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RESUMO

O consumo de dietas hiperlipidicas, ricas em acidos graxos saturados, induz o ganho de
peso corporal e a expressao de citocinas pro inflamatorias que podem ativar vias de apoptose
em neuronios que controlam fome e saciedade no hipotdlamo. A atividade fisica e a mudanca
de habito alimentar representam alguns tratamentos para a obesidade. Assim, o foco do
trabalho foi estudar a resposta corporal de animais submetidos a dieta hiperlipidica e
treinamento fisico, com exercicio de natacdo, e analisar a reatividade glial, densidade
sinaptica, morte celular e perfil de expressdo de citocinas no hipotalamo. Apds 16 semanas de
tratamento com dietas, sendo as 8 ultimas com atividade fisica, os animais tiveram o
hipotalamo extraido para andlise dos nicleos arqueado, paraventricular e lateral. Os grupos
que ingeriram dieta hiperlipidica (HFD) mostraram aumento de peso corporal, hipofagia,
maior adiposidade, maior taxa glicémica, juntamente, com maior reatividade astroglial, menor
densidade sinaptica, maior TNF e IL-6, e, maior expressdo das proteinas caspases 3 e 7
clivadas, em relacao aos grupos que foram alimentados com dieta padrao (ND). O grupo HFD
que praticou natagdo com carga de 80% da carga maxima atingida no teste progressivo de
esfor¢o foi o que mostrou melhores resultados para os dados fisiologicos e para as dosagens
de citocinas e caspases, bem como, mostraram menor reatividade astroglial e maior densidade

sindptica, indicando um papel protetor do exercicio fisico praticado nesse trabalho.

Palavras-chaves: Hipotalamo. Dieta hiperlipidica. Exercicio fisico. Astrdcitos. Sinapse.



ABSTRACT

The consumption of diets rich in saturated fatty acids induces a gain in body weight and
the expression of cytokines pro-inflammatory that can enable the process of apoptosis in
neurons that control food intake and satiety in the hypothalamus. Physical activity and the
change of dietary habits are the treatments for obesity. Thus, the focus of the study was to
evaluate the response of animals submitted to fat diet and physical training, with the exercise
of swimming, and analyze the glial reactivity, synapse density, cell death and profile of
expression of cytokines in the hypothalamus. After 16 weeks of treatment with diets, being
the 8 latest with physical activity, the animals had the hypothalamus extracted for analysis of
arcuate, paraventricular and lateral nuclei. The groups that ingested the high fat diet (HFD)
showed increased body weight, hypofagia, greater adiposity, increased glucose, along with
greater astroglial reactivity, lower synaptic density, greater TNF and IL-6, and, greater
expression of s 3 and 7 caspases in relation to the groups that were fed with standard diet
(ND). The HFD group that practiced swimming with a load of 80% of the maximum load
reached in the progressive effort test showed better results for physiological data and for the
determination of cytokine and caspases levels, as well as, showed lower astroglial reactivity
and higher synaptic density, indicating a protective role of physical exercise practiced in this

work.

Keywords: Hypothalamus. High fat diet. Physical exercise. Astrocytes. Synapse.
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1. INTRODUCAO

Um dos fatores predisponentes para obesidade ¢ o consumo de dietas com alto teor de
acidos graxos saturados que, por sua vez, esta relacionado com o ganho de peso, adiposidade,
promocao da inflamagdo sistémica e hipotaldmica de baixos graus, resisténcia a insulina e
leptina em tecidos periféricos e no tecido nervoso, além de aumentar o risco para doengas
cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns tipos de canceres (HAMILTON et al., 2007; LEE et
al., 2012; FINUCANE et al., 2011; HEINONEN et al., 2013; LEON-PEDROZA et al., 2015;
LYONS et al.,, 2016; VELLOSO, 2009). Por outro lado, o exercicio fisico ¢ dito como
tratamento ndo invasivo e ndo farmacoldgico da obesidade. A atividade fisica tem sido
referida para reduzir o peso corporal, adiposidade, aumentar o gasto energético e melhorar o
estado geral metabdlico de pacientes obesos (SORENSEN et al., 2010; TUOMILEHTO et al.,
2001; MISRA et al., 2008). Além disso, fortes evidéncias apontam que o treinamento fisico
na obesidade induzida por dieta hiperlipidica atua de forma sistémica, atingindo e
influenciando a atividade de tecidos metabolicamente relevantes (PEDERSEN et al., 2001;
PALEY e JOHNSON 2016; YOU et al., 2013; McMURRAY ¢ HACKNEY 2005), como
também atua em nivel celular, induzindo células como astrocitos e microglia, considerados
cé¢lulas imuno-competentes, a se proliferarem, tornarem mais reativas e a secretar citocinas
que vao contribuir com a melhora da inflamacdo e modulacio de processos de
morte/sobrevivéncia celular (Y1 et al., 2012; LEITE et al., 2016; LAING et al., 2016).

Assim, este estudo objetivou analisar alguns efeitos da pratica de atividade fisica na

inflamagao hipotalamica induzida por dieta rica em acidos graxos saturados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1-Obesidade e Fatores Predisponentes

Obesidade e sobrepeso sdo definidos como o actimulo excessivo de gordura que
apresenta risco a saude, decorrente do desequilibrio entre ingestdo alimentar e gasto
energético. O desequilibrio energético esta intimamente associado com o aumento do
consumo de dietas com alto teor de gordura saturada e um estilo de vida sedentario (OMS,
2016; HEINONEN et al., 2013; OGDEN et al., 2007).

Atualmente a obesidade ¢ considerada uma epidemia global que atinge paises ricos e
pobres. Estudos epidemiologicos mostram que a prevaléncia global de sobrepeso e obesidade
combinada apresentou um aumento de 27,5% do nimero de adultos entre 1980 e 2013, o que
representa em numero de individuos um aumento de 921 milhdes de pessoas no ano de 1980
para 2,1 bilhdes de pessoas em 2013 (NG et al., 2015). As proje¢des indicam que em 2030,
aproximadamente 57,8% da populagdo mundial apresentard sobrepeso ou obesidade, o que
corresponde a 3,3 bilhdes de pessoas (KELLY et al., 2008). A Figura 1 ilustra a prevaléncia
de obesidade e sobrepeso na populacao mundial (KELLY et al., 2008).

Considerando os elevados indices de obesidade e sua prevaléncia e perspectivas de
aumento do numero de individuos a se tornarem obesos nos proximos anos, faz-se necessario
manter a vigilancia da populagdo e utilizacdo de politicas publicas (OGDEN et al., 2014;
KOHL et al., 2012), buscando assim uma conscientizacao global dos individuos nos aspectos

relativos as praticas alimentares.
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Figura 1: Mapa mundial de prevaléncia de excesso de peso (upper) e obesidade (lower) em adultos

com 20 anos ou mais de idade em 2005 (Fonte: KELLY et al., 2008).

Na pratica clinica a obesidade ou sobrepeso podem ser diagnosticados por meio do
indice de Massa Corporal (IMC), que ¢é calculado a partir do peso do individuo, em
quilogramas (Kg), dividido pelo quadrado da altura, em metros (m?), resultando no IMC
Kg/m?. Assim sendo, o individuo com IMC maior ou igual a 25 Kg/m? ¢ considerado com
sobrepeso e, maior ou igual a 30 Kg/m? ¢ classificado como obeso (OMS, 2016). Em 2014, a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) mostrou que 39% dos adultos com idade superior a 18
anos estavam acima do peso (IMC > 25 Kg / m? (39% dos homens e 40% das mulheres), e
que 13% eram obesos (IMC > 30 kg / m?®) (11% dos homens e 15% das mulheres), o que
representa que quase 2 bilhdes de adultos em todo o mundo estdo acima do peso e, destes,
mais de meio bilhdo sdo obesos. A Figura 2 mostra um panorama da média do IMC da

populacdo adulta mundial (maiores de 18 anos).
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Figura 2: Média do IMC da populagdo adulta mundial (maiores de 18 anos). Em A e C, obesidade e
sobrepeso respectivamente da populagdo feminina, e, B ¢ D obesidade e sobrepeso respectivamente da

populagao masculina (adaptado de OMS, 2015).

FINUCANE et al. (2011) mostraram a existéncia de uma tendéncia no aumento do IMC
para homens adultos de 0,4 Kg/m? e para mulheres adultas de 0,5 Kg/m? ao longo de uma
década. Em um estudo transversal foi mostrado que o consumo de alimentos obesogénicos € o
comportamento sedentario representaram habitos fortemente relacionados com o aumento da
circunferéncia da cintura, IMC e risco aumentado para desenvolvimento da obesidade
(HEINONEN et al., 2013). Esse aumento no IMC e sua forte relacdo com um comportamento

sedentario e inatividade fisica se manifestam como os principais fatores de risco para as
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doencas ndao comunicaveis (NCD), entre elas as cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e
alguns tipos de canceres, como o cancer de mama e de c6lon (HAMILTON et al., 2007; LEE
et al., 2012; FINUCANE et al., 2011; LEE et al., 2012; HEINONEN et al., 2013).

No Brasil, estudos epidemiolédgicos baseados no calculo do IMC apontaram que, no
conjunto das 26 capitais brasileiras e Distrito Federal, a frequéncia de excesso de peso foi de
52,2% (sendo maior entre homens: 60,8%), enquanto, para obesidade, os valores para a
populacdo adulta foram de 16,8% (VIGITEL, 2014). Um estudo epidemioldgico mostrou que,
aproximadamente 49,2% e 58,3% dos casos de diabetes mellitus na populacdo brasileira
feminina estdo associados ao sobrepeso e¢ a obesidade, e para o género masculino foi
representado que 40,5% e 45,4% de casos de diabetes mantiveram uma associacdo ao
sobrepeso ¢ a obesidade respectivamente (FLOR et al., 2015).

Essas frequéncias elevadas refletem fatores que, no passado, contribuiram para a
instalacdo do sobrepeso e da obesidade na populagdo brasileira. Um desses fatores ¢ a
migracdo interna pois, segundo o IBGE, em 1970 aproximadamente 58,0% da populagcdo
residia em dareas urbanas e, em 2000, a populagdo que residia nos aglomerados urbanos
chegou a 81,0%. Associado a concentracdo da populacdo na area urbana, ocorreu o
crescimento da alimentagao fora de casa, crescimento na oferta de refeicdes rapidas (fast
food) e a ampliagdo do uso de alimentos industrializados/processados (MENDONCA &
ANJOS, 2004), que favoreceram o consumo de alimentos como carnes com excesso de
gordura, leite integral, doces e refrigerantes (VIGITEL, 2014).

Em paralelo com os fatores predisponentes da obesidade e sobrepeso como, por
exemplo, os maus habitos alimentares, a inatividade ¢ destacada como fator importante para o
desenvolvimento de doengas ndo comunicaveis (LEE et al., 2012). Além disso, a inatividade
fisica atualmente ¢ considerada uma pandemia, sendo prevalente em paises muculmanos

(KAHAN, 2015) e considerado um problema de satude publica (KOHL et al., 2012).
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2.2-Sinais Inflamatérios na Obesidade e Acidos Graxos Saturados

Os primeiros indicios de sinais inflamatorios relacionados com a obesidade surgiram em
1993 a partir de trabalhos de HOTAMISLIGIL et al. que identificaram o aumento da
expressao do RNA mensageiro do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, uma citocina pro-
inflamatéria) no plasma de roedores obesos e no tecido adiposo branco. Esse sinal
inflamatorio representado pela expressao génica de TNF-o apontou indicios do possivel papel
dessa citocina na supressao do receptor de insulina (IR) e seu substrato (IRSs), sugerindo,
assim, uma relagdo entre a expressao de TNF-a e o desenvolvimento de resisténcia a insulina
(HOTAMISLIGIL et al, 1993; HOTAMISLIGIL & SPIEGELMAN, 1994;
HOTAMISLIGIL, 2000). Paralelamente aos estudos com roedores, alguns trabalhos
utilizando humanos mostraram que a expressao génica de TNF-a estava aumentada no tecido
adiposo dos obesos quando comparados aos individuos saudaveis e que a atividade da lipase
lipoprotéica (LPL) apresentou uma correlagdo inversa com a expressdo de TNF-a. Além
disso, houve uma reducdo da LPL em individuos obesos que apresentaram perda de peso,
sugerindo a redu¢do do tecido adiposo e consequentemente diminui¢do do TNFa, sendo,
entdo, um componente chave no processo da patogénese da obesidade e resisténcia a insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1995; KERN et al., 1994).

