, ha menor fosforilacdo da AMPK, menor
quantidade de PGCla, disfuncdo mitocondrial e até mesmo diminuicdo de moléculas
envolvidas com o processo de replicagcdo do DNA mitocondrial, na transcricdo de fatores
nucleares respiratorio (lwabu, 2010).

Ou ainda outras regulacdes como a de expressao de peptideos mitocondriais MOTS-c
que também sofrem regulacdo de sua secrecdo ou producdo promovidas diretamente da
ativacdo da cascata APPL1 — SIRT1 — PGCl-a, que por sua vez, tem influéncia do
tratamento com adiponectina e que melhora o quadro de resisténcia a insulina (Guo et al.,
2020).

Toda as cascatas e possiveis melhoras sistémicas promovida pela a¢do da ativacdo dos
protagonistas da via da adiponectina ndo ocorre de forma isolada, Murphy, Watt e Febbraio,
2020 relatam e direcionam o papel de miocinas e hepatocinas de forma coordenada para a
manutencdo da homeostase energética como forma de cross-talk entre os tecidos.

Sendo assim, hipdtese do presente trabalho consiste em verificar quais efeitos proé-
metabolicos do exercicio fisico aerébico sdo mediados pela via da adiponectina. Para tal,
utilizamos camundongos C57BL/6J selvagens e nocautes para adiponectina com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

2 OBJETIVO

Avaliar o efeito do exercicio fisico e participagdo da via da adiponectina na melhora do

quadro de obesidade, resisténcia a insulina e esteatose hepatica induzida por dieta hiperlipidica.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados neste estudo camundongos machos selvagens e nocautes para o gene
da adiponectina (AdipoKO) (B6;129-Adipoq tm1Chan /J, The Jackson laboratory) (Ma, et al.,

2002) no background genético do C57BL/6J recém-desmamados criados no Biotério do
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Departamento de Farmacologia — Unidade Il (biotério de camundongos) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Os animais foram mantidos
em sala com ciclo claro-escuro de 12-12h a temperatura de 23°+2°C, alimentados com ragao
padrdo Nuvilab (Nuvilab-Nuvital Nutrients Ltda., Parand, Brasil) e 4gua ad libitum até o inicio

do tratamento.

3.2 Aspectos Eticos

O experimento foi realizado de acordo com a legislacéo brasileira sobre o uso cientifico
de animais (lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008). Todos os procedimentos adotados neste
estudo estdo aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (protocolo n°
21/2016) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

3.3 Genotipagem dos animais adipoKO e seus irmaos selvagens

Para obtencdo dos animais adipoKO e seus irmdos selvagens, fémeas da linhagem
Adipogtm1Chan foram cruzadas com machos da linhagem C57BI6/J e a partir dos filhotes
heterozigotos, foram formados novos casais. A genotipagem foi realizada conforme protocolo
obtido da empresa The Jackson Laboratory (https:// www?2.jax.org), com algumas
modifica¢Oes. Para extracdo de DNA dos animais foram coletados 0,5cm da cauda, lavados
com H20d e incubadas a 55°C overnight em tubos de 1,5ml contendo 8uL de Proteinase K e
50uL de EAR Buffer (Tris HCI pH 8,5, EDTA, SDS, NaCl, H20d). Apo6s incubacdo foi
adicionado 500ml de TE (Tris Base e EDTA pH 8,0) e mantido em geladeira. Para verificar o
genotipo foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase, onde foram utilizados 20uL de volume
final para cada reacdo, sendo, 4uL de amostra de DNAg; 1mM de cada primer (0IMR8192,
0IMR8193, 0IMR8194) e 10uL de Amplitaq Gold 360 master mix 2x concentrado e 3uL de
agua livre de nucleases. O protocolo de amplificagdo foi de 950 C por 5 min, seguido de 40
ciclos a 94° C por 30s, 64° C por 1min30s e 72° C por 1min e extensao final a 72° C por 2 min,
em termociclador Veriti (Life Technologies). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose para detec¢do dos gendtipos. Para a etapa de eletroforese foi
utilizado gel de agarose 1,3%: agarose em tampao TBE (Tris Base, acido Borico e EDTA pH

8,0). Os produtos da reacao de PCR foram aplicados e submetidos a corrente de 150V por 40
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min. A seguir o gel foi corado com brometo de etideo 0,5mg/mL e as bandas obtidas foram
visualizadas em luz UV em fotodocumentador A1600 (GE).

A identificacdo dos genotipos foi feita pela visualizacdo de bandas referentes ao
tamanho do amplicon formado, da seguinte maneira: Mutante = 500 pb; Heterozigotos = 850
pb e 500 pb; Selvagens: 850 bp (Figura 2).

Figura 2. Genotipagem dos animais wild type e knockouts para adiponectina.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese submersa em gel agarose 1,3% e separados apds
40 min de corrida a 150V. O gel foi incubado por 15 min com brometo de etideo e visualizado
em luz UV. Foto representativa das bandas obtidas apos visualizagdo e captura da imagem
obtida.P: padrédo de tamanho molecular de 100bp; B: branco ou controle sem amostra; KO,
WT, HT: controles positivos- WT: selvagem, banda nica de 850bp; HT: heterozigoto, banda
dupla de 850bp e 500bp; KO: mutante, banda Unica de 50. 55, 56, 57, 58 e 59, animais nascidos
e genotipados, sendo classificados como HT: 55 e 59; KO: 56, 57 e 58.

3.4 Desenho Experimental

Na Figura 3 esta ilustrado o desenho experimental. Com 3 semanas de idade, 0s
animais foram genotipados e os animais AdipoKO foram aleatoriamente separados em: dieta
controle, (C: 76% Kcal carboidratos, 9%Kcal gordura e 15%Kcal) ou dieta Hiperlipidica (H:
26%Kcal carboidratos, 59%Kcal gordura e 15%Kcal proteinas, PragSolucGes, Brasil) por 4
semanas.

Ap0s este periodo os animais continuaram a receber dieta padréo (grupo C) ou dieta
hiperlipidica (grupo H) por mais 8 semanas e permaneceram em suas caixas, no entanto parte
dos animais obesos iniciaram o protocolo de exercicio fisico (grupo HT) em esteira rolante
durante também as préximas 8 semanas de experimento.

Uma semana antes da eutanasia dos animais realizamos os testes intraperitoneal de

tolerancia a glicose (ipTTG), insulina (ipTTI) e piruvato (ipTTP). Finalizadas as 12 semanas
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do protocolo de dieta e exercicio fisico, apos 48h a ultima sessdo de treinamento os animais
foram eutanasiados em camara de CO2. Todos 0s animais permaneceram em jejum de 8 horas
antes dos procedimentos de extragdo dos tecidos. Foram coletadas amostras de sangue, tecido
adiposo, tecido muscular esquelético, séleo e figado. O masculo séleo e o figado foram
utilizados para analise histoldgica, extracdo de proteinas e extracdo de RNA.

Neste estudo foram utilizados animais selvagens (Wild Type) com as mesmas condi¢Ges
dos animais AdipoKO (grupos C, H e HT) para determinacdo do efeito do treinamento na

concentracdo de adiponectina sérica.

Inicio TTG
C5TBlack6 A s D Indugéio Dieta Exercicio TTI
s muscules Desmame . . -
. Genotipagem Pﬁper]Tpldlca FITCO TTP Eutanssia
Nascimento @ T T >
33 83 123 193 203
Semanas

Figura 3. Desenho Experimental.

