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INTRODUCAO

O nicho obesogénico envolve alimentacdo inadequada e sedentarismo como fatores
de risco para o desencadeamento de doengas ndo transmissiveis como a obesidade e suas
complicagdes metabdlicas (WHO, 2014). A obesidade pode induzir resisténcia a insulina (IR),
acentuada lipdlise e liberacdo de acidos graxos livres circulantes (AGL), em decorréncia de
mediadores proé-inflamatérios como o ligante 2 de quimiocina (CC) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), recrutados a partir do tecido adiposo (Ray et al.; 2016). Tais citocinas recrutam
mondcitos e 0s convertem em macrofagos e, como consequéncia, maior a secrecao de
mediadores pré-inflamatérios como o TNF-a, interleucina-1, IL-6, leucotrienos e éxido nitrico
(NO). Essas substancias podem atuar de forma autdcrina e/ou paracrina e causar IR no tecido
adiposo (Ray et al.; 2016). De forma similar, 0 armazenamento excessivo e crdnico de lipidios
(triglicérides) no tecido hepético, por exemplo, pode levar a inflamacéo e, até mesmo, formas
avancadas da doenca hepatica ndo alcodlica ou doenca do figado gorduroso (NAFLD, do
inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease). Dentro desse contexto, o treinamento fisico pode
ser utilizado como ferramenta tanto para tratar (VIEIRA et al., 2009) como para prevenir
(JORDY et al., 2015) danos metabdlicos induzidos pela obesidade. Até agora, 0 mesmo se
provou eficaz para diminuir a esteatose hepética e os efeitos diretos do treinamento fisico no
tratamento da inflamacéo permanecem desconhecidos.

OBJETIVO

Investigar os efeitos do treinamento aerdbio realizado simultaneamente a dieta
hipercaldrica sobre a sensibilidade periférica a insulina, bem como a expresséo génica das
proteinas MCP-1/CCL2 ATM1, TNF-a, IL-6 e IL1 B no tecido adiposo e hepatico de
camundongos.

METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Séo Paulo (USP), sob o numero de protocolo
65 nas fls. 07 do livro 03 para uso de animais em experimentacdo e aprovado pelo
CEUA/UMC, protocolo n 010/2018. Foram utilizados camundongos machos, C57BL/6, com 8
semanas de idade, randomizados em 4 diferentes grupos (dieta e/ou exercicio) e
aclimatizados no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/USP, em condicdes
de ciclo claro-escuro 12 h /12 h e temperatura controlada (23 + 2 °C). Agua e comida foram
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administradas ad libitum. A dieta implementada foi a AIN-93M, controle e hiperlipidica (26%
carboidratos, 59% de lipidios e 15% de proteina) + sacarose ha agua de beber, a 20% (acUcar
refinado Unido, Brasil). Realizou-se o acompanhamento semanal da massa corporal dos
animais. Foi quantificada a ingestdo alimentar e hidrica por 24 horas durante 0 mesmo
periodo. Tais medidas foram expressas em kcal. Foi determinado o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA). Ao longo da 92 semana e, apds 48 horas da ultima sessdo de treino, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo precedida de narcose com mistura de gas
carbdnico e oxigénio na proporcdo de 70% e 30%, respectivamente (AVMA Guidelines on
Euthanasia, 2007) para subsequente retirada dos tecidos alvo do estudo: tecido adiposo e
hepatico. Ap6s 48 horas da Ultima sessao de treino foi mensurada a atividade da enzima
citrato sintase no musculo gastrocnémio dos animais dos grupos sedentarios (C e HFDS) e
submetidos ao treinamento fisico (C e HFDSTR), conforme descrito por. O figado foi fixado
em solucdo de formaldeido 10%, durante 8 horas. Ao término do periodo de fixacdo, os
fragmentos foram armazenados em cassetes (individuais) e mantidos em solucdo de alcool
70% overnight. Posteriormente, o material foi submetido a uma sequéncia de banhos com
alcool 95%, alcool 100% e xilol. Ao término dos banhos, o material foi incluido em parafina, a
uma temperatura de 60°C. Os cortes foram realizados em micrétomo (Zeiss), com espessura
de 5um. Apods disposicao em laminas de microscopia, foi realizada a coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo das goticulas de gordura. Foi realizada a qPCR
para analise de expressao génica dos genes IL1, MCP-1, TNF-a em duplicatas, baseado na
deteccdo em tempo real de produtos do PCR medidos por fluorescéncia, quantificado com o
detector de sequéncia ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). Os dados foram analisados por
meio de ANOVA (2 x 2; dieta vs treino) para medidas repetidas, ANOVA Two-way (2 x 2; dieta
vs treino) foi utilizada para verificar o efeito da dieta e do treinamento sobre as demais
varaveis. Resultados foram considerados significantes sempre que P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O grupo C ganhou 5 vezes mais peso corporeo quando comparado ao grupo CTR (C:
5+4,72g n=27 vs CTR: 1 +1,56g n=20 P=<0,001, figura 1-A). O treino teve o papel de atenuar
0 ganho de peso através do déficit entre consumo alimentar e gasto energético. Os animais
dos grupos CTR e HFDSTR tiveram valores da atividade da enzima citrato sintase maiores
CTR: 0,32 + 0,10g n=8 vs HFDSTR: 0,14 + 0,10g n=8, P= <0,05 quando comparados aos
grupos sedentarios (Figura 1-B) e, dessa forma, pode-se inferir que o protocolo de treinamento
utilizado foi eficaz. Os animais do grupo CTR tiveram um valor glicémico de jejum (Figura 1-
C) menor quando comparados ao grupo C (CTR: 162 + 31 mg/dl n=15 vs C: 171 + 29mg/dI
n=20; P= <0,05). O grupo HFDS apresentou uma glicemia superior comparado ao grupo
HFDSTR (HFDS: 245 + 29mg/dl n= 25 vs HFDSTR 183 + 29mg/dl n=21, P= <0,0001). Por
meio da contagem de goticulas de gordura nas laminas de tecido hepatico notou- que o grupo
HFDS possuiu uma média maior que os animais HFDSTR (HFDS: 37,75 +2,5% n= 4 P=<0,002
vs HFDSTR: 22,5 + 5,4% n=8 P=<0,002 Figura 1-D). Estes resultados sugerem que o
treinamento pode induzir a diminuigdo do acumulo de gordura no figado.
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Figura 1: Efeitos da dieta hipercal6rica e do treinamento aerébio no ganho de massa,
enzima citrato sintase, glicemia e goticulas de gordura - A) ap=<0,0001: HFDS é diferente
de HFDSTR. bp=<0,0001: C é diferente de CTR. B) ap<0,05: C vs CTR. bp<0,05: HFDSTR é
diferente de HFDS e C. C) ap<0,05:HFDS ¢ diferente de HFDSTR e C. bp<0,05: C vs CTR.
D) ap=<0,002: HFDS é diferente de HFDSTR.

Foram realizadas as qPCR com o objetivo de se dosar a presenca de genes de
proteinas inflamatérias no figado e no musculo gastrocnémio, no entanto, embora as analises
de musculo para as proteinas Il 1 b, Il, MCP-1, TNF-a tenham sido feitas, os dados atuais
encontram-se incompletos, com um “n” insuficiente, neste sentido seria necessaria a repeticao
e continuidade do ensaio. Ja os dados de figado das proteinas Il 1 b, Il, MCP-1, TNF-a o “n”
foi suficiente para uma ideia de representatividade e, portanto, serdo abordados a seguir.
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Figura 2: expresséo génica no figado — A) gene IL1. B) gene TNF-a. C) gene MCP-1.

Embora os dados da gPCR nao tenham apresentado diferenca estatistica sugerem
gue com repeticdes deste teste seria possivel inferir menor expressao de genes inflamatérios
nos grupos treinados.
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CONCLUSAO

O presente estudo tem como limitacdo a auséncia de qualquer concluséo referente a
expressao génica de alguns dos mediadores pro inflamatoérios atuantes na obesidade: IL1,
MCP-1 e TNF-alfa. Os resultados atuais séo insuficientes e bastante heterogéneos, portanto,
0Ss novos resultados ndo serdo contemplados no presente relatorio. Neste contexto, observou-
se que o treinamento pbde atenuar o ganho de peso, 0s niveis séricos de insulina e glicose e
0 acumulo de goticulas de gordura no tecido hepatico dos animais HFDSTR, efeitos esses
induzidos pela dieta hipercal6rica, contribuindo, portanto, para a preven¢éo da obesidade.
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