O fator nuclear kB (NFkB) ¢ um complexo protéico que apresenta na sua estrutura um
componente ativador de transcri¢do, o c-rel (INOUE et al., 1991). O NFkB est4 presente no
citoplasma da maioria das células eucaridticas de forma inativa, ligado a uma proteina
inibidora, IkB (NFkB/IkB). O complexo quinase do IkB, representado pelo IKK, consiste de
duas subunidades de quinases, IKKa e IKKB (ZANDI et al., 1997), que ativam e catalisam a
fosforilagdo do 1kB, que ¢ degradado, deixando o complexo protéico NFkB livre para se

deslocar para dentro do nucleo da célula, se ligar a molécula de DNA e assim regular a
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transcri¢do de alguns genes relacionados com sinais pr6 inflamatdrios, como interleucina 1
(IL1B), interleucina 6 (IL6) e TNF-a. Alguns estimulos inflamatorios, como LPS
(lipopolissacarideo), TNF-a e acidos graxos livres (presentes em dietas hiperlipidicas) podem
ativar o complexo protéico NFkB (INOUE et al., 1991; GRILLI et al.,, 1993; KOPP e
GHOSH., 1994; LEE et al., 2001; SHOELSON et al., 2003; XU et al., 2003).

Anos mais tarde, SARTIPY e LOSKUTOFF (2003) demonstraram que a expressao
génica da quimiocina, proteina 1 quimioatraente de macrofago (MCP1) estava aumentada no
tecido adiposo branco quando comparada com outros tecidos (figado, rins e pulmdes),
sugerindo assim, que o tecido adiposo fornece sinais para o recrutamento e ativacdo de
macrofagos os quais sdo, em maior parte, responsaveis pelo aumento da expressao de genes
inflamatérios no tecido adiposo, € que a resposta inflamatéria neste tecido aumenta
proporcionalmente a adiposidade. Em outro estudo utilizando modelos genéticos de animais
obesos e roedores com obesidade induzidos por dieta, os resultados mostraram que a
expressdo de genes relacionados a inflamag¢dao, como por exemplo, a metaloproteinase
semelhante a desintegrina (ADAMS), proteina 1-o de macrofago inflamatorio (MIP1a) e
MCPI, foi maior em animais alimentados com dieta durante 16 semanas do que modelos
genéticos de obesidade (XU et al., 2003). Sendo assim, a inflamagao do tecido adiposo leva a
um aumento dos niveis de citocinas pré inflamatodrias circulantes e de acidos graxos livres,
agravando o estado de obesidade, o quadro de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2
(PEREIRA e ALVARES-LEITE, 2014). A obesidade esta associada com estimulo da
secrecdo de hormodnios metabolicos (insulina, leptina e glucagon) e citocinas (IFNy, TNF,
IL6, IL1B, IL10 e MCPI1) no plasma de chimpanzés obesos e com sobrepeso quando
comparado com chimpanzés eutroficos, e a expressdo elevada de citocinas como IL6 e IL1S3
pode ser referida como um fator contribuinte para o diabetes tipo 2 (SPRANGER et al., 2003;

NEHETE, 2014).
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A evidéncia de que a resposta inflamatoria ¢ maior em animais alimentados com dieta
rica em gordura saturada direcionou algumas pesquisas a investigarem o papel das dietas
como fator promotor de obesidade e inflamag¢ao. Moléculas pré inflamatoérias produzidas e
secretadas pelo tecido adiposo com infiltrado de macrofagos contribuem para o processo
inflamatério crénico e sist€émico caracteristico da obesidade. Além disso, contribui para o
desenvolvimento de um quadro de resisténcia a insulina, provocada pela lipdlise e liberagao
de acidos graxos livres pelo tecido adiposo (XU et al., 2003). Para reforcar a hipdtese do
papel dos acidos graxos na inducdo de uma resposta inflamatoria, outro estudo utilizando
linhagem celular de macréfagos periféricos (RAW 264.7) mostrou que quando essas células
eram estimuladas por &cidos graxos saturados, induziam a expressdao génica da forma
induzivel do mediador inflamatério ciclooxigenase 2 (COX2) (LEE et al., 2001). No mesmo
estudo foi pontuado que a indugao da expressao de COX2 ¢ um evento mediado pela ativagao
do receptor semelhante ao Toll (TLR4), um componente da familia de receptores imune
inatos que reconhece lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa de bactérias
gram negativas (AKIRA & TAKEDA, 2004), e que este processo ativa o fator de transcrigao
nuclear kB da molécula de NFkB.

De fato, os niveis aumentados de TNF-a contribuem para a instalagdo de um processo
inflamatoério sistémico. Esse processo inflamatorio sistémico de origem no tecido adiposo €
referido como um estado de inflamacgao cronica e sistémica de baixo grau (FEINGOLD et al.,
1989; OUCHI et al.,, 2001; PEREIRA & ALVARES-LEITE, 2014). Sendo assim, fica
evidente a existéncia de um processo inflamatorio de baixo grau de origem metabdlica que
atinge tanto tecido adiposo, plasma e outros tecidos metabolicamente ativos, como figado e
musculo esquelético, ¢ que essa inflamagdo, provocada pelos acidos graxos livres, ¢
caracterizada pela presenca de citocinas pr6 inflamatorias como TNF-a, interleucinas (IL1J,

IL6 e IL17), proteina C reativa e infiltrado de células imunes, representados principalmente
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pelos macrofagos (XU et al., 2003; THALER & SCHWARTZ, 2010; LEON-PEDROZA et
al., 2015; LYONS et al., 2016). A relagdo entre obesidade e inflamacao sistémica de baixos
niveis esta presente também em adolescentes com sobrepeso ou obesidade, visto que
adolescentes obesos tém maiores niveis de marcadores pro-inflamatorios sistémicos, tais
como proteina C reativa (PCR), adiponectina, TNF-a e IL6 do que quando comparados com
adolescentes magros (ADABIMOHAZAB et al., 2016).

A atividade aumentada da proteina JNK foi identificada no tecido adiposo, musculo e
figado de animais com obesidade induzida por dieta, modelos de animais geneticamente
modificados com obesidade e também em humanos obesos. Essa atividade elevada esteve
relacionada com altos niveis de acidos graxos livres € com a presenga de elevados niveis de
TNF-a (HOTAMISLIGIL, 2000; AGUIRRE et al., 2000; HIROSUMI et al., 2002; OZCAM
et al., 2004), o que leva a crer que o mecanismo relacionado com patogénese da obesidade e
da resisténcia a insulina pode estar relacionado com a presenca dos acidos graxos saturados e
a ativacao de TNF-a e JNK.

A obesidade em modelos de animais geneticamente modificados e induzidos por dieta
acompanha, além de um processo inflamatorio, um processo de estresse do reticulo
endoplasmatico, sendo evidente pelos niveis elevados de fosforilagdo de quinase pancreatica
do reticulo endoplasmatico (PERK), subunidade o do fator 2 de inicia¢do de traducdo (elF2a)
e c-Jun N-terminal quinase (JNK), promovendo um prejuizo na sinalizacdo da insulina e
contribuindo para um quadro de diabetes tipo 2 (OZCAM et al., 2004).

Sendo assim, os acidos graxos saturados de cadeia longa podem contribuir para um
estado de inflamacao metabolica e de resisténcia a insulina através de sinais extracelulares
como, por exemplo, ativagdo de proteinas que culminam com o estresse do reticulo
endoplasmatico, tais como JNK, PERK e elF2a, ativacdo da sinalizagdo de TLR4, proteina

PKCB0 e proteina quinase R (PKR), e por meio de sinais intracelulares, marcados pela ativagao
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de proteinas como JNK, NFkB e proteina de mamifero alvo de rapamicina (mTOR), tendo
como alvo tecidos metabolicamente relevantes, como tecido adiposo, musculo esquelético,

figado e hipotalamo (MILANSKI et al., 2009; VELLOSO et al., 2015; COOPE et al., 2016).

2.3- Controle do Balan¢o Energético e Inflamacao Hipotaldmica

O controle do balango energético e os mecanismos que regulam a fome, saciedade e
termogénese sdo feitos por circuitos neurais presentes na regido hipotalamica no sistema
nervoso central (SNC), onde se localizam neurdnios capazes de captar sinais nutricionais e
neurdnios com receptores especificos para hormonios periféricos, como insulina e leptina
(principal hormoénio adipostatico), que sensibilizam neurdnios localizados no nucleo arqueado
(neurdnios de primeira ordem). Esses, por sua vez, projetam conexdes neurais para outros
neurdnios situados nos nucleos paraventricular (PVN) e lateral (LH), chamados de neurénios
de segunda ordem. Essas projecdes dos neurdnios de primeira ordem sao responsaveis por
coordenarem a sintese e expressdo de peptideos anorexigénicos como: Proopiomelanocortina
(POMC), que € clivado em hormoénio estimulador dos melandcitos a (a-MSH) e que atua nos
receptores 3 e 4 da melanocortina (MC3R e MC4R) presentes em outras regioes
hipotalamicas, e, transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART) que inibem a fome.
Ainda, os neuronios de primeira ordem coordenam a expressao e sintese de peptideos
orexigénicos como o neuropeptideo Y (NPY) e a peptideo relacionado ao Agouti (AgRP),
localizados no ntcleo arqueado, e que estes neuronios de primeira ordem emitem projecoes
excitatorias para o hipotadlamo lateral e inibitérias para o paraventricular (VAN de SANDE-
LEE & VELLOSO, 2012; SCHWARTZ et al., 2000; VELLOSO, 2009). Em resposta, os
neurdnios do nucleo PVN produzem tanto o neurotransmissor inibidor da fome, hormonio
liberador de tireotrofinas (TRH) quanto o pré termogénico hormoénio liberador de

corticotrofinas (CRH), enquanto no nucleo hipotaldmico lateral, os neuronios sintetizam
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predominantemente um neurotransmissor estimulador da fome, orexina (ORE) e outro anti
termogénico, hormdnio concentrador de malanocortina (MCH) (VELLOSO et al., 2008;
WYNNE et al., 2005; CINTRA et al., 2007). Essa resposta coordenada ¢ simultaneamente
dependente da disponibilidade de nutrientes, dos niveis de leptina e insulina, e de hormonios
intestinais como colecistoquinina (CCK), peptideo 1 semelhante a glucagon (GLP1) e o
polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP) (BADMAN & FLIER, 2005).