Linha do tempo esquematizando as etapas do experimento, do nascimento a eutanasia. TTE-
teste de tolerancia ao esforco; TTG — Teste de tolerancia a glicose; TTI — Teste de tolerancia a
insulina, TTP - Teste de Toleréncia ao Piruvato.

3.5 Protocolo de Treinamento Fisico e Teste de tolerancia ao esfor¢o (Tmax)

Uma semana prévia ao inicio do protocolo de exercicio fisico, os animais foram
adaptados a esteira rolante (10-20 m/min/dia), durante 5 dias.

O Tmax teve inicio com velocidade inicial de 6 m/min. A cada 3 min houve incremento
na velocidade de 3 m/min até a exaustdo completa do animal. A exaustdo foi determinada
quando o animal ndo manteve o padrédo de corrida na esteira e permaneceu ao fim de sua baia.
Quando o animal entrou em exaustdo a velocidade em que estava é registrada como velocidade
méaxima atingida no teste. O teste foi repetido na 4% semana do experimento para identificar as
adaptacgdes do rendimento e corrigir as velocidades médias dos animais.

As sesses de exercicio fisico foram realizadas em esteira rolante, durante 8 semanas,

com duracdo de 60 minutos, cinco vezes por semana (Segunda a Sexta, as 17:00-18:00h). A
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velocidade utilizada no treinamento foi de 50% da velocidade maxima atingida no teste de

tolerancia ao esforco (Hoydal, 2007).

3.6 Pesagens e Anélise de Composi¢éo corporal

Todos os animais foram semanalmente pesados individualmente e foi registrado o
consumo alimentar por gaiola durante todo periodo do experimento. Apds eutanésia, foram
pesados o0s depodsitos de gordura, figado e musculo esquelético para identificar adiposidade e

massa muscular, respectivamente.

3.7 Teste de tolerancia a glicose (ipTTG)

Para a construcdo da curva glicémica apds sobrecarga de glicose, uma semana antes do
fim do experimento, os animais em jejum prévio de 6 horas receberam uma dose de glicose
(2g/kg p.c.) por injecdo intraperitoneal. Foram coletados 20uL e SuL. de sangue capilar caudal
para determinagdo da concentracdo de insulina e de glicose, respectivamente, nos seguintes

tempos: 0 (pré-injecdo), 30, 60 e 90 minutos apds a administracdo de glicose (Masi, 2012).

3.8 Teste de toleréncia a insulina (ipTTI)

Para a construcao da curva glicémica apds sobrecarga de insulina, apos 3 dias realizado
0 TTG, os animais em jejum prévio de 6 horas receberam uma dose de insulina (0.75 Ul/kg de
peso corpdreo) por injecdo intraperitonial. A glicemia foi mensurada a cada 3 minutos através
do glicosimetro (Accu-CheckPerforma, ROCHE®) através de coleta de sangue caudal, nos
seguintes tempos: 0 (pré-injecdo), 3, 6, 9, 12, 15 e 18 min ap6s a administracdo de insulina para
delinear a curva insulinémica. Para o célculo da constante (k) da taxa de desaparecimento da
glicose plasmatica k(ITT) em %/min foi utilizado a analise estatistica de regressdo linear. Um

menor Kitt indica menor sensibilidade a insulina.

3.9 Teste de tolerancia a piruvato (ipTTP)

Animais em restricdo alimentar de 16 horas receberam sobrecarga de piruvato (2 g/kg

de peso corporeo) por injecdo intraperitoneal. Para construcdo da curva glicémica, retirou-se
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sangue da cauda dos animais e, utilizando um glicosimetro (Accu-Chek Performa - Bayer,
Basileia, Suica) determinou-se a glicemia nos tempos 0 (pré-injecédo), 10, 20,30, 45, 60, 75 e
90 minutos apds a injecdo de piruvato. Os valores glicémicos obtidos foram utilizados para

construgdo da curva glicémica e a &rea sob a curva foi calculada.

3.10 Parametros Plasmaticos

O sangue foi coletado via puncdo cardiaca para as determinagdes bioquimicas no soro.
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 x g por 15 min a 4°C para obtencao do soro
e 0 sobrenadante guardado no freezer -80°C. A concentracdo sérica de colesterol total,
colesterol HDL e triglicerideos foram avaliados por ensaios enzimaticos, através de Kits
especificos (Bioclin®). As concentracbes de LDL e VLDL foram calculadas a partir da
equacdo de Friedewald para lipoproteinas de baixa densidade (Friedewald, et al., 1972) A
adiponectina sérica foi medida por ELISA utilizando o kit EZMADP-60K (Millipore).

3.11 Analises Histoldgicas

O soleo foi armazenado em Nitrogénio liquido emblocado em meio Tissue-Tek (O.C.T.
Compound, Interprise®). Cortes transversais foram realizados através do equipamento
Criostato (LEICA® CM3050 Biosystems, Wetzlar, Alemanha), em 10um de espessura, a -
27°C e capturados em laminas histologicas. Para fixacdo dos cortes, as ldaminas foram levadas
em estufa por 15min a 37°C. Foram confeccionadas no minimo 3 laminas de cada animal,
onde foram coletados no minimo 3 cortes por lamina.

O figado foi armazenado em paraformaldeido (4%) durante 24h e transferidos para
solugéo de sacarose 30% e a seguir incorporadas no composto Tissue-Plus Optimal Cutting
Temperature (OCT) (Fisher HealthCare, Houston, TX, EUA). Blocos de tecido congelados
foram cortados em sec¢fes de 10 um de espessura usando o criostato Leica CM3050 (Leica
Biosystems, Wetzlar, Alemanha).

Para fixacao dos cortes, as laminas foram levadas em estufa por 15 min a 37°C.

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) ou Sudan Black para analise

histologica.
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3.11.1 Hematoxilina e Eosina

As laminas foram coradas com Hematoxilina por 5 min em cubetas de vidro e lavadas
em agua corrente por 1 min. Em seguida, foram coradas com Eosina durante 1 min e lavadas
em agua corrente por até 1 min. Apos passarem pela bateria de desidratacéo, as laminulas foram
posicionadas em meio Permount. Para cada animal, 4 campos aleatorios de ao menos 3 cortes
diferentes foram fotografados em ampliacdo de 10x em microscopio Optico. A area de sec¢do
transversa de 100 fibras/campo foi mensurada através do Software Image J (NIH, Bethesda,
MD).

3.11.2 Sudan Black

Os cortes foram fixados em formalina 10%, lavados rapidamente em agua destilada
para retirar o excesso. As laminas foram imersas em solucéo de propileno glicol por 5min em
cubetas de vidro e posteriormente foi aplicado a solu¢do Sudan Black durante 7 min sobre as
laminas com pipeta. Novamente a solugéo de propileno glicol (85%) foi adicionada, por fim as
laminas foram lavadas com agua destilada, esperou-se secar 0 excesso de agua e adicionou- se
laminulas. Foram fotografados as ldminas em microscopio éptico em aumento de 10x e as
fotografias dos cortes foram quantificadas em escala de cinza através do Software Image J

(NIH, Bethesda, MD) , onde mais escuro significa mais nimero de lipideos presentes no tecido.

3.12 Quantificacao da expressdo de RNAm por PCR em tempo real

O RNA total do figado e do s6leo dos animais de cada grupo foi extraido pelo reagente
Trizol, de acordo com as instrucgdes do fabricante. O RNA total foi quantificado e avaliado sua
pureza pela relacdo A260/A280 (nm) em espectrofotdbmetro Biodrop.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o kit High Capacity (Life Technologies)
a partir de 400 ng de RNA total.

Foram avaliadas a expressdo de genes que participam da via de sinalizagdo da
adiponectina no figado (Acadll, Acsl3, Adipor2, Gépc, Pepck, Ppargcla, Ppara, Ppary) e
musculo esquelético (AdipoR1, Pgac-/a, Cptlb), e para normalizacdo destas amplificagdes foi

foi utilizado o gene Hprtl como constitutivo, o qual se mostrou estavel. Tais analises foram
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quantificada por reacdo de transcri¢do reversa seguida de amplificacdo por PCR (RT-gPCR)
em tempo real.

Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1. As reacdes de RT-gPCR foram
realizadas em duplicata no aparelho QuantStudio3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
e os resultados analisados pelo software QuantStudio™ Design & Analysis (Applied
Biosystems). A expressdo génica relativa foi determinada pelo método matematico 244¢T
(Livak; Sschmittgen, 2001).

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para quantificacdo da expressdo de RNAm por
PCR guantitativo

Simbolo Gene Primer Forward (5°- 3°) Primer Reverse (5°- 3°)

Acadll CCTTTTCAAAACAATCCTTGGTGTT TGTGTTGTGTGGGCCTCTTTAA
Acsl3 GGAGCTCCTGCAGACCCTATT CTGAGCCCCAGAGCGTTCAC

Adipor2 AGGCTGGCTAATGCTTATGG GATGTGGAAGAGCTGATGAGAG
FGF21 TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGAAACAGCTATGACC
G6pc CGTATGGATTCCGGTGTTTG GGGAAAGTGAGCAGCAAGGT
Hprtl CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA
Pepck ATGCTGATCCTGGGCATAAC GTCTTCCCACAGGCACTAGG
Pgcla CACCAAACCCACAGAAAACAG GGGTCAGAGGAAGAGATAAAGTTG
Ppara TCGAATATGTGGGGACAAGG TCTTGCAGCTCCGATCACAC
Pparg CAAACCTGATGGCATTGTGAG ATCTTAACTGCCGGATCCAC

3.13 Quantificacdo da expressdo das proteinas alvo por Western Blotting

Foram avaliados a expressao proteica de genes que participam da via de sinalizagdo da
adiponectina no tecido hepatico, Cptlb e Ppargcla. Para a extracao e separagdo das proteinas,
o figado foi homogeneizado em tampé&o RIPA e as proteinas totais foram extraidas. O contetdo
de proteinas foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Uma aliquota com 30
ug de proteinas em tampao de amostra (Tris-HCI 100mM pH 6.8; mercaptoetanol 5%; SDS
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2%; glicerol 20% e azul de bromofenol 0,01%) foi submetida a eletroforese SDS-PAGE 10%
em condicdes desnaturantes. (SDS-PAGE) segundo Sambrook e Russel, 2001. As proteinas
fracionadas em gel foram transferidas para membrana de PVDF em cuba de eletroforese (250
mA por 1 h). A eficiéncia de transferéncia foi avaliada pela coloragdo da membrana de
nitrocelulose em Ponceau S 0,2% por 3 min. A deteccéo das proteinas de interesse foi realizada
atraves do blogueio da membrana por 1 h e 30 min a temperatura ambiente, com BSA a 5% em
TBS [Tris-HCI 20 mM, (pH 7,5), NaCl 0,9%] para minimizar as ligacGes inespecificas.
Posteriormente, as membranas foram incubadas, sob agitacdo, em TBST (TBS com 0,1% de
Tween 20) contendo os anticorpos primarios (1:1000) Cptla (Abcam ab128568, anti-Rb, 88
KDa) e Pparcgla (Abcam ab54481, anti-Rb, 105 KDa) por no minimo 12 h, a 4°C. Apoés 3
lavagens de 10 min com TBST, as membranas foram incubadas com seu respectivo anticorpo
secundario com peroxidase (diluido 1:10000 em TBST) por 2 h a temperatura ambiente, sob
agitacdo. A seguir, as membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min com TBST. As bandas
foram reveladas através de quimioluminescéncia por incubacdo das membranas com o reagente
“Pierce  ECL western blotting substrate” (®ThermoScientific) e visualizadas pelo

escaneamento da membrana no equipamento C-digit (®Licor).

3.14 Analise Estatistica

Os dados de quantificagdo foram informados como média +/- desvio padrdo (DP) e
submetidos a anélise estatistica ANOVA de uma via ou duas vias quando necessario seguido
do pds teste de Tukey e nivel de significancia p<0.05, sendo (a) versus C e (b) versus H
(PrismGraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA, verséo 8.0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do treinamento aerdbio na concentragdo de adiponectina plasmatica

Para avaliar o efeito do treinamento na performance dos animais, realizamos um teste
de tolerancia ao esforco antes de iniciar o treinamento e ap06s 4 semanas para corrigir a
velocidade do treino. De acordo com os resultados obtidos, tanto animais WT como KO
alimentados com dieta controle ou hiperlipidica apresentaram maior velocidade maxima apds

4 semanas de treinamento, ndo diferindo entre os gendtipos (Figura 5).

Tabela 2. Teste de Tolerancia de Esforco (Tméx)

Wild Type Knockout
Teste Parametros C HT C HT

Velocidade (m/min) 21+2,45 19,5+3,87 21,6+4,45  21,6+2,51
1° Distancia (m) 245,25+55,17 216+81,5 264,6+99,94 259,2+57,06

Tempo (min) 18+2,45 16,5+3,87 18,6+4,45  18,6+2,51
Velocidade (m/min)  30,75+2,872 31,5+3° 30,6+2,52  31,2+2,68°

2° Distancia (m) 513+90,92 537,75+94,5° 507,6+79,64% 527,4+85"
Tempo (min) 27,75+2,872 28,5+3° 27,642,518  28,2+2,68°

(@)(b) p < 0,05 por Two Way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey; média £ Desvio Padréo;
n = 4-5 animais por grupo. Comparacdo entre 1° e 2° Teste, sendo (a) versus C e (b) versus
HT. C, controle e HT, alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

O treinamento foi capaz de promover adaptaces fisiologicas. Apos o 2° teste aplicado,
(4% semana), os animais tiveram suas velocidades maximas superadas significativamente bem
como a distancia percorrida no teste e melhora no tempo de exaustéo.

Nos animais WT avaliamos o efeito do treinamento aerobio na concentragdo serica de
adiponectina e, conforme nossa hipétese, o treinamento aerdbio dos animais selvagens aumenta
a concentracdo de adiponectina no soro (Figura 4). Medimos a adiponectina também em
animais adipoKO para confirmacéo do fendtipo e a presenca de adiponectina nao foi detectada

no soro dos animais (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do treinamento aerdbio na concentragdo sérica de Adiponectina em
animais selvagens. (a)(b) p < 0,05 por One Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey;
média £ Desvio Padrdo; (a) versus C e (b) versus H. n = 4-5 animais por grupo. C, controle; H,
alimentado com dieta hiperlipidica e HT, alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

A concentracdo de adiponectina foi medida por ELISA e calculada com base na curva
padrdo (B) ou esta mostrado o resultado negativo para o soro de animais AdipoKO (C).