Desta maneira, em situagdes de jejum, em que a disponibilidade de nutrientes esta
reduzida, a concentracdo plasmatica de insulina estd baixa e esse sinal periférico leva a
indugdo da expressao de neuropeptideos como o NPY e AgRP e uma inibicdo de POMC e
CART. Assim, acontece um aumento na atividade de neurénios produtores de orexina e MCH
no nucleo lateral do hipotdlamo, ambos com potencial orexigénico. Em oposi¢do, quando a
situagcdo de disponibilidade de nutrientes ¢ alta e os niveis de insulina e leptina circulante sao
altos (periodo pos prandial) neurénios produtores de neuropeptideos como POMC e CART
sdao estimulados e ativam neurdnios do nucleo hipotalamico paraventricular a expressarem
TRH e CRH, que vao promover sinalizacdo anorexigénicas e pr6 termogénicas. Logo, o
hipotalamo controla fisiologicamente o balango energético corporal, a ingestdo alimentar e o
gasto energético corporal (VELLOSO et al., 2009). A Figura 3, abaixo, esquematiza a relagao

dos neurdnios, seus hormonios e neuropeptideos.



23

POMC/CART neuron ‘ NPY/AgRP/GABA neuron
w
y 7
-
i
s Y
=
&% ] = GABAR
3 o " GhR
& 7y w MC4R
S g w MC3R
- s NPYR
w LepR
w GHSR
<— Inhibition
- | \.L «-MSH AgRP - E <— Stimulation

Prendorphin a-MSH Other |
neurons f

Satiety Feeding

Energy expendimre

Figura 3: Representagdo de sub populagdes de neurdnios no hipotalamo; ArcN: nucleo arqueado;
GABAR: receptor GABA; GHSR: receptor de grelina; GluR: receptor de glutamato; LepR: receptor

de leptina; NPYR: receptor de NPY; VHM: hipotalamo ventro medial. Fonte: CHOWEN et al., 2016.

A existéncia de um centro regulador do balango energético corporal, ingestdo alimentar
e do gasto energético corporal, conduz a um raciocinio em que esse centro de controle
fisioloégico do hipotdlamo possa estar desregulado pelo consumo de dietas ricas em 4acidos
graxos saturados e em situacdes de obesidade cronica caracterizada por uma inflamagao
sistémica. Sendo assim, nessa perspectiva, De SOUZA et al. (2005), utilizando roedores
alimentados com uma dieta rica em acidos graxos saturados, identificaram a expressdo de
citocinas pro inflamatorias, como IL6, IL1 e TNF-a no hipotdlamo, sugerindo, entdo, um
processo inflamatorio nesta regido. Esses sinais inflamatorios culminam em expressoes
génicas alteradas em algumas proteinas, como por exemplo, o fator de transcricdo 3 (STAT3),
o supressor de sinalizagdo de citocina (SOCS3) e proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), que
em conjunto, diminuem a sensibilidade do hipotdlamo a leptina e insulina, levando a um

quadro de resisténcia a tais hormonios que, progressivamente, acarretam na perda do balango
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entre ingestao de alimentos e termogénese, contribuindo para um balango energético positivo,
com consequente ganho de peso (DE SOUZA et al., 2005; MUNZBERG & MYERS, 2005).
Atualmente ¢ conhecido que o processo inflamatorio hipotalamico antecede os sinais
inflamatoérios periféricos e que o consumo de dietas hiperlipidicas por 24 horas ¢ suficiente
para desencadear sinais inflamatorios no hipotalamo, independente do ganho de peso
(THALER et al., 2012).

A relacao entre consumo de dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados € o
processo inflamatério ¢ garantido pela ativacdo de receptores da familia toll-like,
especialmente o TLR4 (toll like receptor 4). Estes receptores estdo relacionados com a
resposta imune inata e o reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede
externa de bactérias gram negativas (XU et al., 2008; AKIRA & TAKEDA, 2004). Sendo
assim, os acidos graxos de cadeia longa ativam TLR4 e induzem estresse do reticulo
endoplasmatico, marcado pela elevada expressao de proteinas como JNK, PERK e elF2a, nos
neurdnios anorexigénicos hipotalamicos do nucleo arqueado, € aumento do processo
inflamatoério, estabelecendo o elo entre a ingestao de alto teor de acidos graxos e disfungao

hipotalamica na obesidade (MILANSKI et al., 2009).

2.4- Células da Glia, Astrogliose Hipotaldmica e Morte Neuronal

As células que compde o SNC sdo agrupadas em trés grandes grupos: neurdnios,
microglia e macroglia. A macroglia ¢ composta por oligodendrécitos, responsaveis pela
mieliniza¢ao dos axonios; ependimocitos, células que revestem os ventriculos encefalicos e o
canal central da medula; e astrocitos, de origem ectodérmica (RANSOM & KETTENMANN
1990) e principal fonte de fatores de crescimento e de citocinas - que atuam tanto em
neurdnios quanto nos proprios astrocitos (RANSOM & KETTENMANN, 1990; DONG &

BENVENISTE, 2001; GOMES et al., 2013). Ha também dois tipos de astrdcitos que foram
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descritos morfologicamente por ANDRIEZEN em 1893 como astrocito fibroso (mais comuns
na substancia branca do SNC, com a presenga de poucos prolongamentos e estes mais retos) e
protoplasmatico (mais prevalentes na substancia cinzenta e apresentam numerosos
prolongamentos citoplasmaticos curtos e ramificados) sendo que ambos contém feixes de
filamentos intermedidrios compostos de proteina acidifera fibrilar glial (GFAP) (ROSS &
PAWLINA, 2011).

A microglia, de origem mesodérmica, ¢ também conhecida por compor os macrofagos
residentes do SNC (SCHULZ et al., 2012; RANSOM & KETTENMANN, 1990) sendo, em
geral, ativada e recrutada ap6s infecgdes, lesdes ou doengas degenerativas. Em resposta a uma
agressao, a microglia ¢ o primeiro tipo celular a responder a uma perturbacao da homeostase
no SNC, e, rapidamente, migra para a area de dano, se torna ativada no sitio da lesdao passando
por mudancgas morfologicas e se tornando capaz de proliferar intensamente e realizar
fagocitose (NIMMERJAHN et al., 2005; PETERSEN & DAILEY, 2004). Assim, a ativagao
dessas células tem importancia na manutengao e do retorno ao estado homeostatico (CRONK
& KIPNIS, 2013).

Os astrdcitos representam um conjunto de células pertencentes a macroglia e vém
recebendo grande ateng¢do cientifica ao longo dos anos (RANSOM & KETTENMANN, 1990)
por serem células que apresentam uma grande heterogeneidade de forma e de funcao
(OBERHEIM et al., 2012). Essa heterogeneidade se expressa, por exemplo, porque astrocitos
hipotalamicos apresentam sua oxidacao de acidos graxos de cadeia longa dependentes de
glicose enquanto astrocitos corticais, ndao (TAIB et al., 2013). Isso suporta a hipotese de que
astrocitos hipotalamicos tém propriedades unicas que permitem que eles participem do
controle do metabolismo energético (CHOWEN et al., 2016).

No passado, a nogado superficial de que suas fungdes relacionadas ao suporte estrutural e

trofico do tecido, sem relevante contribui¢ao para a fungdo cerebral, tem sido superada por
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diversas técnicas experimentais que demonstraram que astrocitos sao participantes ativos nos
processos de transferéncia, processamento e armazenamento de informagdo no SNC
(NAVARRETE & ARAQUE 2014), além de estarem envolvidos na transmissdo sinaptica
(PEREA et al.,, 2009). Atualmente, ¢ conhecido que as funcdes do astrécitos estdo
relacionadas com fungdes estruturais (criacdo da microarquitetura funcional, regulacao do
volume extracelular, manutencdo da homeostase idnica e regulacio do pH extracelular),
fungdes vasculares (formagdo da barreira hematoencefalica, regulacdo da microcirculagao
encefalica e controle do tonus vascular), sobrevivéncia neuronal (suporte metabolico, defesa
antioxidante, crescimento axonal e neurogénese), atuando diretamente na plasticidade
sindptica promovendo a liberacdo de gliotransmissores, regulacio de ions do meio
extracelular e controle do glutamato extracelular (VOLTERRA & MELDOLESI, 2005;
STIPURSKY et al., 2011; STIPURSKY et al., 2012; GOMES et al., 2013).

No ano de 1990, o termo sinapse tripartite foi proposto baseado nas investigagdes
cientificas dos anos anteriores de diversos laboratérios, que revelaram a existéncia de
comunica¢do bidirecional entre neuronios e astrocitos. Foi pontuado que os astrocitos
exercem um papel funcional importante na fisiologia sinaptica (PEREA et al., 2009), além de
favorecerem as sinapses e a eficiéncia sinaptica in vitro (PFRIEGER ¢ BARRES, 1997).
Desde entdo, os astrdcitos passaram a ser alvos de inimeras pesquisas e descobertas a respeito
de suas multiplas fun¢des no SNC.

Outro papel direcionado aos astrocitos diz respeito a sua capacidade de responder a
muitas formas de danos como, por exemplo, infecgdes, traumas, isquemias e doencas
neurodegenerativas, tais como Alzheimer, Parkinson, acidente vascular encefalico, epilepsia,
tumores primarios cerebrais, esclerose multipla, esclerose lateral amiotrofica (EDDLESTON
& MUCKE 1993; BACHOQO et al., 2004; SOFRONIEW, 2009; PEKNY & PEKNA, 2014) e,

mais recentemente, podem responder a sinais de obesidade aliada a um consumo de dietas
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hiperlipidicas (THALER et al., 2012). Os astrocitos tornam-se reativos na presenga de
insultos e respondem as perturbacdes com alteragdes morfoldgicas e moleculares, se
hipertrofiando, proliferando e aumentando a expressao de GFAP, principal constituinte do
filamento intermediario de proteinas do citoesqueleto dos astrocitos (PEKNY & PEKNA,
2014; ENG et al., 2000; ENG & GHIRNIKAR, 1994), caracterizando, assim, o processo de
astrogliose reativa (SOFRONIEW 2009; PEKNY & PEKNA, 2014).

O evento da astrogliose reativa integra quatro principais caracteristicas
interdependentes, como alteragdes nos astrocitos que ocorrem em resposta a todas as formas
de injurias e perturbagdes no SNC; essas alteracdes ocorridas nos astrdcitos reativos variam
de acordo com a natureza e severidade do insulto, podendo promover a expressdo de
substancias, progressiva hipertrofia celular e, em casos severos, proliferacdao celular e
formacgdo da cicatriz glial, uma espécie de fronteira composta por processos celulares de
astrocitos recentemente proliferados que se entrelagam e se sobrepde entre a regido de dano e
a regido de tecido saudavel (VOSKUHL et al., 2009; WANNER et al., 2013; ANDERSON et
al., 2014).

O fato das dietas ricas em acidos graxos saturados causarem uma perturbacao no SNC
direcionou o pensamento para o comportamento dos astrocitos frente a este insulto. Desse
modo, astrécitos hipotalamicos se tornam reativos em situagcdes de obesidade induzida por
dietas ricas em acidos graxos saturados (THALER et al., 2012; HORVATH et al., 2010). De
fato, a obesidade induzida por dieta rica em acidos graxos saturados resulta em um processo
inflamatoério e astrogliose no hipotalamo coincidindo com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina e leptina, sendo esse processo dependente de fatores relacionados a dieta e aos
hormonios, que alteram a funcionalidade do astrocito na homeostase energética (CHOWEN et

al., 2016). Em adicdo, um processo neurodegerenativo com presenca de apoptose
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hipotalamica pode estar associado com os fatores inflamatérios induzidos pela dieta
hiperlipidica (GARCIA-CACERES et al., 2012).