Ritchie e colaboradores (2014) demonstraram que, mesmo na auséncia de Adiponectina
a qual possui um papel regulatério para a biogénese mitocondrial do mdsculo, os animais
knockouts ndo apresentaram diferencas no volume maximo de oxigénio, taxa respiratério, ou
tempo de exaustdo durante as 8 semanas de exercicio comparados aos animais selvagens. Os
resultados destes autores mostraram que proteinas e marcadores mitocondriais nao obtiveram
diferencas para ambos 0s gendtipos mesmo em musculos menos oxidativos que o s6leo, como

por exemplo o musculo extensor longo dos dedos e gastrocnémio.
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A partir desse resultado, em que a adiponectina aumenta no soro dos animais obesos

treinados selvagens, fomos entdo investigar o efeito da delecdo de adiponectina nos efeitos

benéficos promovidos pelo exercicio fisico.

Os efeitos do mesmo protocolo de treinamento aer6bio em animais selvagens estéo

descritos em resultados prévios de nosso laboratério em Mendonga et al. (2020), “Aerobic

exercise training regulates serum extracellular vesicle miRNAs linked to obesity to promote

their beneficial effects in mice”.

4.2 Efeito do treinamento aerdbio nos parametros metabdlicos de animais AdipoKO

Tabela 3. Aspectos da obesidade e parametros metabolicos dos animais AdipoKO.

Parametro C H HT
Peso inicial (g) 23,3£0,5 20,7+172 20,8+0,8
Peso final (g) 25,5+ 0,6 41,3+4,78 24,4+0,9°
Ganho de Peso (g) 3,305 20,7 +4,5% 3,6+0,5"°
Consumo Alimentar (g/dia/grupo) 15,07 £ 3,03 11,57 £1,362 10,49 £1,562
Consumo Caldrico (kcal/dia/grupo) 61,01 £ 9,92 64,94 £ 11,59 55,75 + 8,23
Glicemia em jejum (mg/dL) 139,21 + 2,74 231,47 £ 12,422 292,15+ 17,652
TG Plasmatico (mg/dL) 66,82 + 12,69 68,62 + 7,63 61,87 + 13,49
Colesterol Total (mg/dL) 130,67 + 26,69 141,33 £ 27,97 113,8 + 18,95
HDL-C (mg/dL) 82,31 + 26,87 115,9 + 39,68 112 + 22,57
LDL-C (mg/dL) 35+9,56 31,04 + 14,22 26,12+ 115
VLDL-C (mg/dL) 13,36 + 2,53 13,72 +1,56 12,37 + 2,69
Gordura Epididimal (mg) 3356 71,3 1917,5+ 193,12 507,9 + 73,1°
Gordura Mesentérica (mg) 193,6 + 46,2 608 + 276,4 107,5+37,1°
Gordura Marrom (mg) 57,68 £ 5,61 120,97 £ 34,80 84,66 £ 26,45
Gordura Retroperitoneal (mg) 71,45+£195 557,2+ 11,52 150,9 + 54,8
Figado (9) 0,99 +£0,05 1,453 £0,21% 0,90 +0,67°
Musculo Séleo (mg) 8,03 +£0,98 9,47 £5,12 6,6 + 1,03
Musculo Gastrocnémio (mg) 133,95 + 8,94 149,1 £ 12,55 126,04 + 13,9
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Comprimento da Tibia (cm) 1,57 £ 0,029 1,62 + 0,026 1,58 + 0,031
AUC ipGTT (AU) 33277 +£8403,1 68533+72329°% 70724 + 17596 2
Kirt %/min 503+172 0,61+0,41°2 4,32 +£0,72"
AUC ipPTT (AU) 17270 + 1486,2 15645 + 1187,4 14692 + 1356,5

(@) (b) p < 0,05 por One Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey; média £ Desvio Padrao;
(@) versus C e (b) versus H. n = 4-5. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidica e HT,
alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

Animais AdipoKO alimentados com dieta hiperlipidica ganharam peso em comparacao
ao grupo controle e como demonstrado na Tabela 3, o protocolo de exercicio fisico atenuou o
ganho de peso a nivel do controle. Animais AdipoKO que receberam a dieta hiperlipidica e
foram submetidos ao treinamento consumiram menor quantidade de alimento (g), no entanto
ingeriram a mesma quantidade de calorias (Tabela 3). Logo, a perda de peso é atribuida ao
exercicio e descarta a possibilidade de uma menor ingestdo alimentar.

Foram retirados e pesados os depdsitos de tecido adiposo epididimal, mesentérico e
marrom. No tecido adiposo epididimal houve um aumento de gordura no grupo HT em relacdo
ao grupo H, provavelmente devido a uma redistribuicdo de gordura entre os principais
depdsitos deste tecido, visto que o treinamento dos animais obesos atenuou a massa desses
tecidos (Tabela 3).

Os tecidos séleo e figado foram coletados e pesados apds eutanasia dos animais. O peso
do mausculo séleo, alvo de estudo no projeto, ndo demonstrou diferenca significativa. Na
Tabela 3, observamos que o grupo que recebeu dieta hiperlipidica teve aumento da massa
hepética e o treinamento aerobio reverteu esse incremento de peso. Provavelmente o aumento
da massa do figado dos camundongos obesos sedentarios se deve ao acumulo de lipidios
ectdpico causado pela ingestdo de dieta hiperlipidica.

O protocolo de exercicio fisico e/ou a dieta hiperlipidica ndo modificaram a
concentracgdo de triglicerideos plasmaticos e de colesterol total e seus subprodutos, HDL, LDL
e VLDL como pode ser observado na Tabela 3. Durante o exercicio fisico os adipocitos
aumentam a hidrélise dos estoques de TG e liberam &cidos graxos na corrente sanguinea
(Hawley et al., 2014), embora encontrados valores menos em nossas dosagens de lipideos

plasmaticos ndo foram significantes estatisticamente.
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No PTT, apesar dos animais AdipoKO obesos apresentarem maior glicemia apds em
jejum de 16h, ndo houve diferenca no perfil glicémico ap6s desafio com piruvato (Figura 4,
Tabela 3).

Apb6s PTT, observamos que 0s animais obesos estavam intolerantes a glicose
independente do treinamento, ou seja, o protocolo de treinamento ndo foi eficaz em reduzir a
intoleréncia a glicose induzida pela ingestdo de dieta hiperlipidica nos animais AdipoKO
(Figura 5, Tabela 3).

Na Figura 5 observa-se que 0s animais obesos apresentaram uma menor sensibilidade
a insulina indicada pelo Kt (Tabela 3), quando comparado ao grupo que recebeu dieta
balanceada, e o treinamento foi capaz de restaurar a sensibilidade a insulina dos animais obesos,

indicando que a delecéo de adiponectina ndo afeta a sensibilidade & insulina.
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Figura 5. Efeito do treinamento aerébio no metabolismo da glicose. (a) (b) p < 0,05 por
One Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey; média + Desvio Padrao; (a) versus C e (b)
versus H. n = 4-5. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidica e HT, alimentado com
dieta hiperlipidica e treinado.

Atividade regular de atividade fisica esta associada a inimeras adaptacgdes fisiologicas,
como por exemplo maior sensibilidade a insulina (Goodyear LJ, 1998), maior sensibilidade a
leptina (Dyck DJ, 2005), reducéo da pressdo arterial (Comelissen VA, 2013) e composicéo
corporal (Stiegler P, 2006). A literatura aponta diversos estudos mostrando divergéncias entre
a relagdo: consumo energético versus niveis de atividade fisica. Em sua revisdo, Beaulieu, K e
colaboradores (2016) encontram um numero maior de estudos onde houve maior consumo
energético em individuos ativos fisicamente comparados a grupos de individuos com atividade

fisica moderadas ou inativos.
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-« HT
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Porém ha dados que mostram que o aumento de atividade fisica ou exercicio nao
estabelecem relacdo direta com o aumento do consumo energético agudo ou a longo prazo
(Donnelly JE, 2016).