O processo inflamatério induzido pelo consumo de dietas ricas em &acidos graxos de
cadeia longa ocorre via TLR4, e esse receptor apresenta pontos comuns com a via molecular
da apoptose (SIEGEL et al., 2003). As vias de sinalizagao que direcionam suas agdes para
efeitos apoptoticos e inflamatorios estabelecem uma intima relagdo entre si. Algumas
citocinas como TNF-a e IL1J estabelecem pontos comuns entre as vias de apoptose e
inflamacdo, e podem desencadear efeitos tanto pro apoptéticos quanto anti apoptoticos
mediados pelo receptor TLR4. Nessa perspectiva, o consumo de dietas ricas em acidos graxos
induz a expressao de TNF-a e IL1pB, ativam o TLR4 e desencadeiam morte neuronal no
hipotalamo de roedores, acometendo principalmente os neurdnios anorexigé€nicos. Em
decorréncia disso, ocorre reducao da densidade de sinapses nos nucleos arqueado e lateral do
hipotalamo, um efeito que ¢ dependente da composi¢dao da dieta (acidos graxos de cadeia
longa) e nao da ingestao caldrica (SIEGEL et al., 2003; MILANSKI et al., 2009; MORAES et
al., 2009).

A morte neuronal no SNC ¢ um evento modulado por constituintes da glia, como a
microglia e os astrocitos (ALDSKOGIUS et al., 1999; PIEHL & LIDMAN, 2001). Os
astrocitos assumem um papel importante tanto na inflamagdo quanto no processo de
eliminagdo sinaptica e morte neuronal, apresentando fungdes diversas nesses processos
(ULLIAN et al., 2001). Desse modo, os astrocitos ttm um papel chave na inflamacao
hipotalamica induzida por acidos graxos saturados de cadeia longa ao se tornarem reativos, €

por se envolverem em processos de morte celular e inflamagao.
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2.5-Atividade Fisica, Exercicio Fisico, Efeitos na Inflamacgdo Sistémica e Efeitos na
Inflamacao Hipotaldmica Induzida por Dieta Hiperlipidica

Atividade fisica ¢ definida como qualquer movimento corporal produzido pelos
musculos esqueléticos que resultam em despesa energética (CASPERSEN, et al., 1985). A
quantidade de energia necessaria para realizar uma atividade pode ser medida tecnicamente
em kilojoules (KJ), que mensura a energia gasta, ou em kilocalorias (Kcal), uma medida de
calor usada com frequéncia (DAVIDSON, et al., 1979; CASPERSEN, et al., 1985).

A atividade fisica pode ser subdividida em atividade fisica de lazer como dangar, nadar,
atividades de jardinagem e caminhadas; atividade fisica fundamentada na locomocgao
(caminhar ou pedalar); e de fung¢des ocupacionais ou de trabalho, sendo consideradas as
tarefas domésticas, jogos e esportes dentro de um contexto diario, familiar e de atividades
comunitarias (OMS, 2016).

O termo exercicio fisico tem sido utilizado de forma intercambiavel com o termo
atividade fisica, por ambos apresentam componentes comuns (TAYLOR, 1983), como
mostrado na Tabela 1. Entretanto, exercicio ndo ¢ sinonimo de atividade fisica uma vez que &,
na verdade, uma subcategoria de atividade fisica que, além de apresentar elementos em
comum, possui outros elementos. Assim, a definicdo de exercicio ¢ dita como uma atividade
fisica planejada, estruturada, repetitiva e intencional, objetivando melhorar ou manter um dos
componentes da aptiddo fisica, tais como resisténcia cardiorespiratéria, forga e resisténcia

muscular, composicao corporal e flexibilidade (CASPERSEN et al.,1985).
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Movimento corporal via muscculos esqueléticos;

Movimento corporal via musculos esqueléticos;

Resulta em gasto energético;

Resulta em gasto energético;

fisica;

Gasto energético (Kilocalorias) varia | Gasto energético (Kilocalorias) varia
continuamente de baixa a alta; continuamente de baixa a alta;
Positivamente correlacionados com aptiddo | Muito positivamente correlacionados com

aptidao fisica;

Movimento corporal planejado, estruturado e
repetitivo;

Objetivando melhorar ou manter os elementos
da aptidao fisica;

Tabela 1: Elementos de atividade fisica e exercicio. Adaptada de CASPERSEN, et al., 1985.

No final do século XIX e inicio do século XX, estudos epidemiologicos demonstraram
que individuos fisicamente menos ativos desenvolviam mais coronariopatias (MACAULEY,
1994). Desde entdo, a ideia de atividade fisica como fator promotor de saide vem mostrando
seu papel terapéutico, atuando na reducdo do peso corporal e dos riscos para doencgas
cardiovasculares, trazendo beneficios para alguns tipos de canceres e para doencas
emocionais como depressdo e ansiedade (SUBRAMANIAN et al., 2013). No século XXI, a
World Health Organization (WHO,OMS) publicou um guia de recomendagdes globais sobre
atividade fisica para a satide, em que forneceu informagdes sobre os beneficios da atividade
fisica para populacdes de criangas e pessoas jovens (5-17 anos de idade), adultos (18-64 anos
de idade) e idosos acima de 65 anos. Esse guia teve como foco principal a prevengdo primaria
de doencas ndo comunicaveis (NCDs) através da pratica de atividade fisica regular no nivel
recomendado de 150 minutos por semana de intensidade moderada (WHO, 2011).

Uma das recomendacgdes de tratamento ndo invasivo e ndo farmacologico da obesidade
encontra-se fundamentado na pratica de exercicios fisico. De fato, a atividade fisica tem sido
referida para reduzir o peso corporal, adiposidade, aumentar o gasto energético e melhorar o

estado geral metabdlico de pacientes obesos (SORENSEN et al., 2010; TUOMILEHTO et al.,
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2001; MISRA et al., 2008). Além disso, auxilia na melhora da dor cronica e inflamagao
sist€émica associadas com obesidade (PALEY & JOHNSON, 2016).

O exercicio fisico na obesidade atua de forma sistémica influenciando a atividade de
tecidos metabolicamente ativos como, por exemplo, o musculo esquelético, promovendo a
reducdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL1 ¢ MCP-1) e o aumento na
producao de citocinas anti-inflamatorias, como IL10. Além de aumentar a liberagdo do
antagonista do receptor de Interleocina 1 (IL1RA), pode ainda inibir a acdo do TNF-a
(PEDERSEN et al., 2001), aumentar a angiogénese ¢ reduzir o infiltrado de macrofagos
(GOMEZ-MERINO et al., 2007; LIRA et al., 2009; PALEY & JOHNSON, 2016). Além
disso, pode atuar nas células endoteliais, diminuindo moléculas de adesao e a inflamacao da
parede vascular, no sistema imune favorecendo a redugdao da expressio de TLRs e
aumentando o numero de células T regulatorias (PALEY & JOHNSON, 2016; YOU et al.,
2013; McMURRAY & HACKNEY 2005).

Um estudo utilizando roedores obesos induzidos por dieta rica em acidos graxos
saturados mostrou supressao da sinalizacdo do TLR4, reducao da expressdao desse receptor e
melhora da sinalizagdo e da sensibilidade a insulina no tecido muscular, figado e tecido
adiposo de animais submetidos ao exercicio fisico (OLIVEIRA et al., 2011). Assim, fica
evidente que o treinamento fisico tem impacto direto no estado de inflamacao sist€émica
decorrente da obesidade (PALEY & JOHNSON, 2016).

O hipotalamo ¢ considerado um alvo do exercicio fisico, podendo provocar alteragdes
morfofuncionais, interferindo na ingestdo alimentar ¢ no balanco energético (MORGAN et
al., 2015). Estudos tém mostrado que o exercicio fisico tem papel importante nesse estado de
neuroinflamacao. Sendo assim, FLORES et al. (2006) e PATTERSON et al. (2009)
mostraram que o exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina e leptina no hipotalamo de

ratos obesos induzidos por dieta rica em acidos graxos saturados, e, além disso, o exercicio
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induziu uma resposta anti inflamatoria, reduzindo os niveis de PTP1B e suas interagcdes com o
substrato do receptor de insulina 1 (IRS1), uma proteina intracelular relacionada com a via de
sinalizag¢do da insulina, e janus quinase 2 (JAK2), uma proteina intracelular relacionada com a
via de sinalizagdo da leptina, garantindo a melhora da sinalizagdo e sensibilidade a esses
hormonios no hipotalamo de roedores (CHIARRIOTTO-ROPELLE et al., 2013). Embora as
bases moleculares do efeito da atividade fisica permanecem obscuras, ja se sabe que a pratica
do exercicio pode modular a sintese de neuropeptideos no hipotdlamo de animais obesos,
como o NPY e POMC (LAING et al., 2016), além de reduzir a atividade de IKKp, estresse do
reticulo endoplasmatico e estimular a redugdo da ingestdo de alimentos (ROPELLE et al.,
2010).

Outro importante alvo do exercicio fisico no hipotalamo sdo as populacdes de células da
glia. O exercicio fisico regular de intensidade moderada reduz a ativacdo da microglia no
hipotalamo de animais alimentados com dietas ocidentais (Y1 et al., 2012). Em outro estudo,
foi mostrado que a mudanga da dieta hiperlipidica para uma dieta com menor quantidade de
gordura, menos calorica e menos palatavel, pode reverter ativacao de células da glia, marcada
pela elevada expressao de GFAP, no nucleo arqueado de roedores (BERKSETH et al., 2014).
Desta maneira, o exercicio fisico tem impacto nos mediadores inflamatdrios sistémicos e
hipotalamicos, e apresenta um papel importante na atividade celular, atuando em processos de

proliferagdao, morte celular e plasticidade celular.
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3. OBJETIVOS

3.1-Objetivo geral

Estudar os efeitos do exercicio aerdbico de intensidade leve (50% da carga maxima
alcangada no teste incremental) a moderado (80% da carga maxima alcangada no teste
incremental) sobre dados fisiologicos € no hipotdlamo de animais alimentados com dieta

hiperlipidica.

3.2-Objetivos especificos
Comparar o efeito do treinamento fisico em animais alimentados com dieta hiperlidica
sobre:
e A glicemia, a adiposidade e peso corporal
e Comparar o efeito do exercicio fisico sobre a ingestdo calorica
e Analisar a reatividade astrocitaria pela expressdo da proteina GFAP
e Analisar a densidade sinéptica
e Estudar a ativacdo do receptor TLR4 e IL6

e Analisar a morte neuronal
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4. MATERIAL E METODOS

4.1-Animais e Dieta Hiperlipidica

Foram utilizados (96) camundongos Swiss machos acomodados no biotério da
Universidade Federal de Uberlandia (CEBEA, CEUA protocolo 063/11), em condicdes de
temperatura (22+1 °C), ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas invertido, com agua e ragao
padrao para roedores ad libitum. Ap6s cinco semanas de vida, os animais foram divididos nos
grupos experimentais e mantidos em experimentacdo por 16 semanas, sendo que nas oito
ultimas semanas os grupos nomeados como placebo, exercicio 50% e exercicio 80% iniciaram
o periodo de atividade aquatica em aquario (Figura 4).

Para os grupos alimentados com dieta hiperlipidica (HFD), foi oferecida uma ragao rica
em acidos graxos saturados contendo 35% de lipidios (DE SOUZA et al., 2005), e para cada
quilo de HFD o valor em quilocalorias correspondido foi de 5.358 kcal. Para a dieta padrao
(ND) de roedores a quantidade de lipidios foi de 10% e seu valor energético de 3.948 Kcal
para cada quilo (ROPELLE et al., 2010). As composi¢des das dietas sdo mostradas na Tabela

2, e a composi¢dao do mix de minerais e vitaminas, nas Tabelas 3 e 4.

Controle Hiperlipidica rica
Ingredientes (2) em saturados (g)
Amido 467,5 115,5
Caseina 200,0 200,0
Amido de Milho dextrinizado 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco - 312,0
Celulose microfibra (fibra) 50,0 50,0
Mistura de minerais 35,0 35,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
L-cistina 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Total 1000,0 1000,0

Tabela 2: Composicao da dieta controle (ND) e da dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados
(HFD).



MIX de MINERAIS
AINI3 M

Elementos Minerais Essenciais 1000 (g)
Carbonato de Calcio anidro(40,04% Ca) 357
Fosfato de potassio monobasico(22,76% P; 23,73% K) 196
Citrato de potassio tribasico monohidratado(36,16% K) 70,78
Cloreto de s6dio(39,34% Na; 60,66% Cl) 74
Sulfato de potassio(44,87% K; 18,39% S) 46,6
Oxido de magnésio(60,32% Mg) 24
Citrato férrico(16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco(52,14% Zn) 1,65
Carbonato manganoso(47,79% Mn) 0,63
Carbonato cuprico(57,47% Cu) 0,3
Iodato de potassio(59,3% I) 0,01
Selenato de sodio anidro(41,79% Se) 0,01025
Paramobilidato de aménio 4H20(54,34% Mo) 0,00795

Elementos Minerais Potencialmente Benéficos
Metasilicato de s6dio 12H20 1,45
Sulfato de cromio e potassio 12H20 (%) 0,275
Cloreto de litio(16,38% Li) 0,0174
Acido bérico(17,5% B) 0,0815
Fluoreto de s6dio(45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel(45% Ni) 0,0318
Vanadato de aménio(43,55% V) 0,0066
Sacarose 221,026
Tabela 3: Mix de minerais (REEVES et al., 1993).
Mix de Vitaminas
AIN93 M

Elementos Vitaminicos Essenciais 1000(g)
Acido nicotinico 3
Pantotenato de calcio 1,6
Piridoxina-HCl 0,7
Tiamina-HCI 0,6
Riboflavina 0,6
Acido folico 0,2
d-Biotina 0,02
Vit B12 0,1% (cianocobalamina) em manitol 2,5
Vit E (acetato de a-tocoferol) (500 Ul/g) 15
Vit A(retinil palmitato) (500.000 Ul/g) 0,8
Vit D3(colecalciferol) (400.000 Ul/g) 0,25
Vit K(filoquinose) 0,075
Sacarose 974,655

Tabela 4: Mix de vitaminas (REEVES et al., 1993).

35
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4.2-Animais e Treinamento Fisico

O aquario utilizado para o treinamento da natacao teve as seguintes dimensoes: altura do
aquario 280 mm, altura da coluna de dgua 18mm, comprimento 900 mm e largura 300 mm,
divididos em 12 compartimentos de dimensdes 150 x 150 mm, a fim de alojar cada
camundongo individualmente (adaptado de EVANGELISTA et al.,, 2003; Figura 4). As
sessoes de treinamento foram realizadas durante o ciclo escuro, compreendido entre as 7:00 as
19:00, com temperatura da dgua variando na faixa de 32 + 3°C, protegendo os animais de
efeitos hipotérmicos (EVANGELISTA et al., 2003; ANDREAZZI et al., 2009). O exercicio
teve duracdo de lhr/dia e 5 dias/semana, durante 8 semanas, sendo a primeira semana de
natacdo livre por 10 minutos com finalidade de familiarizagdo dos animais com o novo
ambiente. Apds cada sessdao de natacao os animais foram secados individualmente utilizando
uma toalha.

ApoOs a primeira semana, os animais foram submetidos ao teste de carga progressiva
semanalmente, aos sabados, que consistiu em um acrécimo crescente de carga de trabalho
correspondente a 2% do peso corporal adicionados a cada 3 min até a exaustdo, momento
caracterizado pela submerssao do animal e consequente mudanga no padrdo de natagdo, e que
apos 4 segundos de exaustao o animal era retirado do tamque. As intensidades do exercicio do
treinamento de resiténcia a seguir foram fixadas em 50% e 80% da carga maximo obtido no
teste progressivo (ALMEIDA et al., 2009).

Semanalmente, o peso corporal e a ingestdo alimentar dos animais foram aferidos para
analise de algumas respostas diante das diferentes situagdes experimentais. O grupo nomeado
como placebo, foi submetido ao mesmo protocolo de exercicio fisico, porém, sem nenhuma
carga de trabalho, representando o efeito estressor do exercicio fisico. Ainda, o tecido adiposo

visceral e periepididimal foram extraidos para pesagem e comparagao entre 0s grupos.
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Figura 4: Grupos e aquério com atividade de natagdo dos camundongos.

4.3-Coleta das Variaveis Fisiologicas
Durante as 16 semanas de experimento, semanalmente, foram coletados os pesos
corporais (em gramas) de cada animal e foi aferido o valor de alimento ingerido (em gramas).

O nivel glicemico foi aferido antes e depois das oito semanas finais.

4.4- Extracdo, Inclusdo e Corte Histologico do Tecido

Para eutanasia, os animais foram anestesiados com uma mistura de diazepan, cetamina e
xilazina (1:2:2). Apos perda dos reflexos corneano, pedioso e caudal, os animais foram
perfundidos transcardiacamente com 25 ml de solucdo salina tamponada para lavagem dos
vasos sanguineos. Seis animais de cada grupo foram infundidos com 20 ml de solugao
fixadora de formaldeido 4% em PBS 0,IM, pH 7,4. Em seguida, o tecido adiposo visceral
(gordura perirrenal, mesentérica e periepedidimal) foi extraido para mensuragdo (em gramas)

e analise morfométrica da area dos adipocitos, e, o cérebro dos animais foi extraido e mantido
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por 24-48 horas em formalina 4% em temperatura de 4°C. Apds este periodo, o material foi
reduzido (seccionado) a regido de interesse (hipotalamo, compreendido pelo diencéfalo) e
colocado em cassetes, e armazenado em alcool 70% para posterior submissao ao protocolo de
desidratacao, diafanizacao e parafinizagao.

Sequencialmente ao emblocamento, o tecido foi cortado em microtomo com Sum de
espessura, identificando a regido de interesse e visualizando de tempos em tempos no
microscOpio se o corte apontava para a regido desejada. Localizada a regido hipotalamica
ideal, foi realizada a captura em laminas tratadas e colocadas as laminas na estufa a 60°C por
aproximadamente 3 horas, para fixar o tecido nas laminas e retirar parte do excesso de
parafina.

Para o tecido adiposo, os mesmos foram também seccionados a Sum de espessura,
alocados em laminas, corados em HE e analisados em microscopio de luz para mensuragao da

area dos adipdcitos.

4.5-Imunofluorescéncia

Apo0s desparafinizacao e hidratacao, os cortes foram lavados 3 vezes durante 5 minutos
com PBS 0,1M pH 7,4. Ap6s recuperacao antigénica utilizando tampao citrato por 20 min em
banho timido vaporizado, os espécimes foram tratados por 10 min com Triton a 2% em PBS
0,IM pH 7.,4. Em seguida, foi realizado bloqueio por 1 hora de ligagdes inespecificas do
anticorpo com BSA 5% em PBS 0,1M pH 7.4 e incubagdo overnigth a 4°C com o anticorpo
primario. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: cabra anti-GFAP, santa cruz
1:100; camundongo anti-sinaptofisina, abcam 1:200; coelho anti-IL6, santa cruz 1:100; rato
anti-TLR4, santa cruz 1:100. Apds aproximadamente 12h, os espécimes foram lavados com
PBS e iniciado a marcacdo com anticorpo secundario conjugado com Alexa-fluor 488 ou

594nm (Jackoson Lab, 1:200) por 1 hora. Foram feitas trés lavagens com PBS e utilizado
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glicerol para montagem das laminas. Feito isso, prosseguiu-se com a leitura em seguida ou em
até 5 dias e, por fim, as laminas foram a 4°C protegendo-as da luz.

As regides dos nucleos arqueado, paraventricular e lateral do hipotdlamo foram entdo
fotografadas com camera fotografica digital acoplada ao microscopio de fluorescéncia. Foi
quantificada a imunomarcagao através da densidade integrada de pixels utilizando o software

ImageJ 1.33u.

4.6- Coleta de Sangue, Extracdo Total de Proteinas e Western Blotting

Dos outros seis animais de cada grupo, foram coletados 500ul de sangue periférico que
foi imediatamente centrifugado para separagdo do plasma, sendo o plasma congelado em
ultrafreezer para posterior dosagem de citocinas pelo método CBA. Além disso, foi extraido o
hipotalamo para extragao de proteinas totais. Para tanto o tecido foi misturado com tampao
Cell Lysis contendo inibidores de proteases (Coquetel - Sigma) e triturado obtendo um
homogeneizado. Os hipotalamos homogeneizados foram deixados reagindo por 40 min a 4°C.
Entdo, as amostras foram centrifugadas a 11.000 RPM durante 40min a 4°C e os
sobrenadantes foram coletados e congelados para os ensaios posteriores de blotting,
citometria e analise da quantidade de caspase.

Foi realizada dosagem de proteinas totais utilizando o método Bradford, que forneceu a
quantidade precisa de proteinas presentes em cada amostra. Apos quantificagao das proteinas,
foi realizada a eletroforese (corrida das proteinas) em gel de poliacrilamida (10%). Foi
adicionado as amostras o tampao da amostra (Laemmli sample buffer — na proporgao de 1:1,
contendo B-mercaptoetanol 5%) e em seguida as amostras com o tampao foram fervidas a
95°C durante 5 minutos. No gel de acrilamida foram aplicadas as amostras em volumes de
acordo com a concentragdo protéica desejada e padronizada pelo método de Bradford e SuL

do marcador de Peso Molecular (Sigma). Em seguida, as proteinas foram separadas em SDS-
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PAGE 10% e, apos a corrida de eletroforese as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, onde posteriormente foi feito bloqueio de ligagdes inespecificas
do anticorpo, utilizando uma solu¢do bloqueadora contendo leite em p6 desnatado 5% por 2
horas em temperatura ambiente sob agitacdo continua. Depois disso, foi realizada a lavagem
das membranas (trés vezes durante 10 minutos), utilizando a solugdao TBST (10 ml de Tris-
HCI1 1M, 30 ml de NaOH 5M e 500ul de Tween-20). Posteriormente, as membranas foram
incubadas por 12 h em geladeira sob agita¢do continua com solugdo (leite 3% em TBST) e os
seguintes anticorpos: anti-GFAP, santa cruz 1:1000 e cabra anti-actina, santa cruz 1:1000.
Findo o tempo de incubagdo com anticorpo primario, foi realizado lavagem da membrana,
como mencionado anteriormente e incubagdo com solugao de anticorpo secundario conjugado
com peroxidase, na diluicdo de 1:1500 por membrana durante 2 horas na temperatura
ambiente, sob agitacdo continua. Feito isso, as membranas foram lavadas novamente e
incubadas instantaneamente com solu¢do de quimioluminescente (Western Lightning-ECL,
PerkinElmer, Inc.) na propor¢do de 1:1 de cada reagente do kit. Para aquisicao das imagens
foi utilizado o sistema de imagens Amersham Imager (A1600-GE Healthcare Life Sciences) e

quantificagdo através da area de densidade de pixels utilizando o software ImageJ 1.33u.