H& grandes variagdes metodoldgicas e muitos estudos consideram apenas 0 consumo
de macronutrientes e ndo avaliam de maneira mais rigorosa 0s componentes das dietas e as
condicdes dos praticantes de atividade ou exercicio fisico. Além de que, o controle do apetite
envolve regulacBes energéticas especializadas realizadas pelo sistema nervoso central. Em
individuos obesos, o horménio leptina, responsavel pela sensacdo de saciedade, tem sua
sensibilidade reduzida no tecido hipotalamico comprometendo a homeostase energética do
organismo (Schwartz MW, et al 2000). Singh, P e colaboradores (2015) indicam que o
desequilibrio entre leptina e adiponectina causado pela obesidade pode ser prejudicial, uma vez
que evidéncias sugerem que 0s niveis de leptina podem regular a expressao de adiponectina.
Aparentemente, ha um limiar de massa corporal entre sobrepeso e obesidade em que a
adiponectina é capaz de realizar o0s ajustes metabdlicos necessarios para promover
sensibilidade a insulina entre outras melhorias metabdlicas.

Assim como a leptina, a adiponectina é uma adipocina secretada pelas células adiposas,
porém paradoxalmente, seus niveis se encontram reduzidos na obesidade (Kadawaki T, 2006;
Arita'Y, 1999).

Esta relagéo inversa entre obesidade e adiponectinemia pode ajudar a elucidar o ganho
de massa corporal nos animais adipoKO. No presente estudo, os animais adipoKO alimentados
com dieta hiperlipidica ganharam peso em compara¢do ao grupo controle e como demonstrado
na tabela 2, o protocolo de exercicio fisico atenuou o ganho de peso a nivel dos animais
controle. Entretanto, os mecanismos moleculares sobre o ganho de massa corporal e a
expressao de adiponectina permanecem pouco elucidados, haja visto que em humanos obesos
saudaveis, altos niveis de adiponectina podem indicar boa fungdo cardiovascular (Aguilar-
Salinas CA, 2008) ou ainda, como demonstrado por Heilbronn LK (2013), em conjunto com o
fator de crescimento do fibroblasto (FGF-21), indicar efeitos protetores compensatorios
(Figura 6).

O protocolo de exercicio fisico utilizado neste estudo, melhora a intolerancia a glicose
em camundongos selvagens obesos como visto por Mendonga et al., 2020. Corroborando com
nossos resultados, Ritchie e cols (2014) realizaram protocolo de 8 semanas de treinamento em
esteira para ambos os gendtipos (AdipoKO versus Wild Type) alimentados com dieta padréo e

demonstraram nao haver diferencga na presenca ou ndo de adiponectina para o teste de tolerancia
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a glicose. A auséncia de efeito do treinamento em animais AdipoKO é bem interessante e pode
auxiliar no entendimento dos mecanismos pelo qual o exercicio fisico melhora a homeostase
da glicose.

Deste modo, para tentar explicar a falta de eficacia em reverter a intoleréncia a glicose
pelo exercicio avaliamos a expressdo hepatica de fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Pepck) e

glicose-6-fosfatase (G6Pase), enzimas relacionadas a glicogendlise e gliconeogénese.
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Figura 6. Efeito do exercicio na expressdo de RNAm hepética de Pepck e Gépase. (a) (b)
p < 0,05 por One Way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey; média £ Desvio Padréo; (a)
versus C e (b) versus H. n = 4-5. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidica e HT,
alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

A adiponectina é conhecida pro suprimir ambos eventos hepaticos glicogenolise e
gliconeogénese através da inibicdo de genes envolvidos na producéo de glicose (Wang, 2016)
e por reduzir taxas enzimaticas para a producéo da glicose (CeéH120s) através da ativacdo da
AMPK->PPARa (Yanai H; Yoshida H, 2019).

A insulina, sensibilizada pelo treinamento, suprime o nivel de glicose no plasma pela
inibicdo da producéo de glicose no figado e por promocao da eliminagédo de glicose no musculo
esquelético e tecido adiposo, eliminacéo esta, também dirigida pelo exercicio fisico. Por outro
lado, glucagon e glicocorticdides aumentam niveis de glicose por meio da ativacdo da
gliconeogénese, e da ativacdo da glicogendlise, no figado e reducdo da utilizacdo de glicose no
musculo esquelético, no caso dos animais sedentarios (Liang H, 2006). Neste estudo, embora
alguns animais isolados obtiveram uma resposta ao treinamento positiva na para estas enzimas,
ndo foi encontrado diferenca total nos grupos nos genes das enzimas que correspondem a

producdo de glicose.
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Foi demonstrado que a adiponectina também é um mediador dos efeitos do FGF21,
visto que animais AdipoKO séo refratarios aos efeitos terapéuticos do FGF21, pois tratamentos
com FGF21 melhoram a expressao de adiponectina em adipdcitos e sua seus niveis séricos e
como consequéncia melhora da hiperglicemia, hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e
esteatose hepatica associados a obesidade (Lin Z, et al. 2013).

O FGF21 foi incialmente visto como um elemento estimulador a captacédo de glicose
no tecido adiposo e estudos posteriores com a superexpressdo deste fator mostraram também
que ocorre a melhora da sensibilidade a insulina sistémica e por sua vez controle glicémico.
Esta relacionado ao aumento da lipdlise no tecido adiposo e aumento do gasto energético
(Fisher FM, 2016). Estes efeitos estdo associados diretamente com a diminuicéo da adiposidade
e hepatoesteatose em animais obesos e diabéticos (Fisher FM, 2016).

Estudos demonstram também que o FGF21 age regulando a secre¢do de adiponectina
do tecido adiposo, na promoc¢édo do browning de adipdcitos, protecdo vascular contra agentes
inflamatdrios e formacao de placas ateroscleroticas (Babaknejad N, et al., 2018).

Niveis de FGF21 sdo aumentados durante o exercicio fisico basicamente em relacéo a
sua intensidade e pds exercicio os efeitos sdo se tornam mais evidentes e podem perdurar por
até 4 horas em individuos saudaveis (Willis SA; et al., 2019).

O exercicio fisico agudo por exemplo também aumenta FGF21 circulante em
individuos magros (Kim KH, et al., 2013), no entanto em humanos (Taniguchi H, et al., 2016,
Yang SJ, et al., 2011) e roedores (Fletcher JA, et al., 2012) obesos, o exercicio crénico diminui
no plasma. O FGF21 tem sido proposto como um importante mediador dos efeitos pré-
metabolicos do exercicio fisico (Loyd C, et al., 2016) e recentemente foi demonstrado que a
melhora da resisténcia ao FGF21 no tecido adiposo de obesos esta relacionado a esses efeitos
metabolicos (Geng L, et al, 2019).