4.7-Citometria de Fluxo Pelo Sistema Fluorimétrico com Microesferas Fluorescentes
(Cytometric Bead Array-CBA)

As citocinas foram quantificadas utilizando-se o kit de citocinas Thl, Th2 e Th17 de
camundongo BD Cytometric Bead Array (CBA), que emprega uma mistura de esferas de
poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas. Essa metodologia permite a avaliacdo simultanea de diversas
moléculas soluveis no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de amostra. Para a

reacdo, 25ul da mistura de esferas de captura, marcadas com anticorpos monoclonais
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especificos para cada citocina estudada foram transferidas para tubos de 12x75mm destinados
ao controle negativo e as amostras (25ug de proteina e 25 puLL de plasma) a serem testadas. Em
seguida, 25ul do diluente G e das amostras a serem testadas foram adicionados aos seus
respectivos tubos. Logo depois, foram adicionados 18ul do coquetel de anticorpos
monoclonais de camundongos marcados com PE (Mouse Inflammation PE Detection
Reagent). Os tubos foram incubados por 3 horas, a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da
luz. Apds a incubagao, as esferas de captura foram lavadas com 500ul da solugao tampao PBS
(Tampao Fosfato Salinico) e centrifugadas a 400 g, por 7 minutos. Cuidadosamente, o
sobrenadante foi aspirado e descartado, restando aproximadamente 100ul em cada tubo. As
amostras foram levadas para leitura no citometro de fluxo.

Para aquisi¢do dos dados das amostras, o aparelho foi ajustado utilizando o BD
FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do aparelho consiste em
definir os parametros de tamanho (Foward Scatter —FSC) e granulosidade (Side scatter- SSC).
Apos a selecao das esferas, procede-se o ajuste da intensidade da Fluorescéncia 3 (FL3) para
permitir a segregagdo das esferas policromaticas, apresentando diferentes intensidades de
fluorescéncia, em histogramas unidimensionais. Para cada tubo processado foram adquiridos
1800 eventos dentro da regido selecionada R1 que equivale a 300 eventos por citocina testada.
Apos leitura, a andlise do perfil de citocinas foi feita seguindo o protocolo proposto pelo
fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses Software com auxilio do Microsoft
Excel. O programa BD CBA Analysis Software faz a selecdo automatica da regido das esferas
de captura em graficos de tamanho versus granulosidade. Em seguida, o programa separa as
esferas em funcao da intensidade da FL3 ¢ analisa o deslocamento das esferas em funcao da
intensidade da fluorescéncia 2 (FL2) em graficos bidimensionais de FL2 versus FL3. A
ligacdo da citocina presente na amostra de interesse a esfera de captura e a revelacao da

ligacdo através do uso de um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas de
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camundongos marcadas com PE pode ser evidenciado através do deslocamento do conjunto
de esferas para a regido de maior intensidade de fluorescéncia em relagao ao tubo controle
negativo, sem soro de camundongo. Os valores correspondentes a intensidade média de
fluorescéncia FL2 na escala logaritmica foram utilizados como a unidade de anélise semi-
quantitativa para cada citocina analisada. Os valores foram expressos em pg/mL e intensidade
média de fluorescéncia (MFI). No presente trabalho, as analises foram feitas utilizando os

valores de MFI transformados em pg/ml.

4.8- Estudo da Atividade das Caspases 3 e 7

A atividade proteolitica das caspases 3 e 7 foi mensurada por ensaio de fluorescéncia,
utilizando o kit Apo-ONE® Homogenous Caspase 3/7 Assay, de acordo com as
especificagdes do fabricante (Promega, USA). O fundamento da técnica consiste na
propriedade que as caspases 3 e 7 exibem em clivar o sitio c-terminal do residuo de aspartato
da sequéncia DEVD (Asp-Glu-Asp). Desse modo, o kit fornece o substrato para a atividade
das caspases 3 e 7 ligado a fluoresceina rodamina 110 (Z-DEVD-R110) que, em contanto com
as amostras contendo as enzimas, exibe fluorescéncia, a qual ¢ lida em leitora de microplacas
no comprimento de ondas de 595 nm. O experimento foi realizado em duplicata, utilizando 25

ug de proteina total de cada grupo.

4.9- Analise Estatistica

Apos o estudo de normalidade e distribuicdo das amostras numéricas, foi realizada
analise estatistica adequada utilizando o software BioStat 5.0. Para dados normais e
paramétricos foi escolhido o teste de varidncia Anova 2 critérios para as com pos teste de
compara¢do de médias Bonferroni. Para dados nao paramétricos, utilizou-se o teste U de

Mann Whitney, considerando nivel de significancia para P< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1-Peso Corporal e Tecido Adiposo Visceral

No inicio do periodo experimental, na quinta semana de vida, os pesos corporais de
todos os animais foram semelhantes entre os individuos com média de 29,85g, e, apos as 16
semanas de experimento, todos os grupos mostraram aumento do peso corporal em relagdo a
situagdo inicial (p<0.05, teste ¢ pareado, grafico ndo apresentado). Apos as primeiras oito
semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica (HFD), os animais apresentaram seu peso corporal
em torno de 20% mais elevado do que os animais que foram alimentados com dieta padrdao
(Figura 5A). Decorridas as oito semanas com a pratica da natagdo, os animais com HF ainda
mostravam maior peso comparado aos grupos alimentados com ND, dentre esses, apenas os
grupos que praticaram natacdo com carga de 80% da carga maxima atingida no teste
incremental apresentaram pesos semelhantes para os diferentes padrdes de dieta ingerida
(Figura 5B).

Quando olhamos para a variagao do peso corporal durante as oito semanas de exercicio
(peso da 16° semana — peso da oitava semana), percebemos o maior incremento de peso para
os grupos sedentarios, placebo e exercicio 50%, principalmente, quando alimentados com alto
teor de gordura na dieta (Figura 5C). Ainda, utilizando-se o mesmo grafico, notamos que a
atividade de natacdo com maior carga de trabalho foi eficiente para manutencdo do peso
corporal em ambos os tipos de dietas consumidas.

Os animais dos grupos alimentados com HFD tiveram maior quantidade de tecido
adiposo quando comparados aos grupos da ND independentemente do tipo da atividade
realizada (Figura 5D). A pratica da natacdo com carga de 50%, para os animais que se
alimentaram com ND, conseguiu diminuir significantemente a adiposidade (massa de tecido

adiposo relativo ao peso total corporal do animal) em relagdo aos demais grupos alimentados
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com a mesma dieta. Para os animais que consumiram a HFD, a pratica de exercicio com carga
mais intensa mostrou uma tendéncia de redug¢do do acumulo de tecido adiposo, mas sem
apresentar diferenga estatisticamente significante entre os grupos. O mesmo foi verificado

para a analise morfométrica da area média dos adipocitos de cada grupo (Figura SE).
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Figura 5: Evolucdo do peso corporal (em gramas, g) dos grupos dieta normal (ND), dieta hiperlipidica
(HFD), placebo (PL), treinados com 50% da carga maxima (50) e treinados com 80% da carga
maxima (80). A- peso apds oito semanas com diferentes alimentacdoes. B- peso ao final do
experimento. C- variagdo do peso corporal durante as oito semanas finais do experimento, em que
alguns grupos praticaram exercicio. D- adiposidade. E- area média do adipécito. Em a, b e ¢ teste
Anova com pos-teste de Bonferroni; em d e e, teste U de Mann Whitney. (*) diferenga estatistica

significativa entre os tipos de dieta e (#) diferenca estatistica significativa entre os tipos de atividade.
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5.2-Ingestdo Alimentar e Glicemia

Calculou-se a ingestdo calorica para os grupos, nas primeiras oito semanas de
experimento (Figura 6A) e apos a inser¢do das diferentes atividades (Figura 6B). Os animais
alimentados com HF consumiram, semanalmente, em média de 30% menos calorias de ragao
em relagdo aos animais que ingeriram ND, sendo esse comportamento mantido nos periodos
anterior e posterior a inser¢do das atividades. Durante as oito semanas com treinamento de
natacdo, a carga de 80% foi capaz de reduzir significantemente a quantidade ingerida de
ambos os tipos de dieta em relagdo aos demais grupos.

O indice glicémico foi mensurado em trés momentos: inicial ao experimento, apos oito
semanas ¢ ao final do experimento. A glicemia inicial foi em média 100 mg/dL de sangue
para todos os animais (grafico ndo apresentado). Na sequencia, apds as oito semanas da
insercdo das dietas, observou-se que a HFD induziu o aumento significativo do nivel
glicémico em 38% comparado aos animais que comeram dieta padrdo (Figura 6C). Apos mais
oito semanas de dieta e natagdo, houve redugao da glicemia apenas no grupo HFD treinado
com 80% de carga méaxima de trabalho, enquanto o grupo sedentario e placebos alimentados
com maior quantidade de gordura continuaram apresentando incremento do nivel do indice

glicémico (Figura 6D).
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Figura 6: Ingestdo caldrica dos grupos dieta normal (ND), dieta hiperlipidica (HFD), placebo (PL),
treinados com 50% da carga maxima (50) e treinados com 80% da carga méaxima (80). A- nas oito
primeiras semanas ¢ B- nas oito semanas finais do experimento, em que alguns grupos praticaram
exercicio. C- Indice glicémico em mg/dL de sangue nas oito primeiras semanas. D- Indice glicémico
nas oito semanas finais do experimento. Teste Anova 1 critério com pos-teste de Bonferroni. (*)
diferenca estatistica significativa entre os tipos de dieta e (#) diferenca estatistica significativa entre os

tipos de atividade.

5.3-Imunofluorescéncia: GFAP, Sinaptofisina, TLR4 e IL6

Na Figura 7, através da analise qualitativa das imagens, percebemos que os grupos
alimentados com ND apresentaram semelhante marcagao anti-GFAP para o nucleo arqueado
do hipotalamo. Ja os animais submetidos a HFD apresentaram relativamente uma marcagao
um pouco mais intensa nesse nucleo. O exercicio fisico ndo alterou a expressao protéica nos
grupos alimentados com ND, porém, nos grupos tratados com HFD, o exercicio fisico
mostrou uma tendéncia em reduzir a expressao dessa proteina, sendo maior redugdo no grupo

exercitado com intensidade de 80%.
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Figura 7: Imunomarcacdo anti-GFAP em corte histologico do hipotdlamo. O quadrado pontilhado em
branco destaca o lado em que foi medido a intensidade de pixel e o circulo pontilhado em branco
indica a regido do nucleo arqueado. O grafico mostra as médias de cada grupo, considerando o nivel

de significancia com P < (0,05. Escala = 50pm.

A imunomarcagao anti-sinaptofisina informa sobre a densidade sinaptica no nucleo
arqueado do hipotalamo. Nesse sentido, animais alimentados com ND tiveram maior
marcacao para sinaptofisina em relacdo aos tratados com HFD, esse grupo, portanto, exibiu

menor numero de sinapses (Figura 8). A pratica de atividade fisica mostrou uma recuperacao
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do numero de sinapses traduzida pela maior expressao de sinaptofisina na regido estudada

comparando-se animais exercitados ND com HFD.
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Figura 8: Imunomarcacio anti-sinaptofisina em corte histoldégico na regido do nucleo arqueado do
hipotalamo. O grafico mostra as médias ¢ se de cada grupo, considerando o nivel de significancia com

P <0,05. Escala = 50pum.

A expressao do receptor do tipo Toll (TLR4) foi maior nos grupos tratados com HF do
que quando comparados aos grupos alimentados com ND. O exercicio fisico ndo foi capaz de

reduzir significantemente a expressdo desse receptor, porém houve uma tendéncia do



49

exercicio em reduzir a expressdo nos grupos que praticaram exercicio fisico com 80% da

carga maxima (Figura 9).
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Figura 9: Imunomarcagdo anti-TLR4 em corte histologico na regido do nucleo arqueado do
hipotalamo. O grafico mostra as médias e se de cada grupo, considerando o nivel de significancia com

P <0,05. Escala = 50pum.

Nos grupos sedentdrios e exercicio sem carga, a expressao de IL6 foi maior nos
animais alimentados com HFD. Nos grupos exercitados, o exercicio fisico aumentou os niveis
de IL6 nos animais alimentados com ND, sendo significantemente maior quando comparados
com o grupo ND sedentario (Figura 10). O exercicio fisico aumentou a expressao de IL6 no

hipotalamo dos animais alimentados com dieta normal. Nos grupos alimentados com HFD, o
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exercicio fisico no grupo 80% HFD mostrou uma reducdo significante de IL6, quando

comparado com os niveis do grupo controle (Figura 10).
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Figura 10: Imunomarcacdo anti-IL6 em corte histologico na regido do ntcleo arqueado do

hipotalamo. O grafico mostra as médias e se de cada grupo, considerando o nivel de significancia com

P <0,05. Escala = 50pum.

Os nucleos lateral e paraventricular do hipotdlamo foram analisados e as

quantificagdes sao mostradas na Figura 11.

Nao houve diferenca significativa para a marcacao anti-GFAP no nucleo lateral,

entretanto, houve diferenga significativa para o nucleo paraventricular entre os grupos ND e

HFD sem atividade fisica com carga. Os demais grupos apresentaram resultados similares,
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sendo maior expressao de GFAP para os grupos tratados com HFD, embora nao foi
significante. A expressdao da proteina sinaptofisina no nucleo lateral obedeceu ao mesmo
padrao encontrado no nucleo arqueado, com maior expressao da proteina nos grupos treinados
HFD. Adicionalmente, a imunomarcagao para o receptor TLR4 mostrou que o exercicio pode
atenuar sua expressao especialmente no nucleo lateral. E o exercicio foi o fator que aumentou
a expressao da citocina IL6 de forma semelhante para os nucleos lateral e paraventricular em

ambos os tipos de dieta.
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Figura 11: Graficos das médias que mostram a intensidade de pixel das imunomarcac¢des anti-GFAP,

anti-sinaptofisina, anti-TLR4 e anti-IL6 em corte histologico nas regides dos nucleos lateral (lado

esquerdo) e paraventricular (lado direito) do hipotalamo. Considerando o nivel de significancia com P

<0,05.
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5.4-Western Blotting para GFAP
A analise semi-quantitativa feita pelo método do Western Blotting foi realizada com os
grupos sedentario, placebo e natagdo com 50% de carga por motivos de erros experimentais
ndo foi possivel a andlise do grupo com 80% de carga. A Figura 12 mostra que houve um
aumento da expressdao da proteina GFAP nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica. O
exercicio fisico nao foi capaz de alterar a expressdo da proteina GFAP hipotalamica, contudo
foi observada uma discreta tendéncia em reduzir sua expressdo com o exercicio fisico. A

proteina GFAP foi normalizada de acordo com a expressdo do controle interno (actina).
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Figura 12: Western Blotting para proteina GFAP.



5.5-Citometria de Fluxo- Método CBA
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Figura 13: Método CBA de andlise para perfil de citocinas Th1/Th2 e Th17 em hipotalamo (direita) e

plasma (esquerda). Quantificacdo de TNF alfa, IFN gama, IL2, IL17A, IL6, IL10 e IL4.

A andlise quantitativa da expressao de citocinas pelo método CBA mostrou que nao

houve diferenga significante importantes na expressao de interleucinas 2, 4 e 10 e na citocina

IFN-y tanto para o tecido hipotaldmico quanto para o plasma (Figura 13).

No hipotalamo, a expressdo de TNF-a foi diferente entre os grupos HFD+EX 50% e

DN SED, entretanto ndo houve diferenca significativa na dosagem plasmatica. Embora nao

tenha ocorrido diferenca significativa entre os grupos alimentados com diferentes tipos de

dietas e com diferentes tipos de atividade fisica, os dados mostram que houve uma tendéncia



55

ao aumento da expressdo da citocina TNF-a nos grupos alimentados com dietas
hiperlipidicas, e que a atividade fisica com intensidade de 80% da carga maxima pode atenuar
a sua expressao no plasma e no hipotalamo.

A dosagem da citocina IL17 no hipotdlamo revelou um aumento nos grupos
exercitados com intensidade de 80% da carga méaxima, tanto para os animais alimentados com
dieta hiperlipidica quanto para aqueles alimentados com dieta padrdo, quando comparados
com os respectivos controles. Apesar de os niveis plasmaticos de IL17 ndo apresentaram
diferenca estatistica entre nenhum grupo de qualquer tipo de dieta, o grafico do plasma aponta
uma tendéncia em aumento da expressdo de interleucina 17 nos grupos praticantes de
atividade fisica e alimentados com dieta normal.

Finalizando, a quantificagdo da citocina IL6 no hipotalamo mostrou que houve um
aumento significante apenas para o grupo DN+EX50%, para tanto, a expressao plasmatica de
IL6 foi significantemente maior no grupo HFD-+PL quando comparado com grupo

HFD+EX80%.

5.6-Analise Fluorimétrica da Atividade de Caspases 3 e 7

A Figura 13 mostra a anélise fluorimétrica da atividade de caspase 3 e 7 hipotalamica.
Nesse caso foi necessario realizar um pool Unico por grupo com extrato protéico total do
hipotalamo, por isso nossos resultados mostram apenas um resultado por grupo, nao havendo
média e erro padrao.

O grupo sedentario alimentado com HFD exibiu a maior fluorescéncia que indica
maior expressao de caspase 3/7 de todos os grupos. Nos grupos alimentados com HFD, houve
uma tendéncia em reducdo da fluorescéncia nos grupos de atividade fisica SW+50% e

SW+80%, sendo mais evidente no grupo SW+50%. Para os animais alimentados com ND, a
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fluorescéncia para todos os grupos foi parecida, com um discreto aumento nos grupos

exercitados.
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Figura 14: Ensaio fluorimétrico para mensuragdo da atividade da caspases 3 e 7 no hipotalamo de
camundongos alimentados com dietas ND e HFD e submetidos a exercicio fisico com 50 e 80% de

intensidade.
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6. DISCUSSAO

Segundo WILLET (1998) a alimentagao hiperlipidica ¢ um componente importante na
etiologia da obesidade. Dentro desse contexto, pesquisadores comegaram a mostrar a relagao
de dieta rica em gordura com hiperfagia (WEST & YORK, 1998; WESTERTERP et al.,
2008), reducdo na atividade lipolitica do tecido adiposo, reducdo da sensibilidade a leptina,
apoptose neuronal hipotalamica (MORAES et al., 2009), prejuizo no metabolismo
mitocondrial (POMPLUN et al., 2007) e resisténcia a insulina (De SOUZA et al., 2005).
Todos esses fatores atuando conjuntamente e contribuindo com a doenga.

Dentro desses aspectos, em nosso estudo, foi avaliada a ingestdo alimentar e, em nossos
resultados, ndo foi verificada a hiperfagia. Animais alimentados com dieta hiperlipidica
(HFD) comeram em torno de 30% menos em calorias do que os animais alimentados com
dieta padrao (ND). Esse fato reforca dados da OMS que reportam que a constituicao da dieta
estad mais relacionada ao sobrepeso/obesidade do que a quantidade energética ingerida.

O excesso de gordura consumida € responsavel pelo aumento da adiposidade. Estudos
confirmam que dietas hiperlipidicas podem facilmente induzir a obesidade em humanos e em
animais (HARIRI & THIBAULT, 2010). Segundo FLATT (1987) cada macronutriente possui
um controle entre consumo e oxidagdo e, dessa forma, ocorre um estado de equilibrio no
organismo. Com as gorduras, esse ajuste ¢ menos eficiente e o aumento no seu consumo na
dieta ndo estimula proporcionalmente a sua oxidac¢do. Além disso, a eficiéncia com que o
lipidio da dieta ¢ estocado como gordura corporal ¢ alta, aproximadamente 96% (OMS, GHO,
2008b). Em nossos resultados, apds oito semanas com as dietas, verificou-se aumento de peso
corporal para todos os animais, lembrando que esse aumento era esperado ja que utilizamos
animais ainda em crescimento, a partir da quinta semana de vida. Porém, fato importante, foi

a diferenca de comportamento entre os grupos, sendo que o grupo alimentado com maior
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quantidade de gordura apresentou um incremento de 20% a mais em seu peso corporal do que
os animais do grupo ND.

Qualquer esquema terapéutico de combate ao excesso de peso deve compreender a
pratica de atividade fisica (KUSHNER, 2014). O American College of Sports Medicine
(ACSM) defende que a perda de 5% a 10% do peso corporal j4 reduz substancialmente os
riscos para saude (ACSM, 2011). O protocolo de atividade fisica de natacdo mais intensa
usado nesse trabalho foi o Gnico que conseguiu efetivamente controlar o ganho de peso dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica. Os demais grupos, mesmo com dieta normal,
aumentaram seus pesos em gramas (g). No entanto, vale destacar que estamos nos referindo
ao peso corporal e ndo a quantidade de tecido adiposo do animal.

Para analisarmos se a variacdo do peso corporal refletiu a perda de adiposidade dos
animais, o tecido adiposo visceral foi extraido e mensurado e, interessantemente, o grupo que
apresentou menor quantidade de tecido adiposo foi o grupo ND com natacao usando 50% da
carga maxima. Em relacdo aos individuos que foram alimentados com HFD, todos
apresentaram em torno de 50% mais tecido adiposo em relacdo aos animais ND. Dentre esses
animais, os que nadaram com a carga de 80% mostraram uma tendéncia de reducdo da
adiposidade corporal.

Sendo assim, nossos resultados contrariam o estudo de ROPELLE et al. (2010) que
mostram que a pratica cronica de exercicio com protocolo similar induz redugdo significativa
no tecido adiposo de animais obesos induzidos por dieta. Porém, vao ao encontro dos
trabalhos de KAWANISHI et al. (2010) e KIZAKI et al. (2011) que mostraram como
resultados o controle do ganho de peso apenas.

A pratica de natacdo com 80 % da carga maxima foi eficiente para a manutengdo do
peso, reducdo da quantidade de alimentos ingerida e do nivel glicémico. No que se refere a

carga maxima suportada por cada grupo durante o teste progressivo, foi observado que os
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animais que trabalharam com 80 % da carga, suportaram 6,1 % e 5,9 % do peso corporal do
ND e HFD animais, respectivamente. Alternativamente, animais sedentarios, placebo e
natacdo com 50 % de carga apresentaram resultados semelhantes, com uma média de 4,2 % e
4,1 % do peso corporal dos animais alimentados a ND e HFD, respectivamente. Durante as
sessoes de treinamento (1 h para 5 dias por semana), o grupo que nadou com 80 % de carga
suportaram cerca de 5 % do seu peso corporal, enquanto o grupo com 50% de carga suportou
cerca de 3% do seu peso corporal. Em conformidade com GOBATTO et al. (2009), cargas
acima de 4 a 6% do peso corporal de camundongos nadadores representam a maxima fase de
lactato, que por sua vez ¢ considerada o padrdo ouro para a determinacao da transicao entre
exercicios aerobicos e anaerdbicos. Sendo assim, pode ser dito que o exercicio praticado com
80% da carga maxima foi mais intensa do que com 50%. No entanto, ambos permanecem em
niveis de aerobiose.

Embora ndo foram demonstrados resultados suficientes para peso e adiposidade, tem
sido provado que muitos beneficios sdo esperados com a pratica regular de atividade fisica.
Os efeitos positivos do exercicio de intensidade leve a moderada para individuos com diabetes
tipo 2, por exemplo, culminam na melhora da sensibilidade a insulina com conseqiiente
redugdo do nivel glicEémico (SATO et al, 1996; ZINKER, 1999; LARSEN et al, 2014). Os
resultados deste estudo indicam um aumento de 38 % no nivel glicémico apds oito semanas
com HFD. Apés a introdugao da natagao, um aumento no nivel glicémico ainda foi observado
para os individuos alimentados com uma HFD, exceto para animais que nadaram com uma
carga de 80 %.