Avaliamos nos animais adipoKO a concentracdo de FGF21 circulante e observamos
que diferente do mostrado anteriormente em animais WT, na auséncia de adiponectina, FGF21
continua elevado (Figura 7). Portanto, a adiponectina parece ser necessaria para os efeitos do
exercicio mediados por FGF21. De fato, FGF21 circulante aumenta a adiponectina do tecido
adiposo subcuténeo, acompanhado de polarizacdo de macréfagos M2, sugerindo que esse pode
ser um mecanismo de defesa contra a sensibilidade a insulina e explicaria porque alguns

individuos com sobrepeso ndo apresentam resisténcia a insulina (Li H, et al., 2018).
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Figura 7. Efeito do exercicio fisico na concentragdo de FGF21 circulante de animais
adipoKO. (a) (b) p < 0,05 por One Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey; média +
Desvio Padréo; (a) versus C e (b) versus H. n = 4-5. C, controle; H, alimentado com dieta
hiperlipidica e HT, alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

4.3. O exercicio fisico ndo diminui o acimulo de lipidio hepatico em animais adipoKO obesos

Como a diminuicdo de adiponectina na obesidade é um dos mecanismos relacionados
a fisiopatologia da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD), a préatica de exercicio
fisico € essencial no manejo do paciente com NAFLD (Thyfault JP; Rectore RS, 2020) também
ja foi demonstrado seu beneficio em roedores obesos (Lavoie JM, 2005). Aqui fomos testar a
hipotese se o exercicio fisico aerébio exerce seus efeitos na diminui¢do da esteatose de maneira

independente de adiponectina.



RESULTADOS E DISCUSSAO 44

B Esteatose Inflamacgao Atividade NAFLD
10+ 1.0 10+
@ ° S
S 84 € 0.8 T 8-
(] [~} o
8 S a
- 6 © 0.6 4 6+
& i
2 & <
o K
w 44 T 0.4+ Z 44
- P -
- (] o
o 1
o 27 S 0.2 I
(] ) w
W w
0—"—oep T T 0.0 ——eopo—uupa—uy 0——oep T T
C H HT C H HT C H HT

Figura 8. Acumulo de gotas lipidicas no tecido hepético. (A) Fotomicrografias
representativas de corte transversal de figado corado com HE. n = 3; (B) Score de esteatose de
acordo com Liang et al 2014.

Na Figura 8 podemos observar que o exercicio fisico ndo melhora o quadro de esteatose
hepéatica em animais AdipoKO obesos e apresentaram macroesteatose e microesteatose.

Evidéncias em humanos e roedores usando ferramentas in vivo e in vitro mostram que
a obesidade e as dietas ricas em gordura, causas principais que impulsionam a esteatose, levam
a aumentos compensatorios nas medidas da capacidade oxidativa e respiratoria mitocondrial
de hepatdcitos, incluindo o fluxo do ciclo do &cido tricarboxilico, oxidagdo de acidos graxos
onde o figado empacota e exporta TGs sistemicamente em VLDLs. (Satapati S, et al., 2015;
Koliaki C, et al., 2015).

O exercicio prepara o figado para uma liberacdo excessiva de acidos graxos livres.
Rector RS, et al. (2008) demonstra que o exercicio e as elevagBes na capacidade aerobia
intrinseca levam ao aumento da oxidacdo de &cidos graxos hepética, melhora da respiracéo
mitocondrial e aumentos em outros resultados mitocondriais associados (atividade do citrato
sintase, atividade B-Hidroxil-CoA Desidrogenase, conteldo de citocromo C, etc.). Esses
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aumentos nos marcadores da capacidade oxidativa hepatica sao retidos cronicamente no figado.
As adaptaces mitocondriais hepaticas ao exercicio sdo criticas porque uma alta oxidacao de
acidos graxos livres hepéatica mais elevada é necessaria para fornecer ATP para o caro processo
de formacado e liberagéo de energia da gliconeogénese (Morris EM, et al., 2014).

Como a adiponectina ao ligar no receptor adipoR2 induz a sinalizacdo de PPARa,
principal envolvido na oxidacdo de acidos graxos esta via nos animais deste estudo esta
comprometida. O exercicio também pode promover a restauracdo do quadro de esteatose
independente da reducdo de peso corporal, mas através principalmente pela sensibilizacdo da
insulina, portanto, neste caso, a auséncia da ativacdo da cascata adipoR2->AMPK—-> PPARy
explicaria a ndo reducdo de gotas lipidicas (Thyfault JP; Rectore RS, 2020).

Como citado anteriormente avaliamos proteinas chaves dessa via CptlA e Pgcla as

quais tém como papel ativacdo de oxidacgdo de lipideos
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Figura 9. Expressao Proteica de CptlA e Pgcla hepatica. (a)(b) p < 0,05 por One Way
ANOVA seguido do pds-teste de Tukey; média + Desvio Padrdo; (a) versus C e (b) versus H.
n = 4-5 animais por grupo. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidicae HT, alimentado
com dieta hiperlipidica e treinado.
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Sabemos que o divisor de dguas entre os eventos celulares que promovem a biogénese
mitocondrial foi a descoberta de PGC-1a, um coativador induzivel que regula a expresséo de
proteinas mitocondriais codificadas no nucleo e genomas mitocondriais (Lin et al., 2005). Uma
caracteristica fundamental dos coativadores PGC-1 € a alta versatilidade, pois interagem com
muitos fatores de transcricdo diferentes para ativar programas biologicos distintos em tecidos
diferentes (Lin et al., 2005).

No esquelético muasculo, PGC-1a emergiu como um regulador chave da biogénese
mitocondrial que responde a entrada neuromuscular e a atividade contratil predominante. Uma
Unica sesséo de exercicios de resisténcia induz um aumento rapido e sustentado no gene PGC-
la e proteina no musculo esquelético (Mathai et al., 2008), enquanto a superexpressao
especifica do musculo de PGC-1a resulta em um grande aumento nas mitocondrias funcionais
(Lin et al., 2002), melhorias no VO2max de corpo inteiro, uma mudanca de carboidrato para
gordura combustiveis durante o exercicio submaximo e melhor desempenho de resisténcia
(Calvo et al., 2008). Estudos de ganho de fungéo revelam que a expressdo de PGC-1a. em ou
préximo a niveis fisiologicos leva a ativacdo de programas genéticos caracteristicos de
contracdo lenta fibras musculares (Lin et al., 2002), com os musculos desses camundongos
transgénicos resistentes a fadiga induzida pela contracdo. Perda de estudos de funcdo desafiam
0 requisito absoluto de PGC-1la para mudangas induzidas pelo treinamento de exercicio no
musculo mitocondrial biogénese, angiogénese e mudancas no tipo de fibra (Geng et al., 2010;
Rowe et al., 2012).

Por isso, no somatdrio de funcdes, as observacdes atuais colocam PGC-1a como um
jogador central na orquestracdo de muitos dos oxidativos adaptagdes ao exercicio (Hawley et
al., 2014). Sob condigdes normais de alimentagdo, PGC-1 é expresso em niveis muito baixos
no figado. No entanto, o jejum produz um aumento robusto da expressdo de PGC-1, que, por
sua vez, estimula gliconeogénese e metabolismo oxidativo de &cidos graxos (Liang H, 2006).

A AMPK fosforila PGC-la em residuos mais ativos. Estes residuos de PGC-la
possuem um papel em regular fatores de transcricao e outras proteinas do metabolismo lipidico
como por exemplo a inducéo de CPT1, ativada pelo fator de transcrigdo TRp (Olesen J, 2010).

A B-oxidacdo do &cido graxo mitocondrial é a principal via para o catabolismo dos
acidos graxos e desempenha um papel essencial na manutencdo da homeostase energética de
todo o corpo. A transferéncia de &cidos graxos para as mitocondrias para oxidacdo ocorre de

forma organizada e controlada. A familia de enzimas que catalisam essa transferéncia é
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chamada de L-carnitina acetiltransferases CPT1, estas enzimas catalisam a transferéncia de
forma reversivel de grupos acilas entre a coenzima A (CoA) e a L-carnitina, convertendo
ésteres de acil-CoA em ésteres de acil-carnitina e vice-versa (Schlaepfer, IR; Joshi M, 2020).

No presente trabalho podemos identificar que a expresséo proteica de CPT1A, a qual
estd associada também a ativacdo de PGCla, foi aumentada em ambos os grupos H e HT.
Como a expressdo proteica de PCG-1a encontra-se reduzida pelo exercicio fisico podemos
constatar uma relagdo inversa na cascata de ativacdo de CPT1A nos animais exercitados
(Olesen J, 2010) uma vez que a ativagdo de CPT1A nos animais AdipoKO parece estar
diretamente relacionada a inducdo pela dieta hiperlipidica, posto que, sua expressdo foi
aumentada independente de adiponectina e também, para outros efeitos, a ndo diferenca na
expressao de receptores adipoR2 mostrada adiante (Figura 10).

A partir destes resultados, fomos investigar qual o possivel mecanismo hepatico,
também a partir do receptor de adiponectina e dos proliferadores de peroxissomas, esta

vinculado a ndo melhora da esteatose e intolerancia a glicose.
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Figura 10. Efeito do exercicio fisico na expressdao de genes relacionados a via de
sinalizacdo de adiponectina no figado de animais Adipoko. (a)(b) p < 0,05 por One Way
ANOVA seguido do pés-teste de Tukey; média + Desvio Padrdo; (a) versus C e (b) versus H.
n = 4-5 animais por grupo. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidica e HT, alimentado
com dieta hiperlipidica e treinado.

Um coativador de transcrigao ¢ definido como uma proteina ou complexo de proteinas
que aumenta a probabilidade de um gene ser transcrito ao interagir com fatores de transcricao,
mas ndo se liga ao DNA de uma maneira sequéncia-especifica (Puigserver P, et al. 2003). Os
PPARs (PPAR-a, PPAR-6 e PPAR-y) s3o membros de uma familia relativamente grande de
receptores nucleares, todos estdo sujeitos a coativagdo transcricional por PGC-1a. PPAR-a e
PPAR-6 desempenham papéis mais importantes no controle da oxidacdo de 4cidos graxos (van
Raate DH, 2004). Enquanto que PPAR-y ¢ essencial para adipogénese e diferenciacdo (Lowel
BB, 1999), o que explicaria o seu aumento expressivo nos grupos H e como o exercicio fisico

promoveu sua inibi¢do neste caso. Por esta razao também, PPAR-y € o alvo de tiazolidinedionas
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(TZDs), que sao drogas que sao amplamente utilizados para aumentar a sensibilidade a insulina
em pacientes diabéticos (Rangwala SM; Lazar SM, 2004).

De maneira similar aos TZDs, Spiegelman BM e Flier JS (2001) demonstraram que os
receptores de adiponectina podem ser regulados pelos agonistas de receptores nucleares de
PPARa ¢ PPARY, desta forma, com a utilizagdo de agonistas PPARa eles observaram a
restauracao da expressao adipoR1 e adipoR2 em tecido adiposo branco e marrom.

PPARy também esté& fortemente relacionado ao armazenamento lipidico hepético, por
isso foi investigado também genes associados a oxidacdo de acidos graxos livres, Acadll e
Acsl3 (Liang H; Ward WF, 2006).

Ambos genes acetil-CoA sintetase de cadeia longa (Acsl3) e acetil-CoA Desisrogenase
de cadeia curta (Acadll) sdo derivados do subproduto mitocondrial acetil-CoA (CH3:CO +
coenzima A) que por sua vez sdo oriundos da vitamina B5 e cisteinas (Shi L; Tu BP, 2015).
Estes genes estdo associados a acetilagdo de proteinas, sintese de esterdides (triacilglicerol) e
sintese e oxidacdo de acidos graxos. Na maioria das células dos mamiferos, a acetil-CoA é
predominantemente derivado da matriz mitocondrial através de varios circuitos metabdlicos,
como a glicdlise, B-oxidacgao e o catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada (Pietrocola
F, etal.,2015).

Embora ndo tenha sido encontrada alteracdes na expressdo do gene de Acsl3, foi
observado maior expressdo de Acadll em nosso modelo nos animais do grupo obeso em
relacdo ao grupo Controle. Embora haja diferenca de quantidade da familia de Acil-CoA
sintetases de cadeia longa encontrada nos tecidos entre suas subunidades, em animais, os acidos
graxos predominantes sdo justamente os de cadeia longas, sendo assim o processo de acilacdo
se da em maioria pela acetil-CoA de cadeia longa (ACSL). Uma possivel explicacdo para a
superexpressdo de Acsl3 encontrada no grupo obeso deste trabalho € que, ap0ds a entrada de
acidos graxos na ceélula e transformacdo em ACSLs, os mesmos atuam na regulagdo
transcricional de PPARs (a, v e 9), corroborando com a alta expressdao de PPARy no mesmo

tecido (Teodoro BG, 2016).
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4.4 O exercicio fisico ndo induz hipertrofia no musculo esquelético de animais adipoKO obesos

No presente estudo observamos um aumento da area de secgdo transversa das fibras
musculares do musculo so6leo de animais AdipoKO em animais obesos sedentarios e treinados

(Figura 11). Esse resultado juntamente com o peso muscular, ndo indicam que o treinamento

aerdbio foi capaz de hipertrofia o musculo.
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Figura 11. Area da seccdo transversa das fibras musculares. (A) Fotomicrografias
representativas de corte transversal de musculo séleo corado com HE, aumento de 130X. (B)
Area da Secgdo Transversa do musculo Séleo. (a) p < 0,05 vs C. Anéalise multivariada One-
way ANOVA. Valores representam média + Desvio Padrdo. n = 3. C, controle; H, alimentado
com dieta hiperlipidica e HT, alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

Em nosso estudo ndo observamos aumento de peso ou aumento na area de seccao
transversa induzido por exercicio fisico na auséncia de adiponectina, sugerindo que a
adiponectina pode ter uma participagdo na hipertrofia mediada por exercicio fisico. Portanto,
exercicio fisico do tipo aerobio nao hipertrofia musculo séleo em camundongos AdipoKO.

Em animais diabéticos db/db, treinamento crénico em esteira melhorou intolerancia a

glicose e capacidade de exercicio, reduzindo marcadores de degradacdo e aumento moderado
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do peso muscular, sugerindo que em partes 0 aumento de sintese proteica esta relacionado ao
aumento do peso muscular de animais db/db (Ostler et al., 2014).

O masculo esquelético é um tecido altamente responsivo, ao menor sinal de estimulo,
ele é capaz de ajustar seu fendtipo para se adequar as alteracGes metabdlicas necessarias
(Franchi MV, 2017), um desses ajustes é a hipertrofia. Ap6s uma sessao de exercicio as fibras
musculares sdo rompidas e tém como uma de suas principais células aliadas para ajudar no
processo de reparacgdo, as células satélites. Este processo chamado de miogénese esta presente
na presenca de agente inflamatorios, porém ha controvérsias quanto a sua participacdo no
mecanismo de hipertrofia muscular (Murach KA, 2018). Alguns estudos sustentam um
importante papel das células satélites durante o processo de hipertrofia (Egner IM, 2016),
enquanto outras pesquisas apontam para processos hipertroficos mesmo na auséncia destas
células especializadas (McCarthy JJ, 2011).

Entretanto, sabe-se que, o metabolismo e as propriedades contrateis do musculo
esquelético sdo dependentes do turnover proteico miofibriliar e mitocondrial (Groennebaek, et
al, 2017). No caso do protocolo de exercicio fisico realizado neste estudo ser considerado
cronico e o musculo em questdo ser em grande parte postural e ter propriedades oxidativas
relevantes, como por exemplo o maior nimero mitocondrial, sugere-se que o aumento do
tamanho da célula muscular pode ter sido foi em partes devido ao aumento de seu metabolismo.