O consumo de dietas hiperlipidicas com alto de teor de 4acidos graxos saturados
promove uma inflama¢do no hipotdlamo comprometendo alguns circuitos neuronais,
principalmente os nucleos que controlam a fome e saciedade causando apoptose neuronal e

astrogliose (MILANSKI et al., 2009; MORAES et al.,, 2009; DE SOUZA et al., 2005;
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VELLOSO, 2009; HORVATH et al., 2010; THALER et al., 2012; COOPE et al., 2016).
Diante disso, nosso trabalho mostrou que animais, quando alimentados com dieta
hiperlipidica, exibiram um aumento da reatividade astrocitaria, marcado pela elevacao da
expressao de GFAP na regido hipotalamica, fato este que também foi mostrado por THALER
et al. (2012).

Em nossos resultados, o exercicio fisico nao reduziu a expressdao de GFAP e restaurou
ou protegeu as sinapses no hipotdlamo de roedores obesos induzidos por dieta rica, verificado
pela maior expressao de sinaptofisina nos animais treinados. De fato, o exercicio fisico pode
induzir alteragdes morfoldgicas nos astrdcitos presentes em regides como o hipocampo
(SAUR et al., 2012), cortex (KANG et al., 2016) e medula espinhal (PEREIRA et al., 2015),
além de interferir na expressao de GFAP, reduzindo-a no hipocampo de animais alimentados
com dieta hiperlipidica (KANG et al., 2016), porém, em nosso trabalho o exercicio fisico
falhou em reduzir a expressao de GFAP no hipotdlamos dos animais alimentados com HFD.

A redugdo da expressdao de sinaptofisina nos grupos HFD tem relagdo direta com o
processo de morte celular por apoptose em neurdnios hipotalamicos (MORAES et al., 2009;
LAING et al., 2016). Em nossos resultados, um ensaio fluorimétrico para caspases 3 e 7
mostrou que os animais HFD exibiram uma maior expressao de caspase 3 € 7, € nosso
protocolo de exercicio de natagdo mostrou induzir uma ligeira redugdo das caspases
principalmente no grupo SW+50% alimentado com dieta hiperlipidica. Assim, estes dados
vao ao encontro de alguns trabalhos que tém mostrado que o exercicio fisico previne a
elevacao de caspase 3 de animais alimentados com dieta hiperlipidica (KANG et al., 2016) e
reduz a apoptose no nucleo arqueado (LAING et al., 2016).

A morte celular induzida pelo excesso de lipidios ocorre via TLR4, conforme mostrado
por MORAES et al. (2009). Em nosso trabalho foi mostrado que o consumo de dietas ricas

em acidos graxos aumenta a expressaio de TLR4 na regido do nucleo arqueado,
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paraventricular e lateral. Entretanto, o exercicio fisico cronico ndo ¢ capaz de reduzir a
expressao desse receptor, como também mostrado por ROPELLE et al. (2010), em que dois
protocolos de exercicio fisico, agudo e cronico, foram ineficientes para reduzir a expressao de
TLR4 no hipotdlamo de roedores obesos induzidos por dieta rica em acidos graxos. No
entanto, OLIVEIRA et al. (2011) conseguiram mostrar efeitos positivos para tecidos
metabolicamente ativos, como figado, musculo esquelético e tecido adiposo. Sendo assim, a
redugdo da expressao de caspase 3 e 7 observada nesse estudo pode ter relagdo com reducao
de outra via indutora como, por exemplo, a expressao de citocinas proinflamatorias, como o
fator de necrose tumoral (TNF-a), capaz de ativar a via extrinseca da apoptose.

Nesse sentido, através do CBA, foi estudada a expressao de diversas citocinas, dentre as
quais devemos destacar o TNF-a, a IL17A e IL6 que mostraram pequenas alteracdes com
exercicio e/ou dieta. Nesse contexto, verificamos aumento discreto, ndo significativo
estatisticamente, nos niveis de TNF-a no hipotalamo e plasma de roedores obesos. Esse dado
esta de acordo com o conceito de inflama¢ao de baixo nivel ocorrido no desenvolvimento e
manutengdo da obesidade (SARTIPY & LOSKUTOFF, 2003; XU et al., 2003; PEREIRA &
ALVARES-LEITE, 2014). Ainda, ARRUDA et al. (2011) observaram que animais tratados
com baixas doses de TNF-a via intracerebroventricular apresentavam efeitos na reducao da
transducao do sinal da leptina com consequente aumento da massa corporal dos animais e
redu¢do da expressao génica de neurotransmissores envolvidos no controle da saciedade e
termogénese (POMC, TRH e CRH). O grupo HFD+EX 50% foi o grupo que mostrou o
resultado significativo para a expressao de TNF e esse dado esta de acordo com PEREIRA et
al. (2015), que mostraram que a atividade fisica pode induzir aumento de inflamagao
hipotalamica de forma transitéria, marcado pelo aumento do nivel de TNF-a. No entanto, os
animais HFD com a carga de 80% mostrou uma tendéncia de redug¢do do nivel de TNF-a

tanto no hipotdlamo como no plasma, e, ndo por acaso, nesses mesmos animais, foram
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observados os melhores efeitos para controle de peso, adiposidade, glicemia, astrogliose e
morte celular.

O exercicio fisico induz numerosas alteracdes celulares e moleculares no hipotalamo,
interferindo no balanco energético e no metabolismo celular (MORGAN et al., 2015). Além
dessas alteragdes, o exercicio fisico cronico pode ainda contribuir com alteragdes no balango
entre citocinas antiinflamatérias e pro inflamatorias, reducao do estresse oxidativo e
atenuacdo da excitagdo simpatica com alteragdo de neurotransmissores no nucleo
paraventricular do hipotdlamo de roedores hipertensos (AGARWAL et al., 2011). A IL17A,
apesar de ser considerada uma citocina inflamatoria (GAFFEN, 2009), no SNC, os astrocitos
podem se tornar reativos e expressar IL17 que, nesse caso, terd papel antiinflamatorio,
atuando como fator de prote¢ao contra apoptose de neurdnios (HU et al., 2013). Em lesdes
caracteristicas de acidente vascular isquémico, a IL17A produzida por astrocitos pode atuar
mantendo a sobrevivéncia e diferenciagdo de células precursoras neurais na zona
subventricular e ainda promover sinaptogénese em fase tardia de recuperagao da lesdo. Desse
modo, a IL17 pode ter um papel antiinflamatoério no tecido neural quando exposto aos
estimulos inflamatorios, como lesdes por exemplo (LIN et al., 2016). Nesse sentido, o
aumento de IL17A pode ter relagdo com a manuten¢do das sinapses observadas pela
expressao de sinaptofisina mais elevada nos grupos praticantes de natacao com carga.

As células da glia, em condig¢des patologicas, sdo as principais células responsaveis pela
producao de citocinas. Os astrocitos podem responder aos estimulos produzindo citocinas,
como por exemplo, IL6, TNF-a e a forma induzida de INFy (DONG & BENVENISTE 2001).

A interleucina 6 tem efeitos centrais na obesidade, resultando em alteragdes na massa
adiposa visceral e no peso corporal de roedores alimentados com dieta hiperlipidica. Essa
citocina quando administrada cronicamente via intracerebroventricular resulta em diminuigao

do peso corporal, da gordura visceral mesentérica e retroperitoneal (WALLENIUS et al.,
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2002). Em nossos resultados, foi possivel observar maior expressao hipotalamica de IL6 nos
grupos que fizeram exercicio e consumiram ND, sendo que na dosagem pelo método CBA,
apenas o grupo DN+EX 50% apresentou valor significativo. De forma interessante, houve
uma diferenga de resposta entre o nucleo arqueado, paraventricular e lateral, sendo que os
dois ultimos mostraram comportamento semelhante da elevacao de IL6 frente ao exercicio,
para os diferentes tipos de dieta.

A maior expressao observada, no CBA e na imunofluorescéncia do nucleo arqueado,
para animais obesos pode estar relacionada com outra fonte de IL6, no caso, o tecido adiposo
hipertrofiado desses animais (MCARDLE et al., 2013). Nesse sentido, nossos dados mostram
a maior expressdo tanto periférica (plasmatica) de IL6 como central (hipotalamo) para
animais sedentarios e placebos alimentados com HFD. Adicionalmente, o musculo
esquelético também ¢ produtor de IL6 e nesse caso denominada miocina com efeito anti
inflamatério (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2012). Dessa forma, em animais submetidos ao
exercicio fisico, tanto agudo quanto crénico, ¢ observado um aumento da expressao de 1L6
também no hipotalamo de roedores (ROPELLE et al., 2010; FLORES et al., 2006), como
observado para os animais ND, com o aumento da intensidade do exercicio observou-se
aumento de IL6, sendo que o CBA confirmou esse resultado apenas para o grupo ND+50% de
carga, porém, vale lembrar que para as dosagens que utilizaram extrato protéico, todo o
hipotalamo foi utilizado para extracdo, enquanto, a imunofluorescéncia apresenta resultados
locais, somente nos nucleos envolvidos com o circuito de controle da saciedade.

Considerando os dados da literatura esperariamos um aumento ainda maior de IL6 nos
animais HFD e treinados. Porém isso ndo foi observado. No entanto, vale destacar que os
astrocitos sdo importantes produtores de citocinas, €, com a pratica de natacao, houve uma
tendéncia em reduzir a expressdo de GFAP ndao s6 nos nucleos analisados pela

imunofluorescéncia mas no hipotdlamo total, como identificado no resultado do western
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blotting, essa tendéncia na redu¢do traduz uma menor atividade dessas células, que por sua
vez, condiz com uma menor producdo de substancias liberadas, como por exemplo a IL6. Por
outro lado, esse fato nao explica o porqué da maior expressiao de IL6 nos nucleos
paraventricular e lateral com a atividade fisica e com a dieta hiperlipidica, pois, detectamos
aumento da citocina e ligeira reducao de GFAP. Nesse caso, ¢ visto que em diferentes regides
do cérebro podemos encontrar niveis diferentes de presenca de IL6 em resposta ao exercicio
prolongado (RASMUSSEN et al., 2011; NYBO et al., 2002). Como foi vista na introdu¢ao do
presente trabalho, o ntcleo arqueado possui receptores que sao sensibilizados por hormoénios
periféricos e a partir dos neuronios localizados nesse nucleo sdo gerados neuropeptideos que
sinalizam outros neurdnios, os de segunda ordem, dos nucleos paraventricular e lateral. Nesse
sentido, € plausivel que esses trés nucleos possam responder de forma diferente em relagao a

expressao de substancias frente a HFD e exercicio cronico.
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7. CONCLUSOES

O exercicio fisico do tipo natagdo SW80% teve maior influencia nos parametros
fisiologicos, como redugdo da glicemia controle do peso corporal e adiposidade dos animais
alimentados com dieta HFD, e no hipotdlamo aparentemente reduzindo a reatividade da glia,
protegendo as sinapses e células neurais sem alterar a expressio de TLR4 em animais
alimentados com HFD, indicando ser uma ferramenta promissora para melhora do quadro
neuroinflamatdrio e da morte celular provocada pela obesidade induzida por dieta, porém ¢
necessario mais pesquisas para elucidar quais os mecanismos subseqiientes dos efeitos

provocados pela pratica de exercicio fisico no hipotalamo.
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