Como PGC-1 o, é abundantemente expresso no musculo esquelético e parece
desempenhar um papel na resposta adaptativa ao exercicio como demonstrada mais adiante
neste trabalho (Figura 13), principalmente no contexto do treinamento de resisténcia (Ruas JL,
et al., 2012). A tradugdo proteica do gene PGC-1a ativa a expressdo de IGF-1 (insulin growth
fator) enquanto suprime concomitantemente as vias da miostatina, um inibidor da
diferenciacéo e crescimento das células musculares (Ruas JL, et al., 2012).

Ruas JL, et al.,, (2012), ainda identifica que ap6s um treinamento de endurance
(resisténcia), exercicio resistido ou uma combinacdo dos dois, os aumentos em PGC-1a foram
confinados apenas a exercicios de endurance ou 0 exercicio combinado (endurance +
resistido).

Embora esses resultados sejam notaveis, a proposta de que a hipertrofia do musculo

esquelético apds exercicio de resisténcia € mediada por PGC-1a permanece em debate.
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4.4 O exercicio fisico ndo reduz acumulo de lipideos no madsculo esquelético de animais

adipoKO obesos

A obesidade induz resisténcia a insulina no musculo esquelético principalmente por
promover maior acumulo intramiocelular de lipidios, o qual é o maior defeito envolvido no
desenvolvimento de diabetes tipo 2, afetando a sensibilidade & insulina (DeFronzo RA, 2009).

Avaliamos o efeito do exercicio fisico no acumulo de lipideos no musculo esquelético
dos animais AdipoKO obesos sedentarios e treinados. O consumo de dieta hiperlipidica

aumentou a marcacdo de lipidios no musculo séleo e de modo interessante, nos animais

treinado ndo houve reducdo da quantidade de lipidios pelo exercicio fisico (Figura 13).

B wq s

L
©
g
S 200-
©
E
@
g
E100-
@
2
o
o

0~

C H HT

Figura 12. Marcacdao histolégica de triglicerideos no tecido muscular. (A) Fotomicrografias
representativas de corte transversal do masculo soleo coradas com Sudan Black. Objetiva de
10x (130x). (B) Quantidade de Lipideos marcados por Sudan Black avaliados em escala de
cinza. (a) p < 0,05 vs C. Analise multivariada One-way ANOVA. Valores representam média +
D.P., n=5. C, controle; H, alimentado com dieta hiperlipidica e HT, alimentado com dieta
hiperlipidica e treinado.
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O exercicio fisico ndo foi capaz de reduzir acimulo de gordura intramiocelular nos
animais obesos AdipoKO. De acordo com a via da adiponectina através do receptor adipoR1,
a melhora da sensibilizacdo a insulina pode promover lipdlise e consequentemente mais quebra
de &cidos graxos para a corrente sanguinea, porém estes efeitos estdo mais associados ao tecido
adiposo, o tecido muscular ndo respondeu de forma a reduzir os grupamentos de TG, talvez
justamente pela da ndo ativacdo da via da adiponectina, haja visto que seus receptores ndo
foram superexpressos, permaneceram em mesmo nivel que o grupo controle (Figura 13).

No musculo séleo avaliamos a expressdo génica de elementos chaves da via da

adiponectina, adipoR1, Pcgla e Cptlb.
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Figura 13. Efeito do treinamento aerébio na modulacéo da via de sinalizacdo do adipoR1.
(@)(b) p < 0,05 por One Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey; média + Desvio Padréo;
(@) versus C e (b) versus H. n = 4-5 animais por grupo. C, controle; H, alimentado com dieta
hiperlipidica e HT, alimentado com dieta hiperlipidica e treinado.

Observamos que animais obesos tiveram maior expressdo do receptor AdipoR1,
enquanto que para 0s animais obeso exercitado ndo ocorreu diferenca significativa na
expressao dos receptores em relagcdo ao grupo controle. Acredita-se em maior mobilizacao de
fatores de transcricdo e proteinas da via oxidativa para aumentar o numero de receptores de
membrana sugerindo algum mecanismo compensatério nos animais obesos, visto que nao
expressam adiponectina, agonista do receptor.

De acordo com a menor estimulacdo da via do AdipoR1, animais obesos AdipoKO
tiveram menor expressdo de PCG-1a no musculo soleo, cuja expressdo foi revertida pelo

treinamento aerdbio. Esse resultado, mostra que provavelmente por mecanismo independente
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de adipoR1, o exercicio € capaz de estimular a transcricdo de PCG-1a e assim a biogénese
mitocondrial.

J& em relacéo a expressdo de CPT1b, um marcador de oxidagdo de acidos graxos, de
acordo com a falta de adiponectina, ndo houve diferenga na expressdo desse transcrito em
animais AdipoKO obesos sedentarios e treinados. Similar o que ocorre no figado (Figura 9),
esta enzima parece desempenhar papel independente das alteracGes de PCG-1a.

Os dados de expressdo génica juntamente com a marcacdo de lipideos sugerem que a
adiponectina é importante para os efeitos do exercicio aerébio na reducao de lipidios ectdpicos
no musculo. No entanto, por vias independentes de AdipoR1, é capaz de estimular a biogénese
mitocondrial, indicada indiretamente pela expressao de Pgcla. Como apontado na Figura 6, a
sensibilidade a insulina sistémica melhora nesses animais indicando que a sensibilidade a

insulina no masculo esquelético também é afetada da mesma forma.

5 CONCLUSAO

O protocolo de exercicio fisico para os animais WT aumenta os niveis de adiponectina
sérica e para os animais AdipoKO restaura a sensibilidade a insulina a nivel de controle, porém
ndo reverte a intolerancia a glicose. A participacdo hepatica da producdo de glicose parece
pouco ou ndo responder ao treinamento, bem como a expressdo génica do receptor adipoR2.

A auséncia de adiponectina para captacdo de glicose também parece afetar FGF21, uma
vez que o exercicio ndo altera niveis séricos em relacdo a obesidade.

Expressdes de PGC-1a e PPARa ndo sofreram alteracdes no tecido hepético, apenas
PPARYy, corrobora fortemente com a literatura como ativador da oxidacédo lipidica hepatica,
demonstrou alteracdo ndo dependente de adiponectina sendo restaurado a niveis controle pelo
exercicio.

Histologicamente podemos concluir que a auséncia de adiponectina pode atrapalhar a
atuacdo do exercicio fisico em ativar PPARa via adipoR2 e em sua possivel contribui¢do na
oxidacédo de acidos graxos via genes que participam da regulacao glicolitica no figado, talvez
por isso ndo se observa melhora no quadro de esteatose hepatica. Assim como no figado,
embora PGCla tenha sido superexpresso pelo exercicio fisico, 0 excesso lipidico intramuscular
ndo é revertido pelo exercicio e também a area de seccao transversa das fibras musculares ndo

sdo hipertrofiadas.
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Em suma, conclui-se que a adiponectina possui um papel consistente na sensibilizacdo
da insulina como demonstrado por este estudo e extremamente relevante para 0 metabolismo
glicolitico e para o metabolismo oxidativo; e embora ocorra a reducdo o peso corporal, 0
protocolo de exercicio fisico aerébio ndo sustentou efeitos significativos glicoliticos no figado

e na reducdo de lipideos nos tecidos hepatico e muscular na auséncia de adiponectina.
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