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Resumo

A obesidade cresce de forma alarmante, sendo considerada uma epidemia
mundial. E uma doen¢a multifatorial, na qual fatores genéticos, metabélicos e ambientais
(atividade fisica e dieta) estdo envolvidos. Estudos recentes caracterizam a obesidade
como uma inflamacdo sistémica de baixo grau, que tem como consequéncia o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI). A RI esta ligada a ativagcdao de serinas
quinases (JNK e IKK) e na sintese de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1f3), que
podem influenciar na infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo. Em paralelo o tecido
adiposo marrom também estd envolvido no processo de termogénese e balango
energético corporal. Atualmente, drogas promissoras com efeito andlogo aos hormonios
incretina, como o andalogo de GLP-1 e o inibidor de DPP-4, vem sendo amplamente
utilizadas no tratamento da diabetes. Além disso, o exercicio fisico, que possui acdes
comprovadamente anti-inflamatorias, pode atuar como tratamento ndo medicamentoso
da epidemia de obesidade. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
do exercicio fisico aerdbico crénico e dos incretinomiméticos, isolada ou
associadamente, na resisténcia a insulina, na infiltracdo de macroéfagos do tecido adiposo
branco (TAB) e marrom (TAM) e no fendmeno inflamatério subclinico. Neste estudo,
foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com 6 semanas de idade, divididos,
primeiramente, de acordo com alimentacdo (dieta hiperlipidica (DH) ou racdo padrao):
animais controle alimentados com dieta padrdo para roedores e agua ad libitum (CTL); -
os demais animais foram introduzidos em DH e 4gua ad libitum, ap6s 12 semanas de
dieta os animais alimentados com DH foram subdivididos em 6 subgrupos: (Veic-S)
obesos, sedentarios e que receberam solucdo veiculo, (GLP-S) obesos sedentarios e
tratados com analogo de GLP-1, (DPP-S) obesos, sedentarios e tratados com inibidor de
DPP-4 (Veic-T) obesos, exercitados e que receberam solugdo veiculo, (GLP-T) obesos,
exercitados e tratado com analogo de GLP-1, (DPP-T) obesos, exercitados e tratado com
inibidor de DPP-4. Os animais tratados com analogo de GLP-1 receberam injecao
subcutanea de liraglutide 100 ug/Kg, 2 vezes por dia, por 15 dias, os animais tratados
com inibidor de DPP-4 receberam 10mg/Kg de vildagliptina via oral, 2 vezes ao dia, por
15 dias e os animais veiculo receberam solugdo veiculo (salina ou agua potavel). O
exercicio fisico realizado foi de natacdao 1 hora por dia, 5 vezes na semana por 15 dias.
Os medicamentos incretinomiméticos e o exercicio fisico foram eficientes em diminuir

os depésitos do tecido adiposo branco na regiao visceral, o tamanho dos adip6citos tanto



no TAB quanto no TAM, além de melhorar a sensibilidade a insulina, de aumentar a
fosforilagdo da AKT, da taxa metabolica e da atividade do TAM. Foram capazes também
de diminuir a inflamac¢ao além de reduziro nimero de macréfagos no TAB. O exercicio
fisico por sua vez, diminuiu a quantidade de insulina sérica e promoveu o aumento do
numero de macréfagos M2 tanto no TAB quanto no TAM. Concluimos que nao houve
efeito aditivo, sugerindo que tanto o exercicio fisico quanto os medicamentos
incretinomiméticos podem ter acdes similares na diminuicdo da infiltracdo de
macroéfagos no TAB e no TAM e na melhora da sensibilidade a insulina.
Palavras- chave: Infiltracdo de macroéfagos; exercicio fisico; analogo de GLP-1;

inibidor de DPP-4; tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom.



Abstract

Obesity has been growing in a threatening way, being considered a worldwide epidemic.
It's a multifactorial disease, in which genetic, metabolic and environmental factors are
involved (physical activity and diet). Studies characterize obesity as a low-grade
systemic inflammation and consequent development of insulin resistance (IR). IR is
linked to the activation of serine kinases (JNK and IKK) and pro inflammatory cytokines
synthesis (TNF-a and IL-1f), which may influence the macrophages infiltration into
adipose tissue. Parallel, the brown adipose tissue is also involved in the thermogenesis
process. Currently, promising drugs with similar effect to the incretin hormones such as
GLP-1 and DPP-4 inhibitor, has been widely used in the treatment of diabetes.
Furthermore, physical exercise, which has proved anti-inflammatory actions, can act as a
non-drug treatment for this obesity epidemic. Therefore, this research aimed to evaluate
the effects of physical exercises and the incretin mimetics, alone or associated to the IR,
in the macrophage infiltration into the white adipose tissue (WAT) and brown adipose
tissue (BAT), and also to evaluate the subclinical inflammation phenomenon. Hereing
were used Wistar rats, which at 6 weeks of age, were divided, primarily, according to the
diet (high fat diet (HFD) or standard diet) CTL; control group was fed with standard diet
to rodents and water ad libitum and HFD and the HFD group was fed water ad libitum.
After 12 weeks of diet, the HFD group was divided into 6 smaller groups: (Veic-S) obese,
sedentary that received vehicle solution; (GLP-S) obese, sedentary, treated with GLP-1
analogue; (DPP-S) obese, sedentary, treated with DPP-4 inhibitor; (Veic-T) obese,
exercised that received vehicle solution; (GLP-T) obese, exercised, treated with GLP-1
analogue; (DPP-T) obese, exercised, treated with DPP-4 inhibitor. The animals treated
with GLP-1 analogue received subcutaneous Liraglutide, 100 ug/Kg, twice a day, for 15
days; the animals treated with DPP-4 inhibitor received 10mg/Kg of Vildagliptina oral,
twice a day; the vehicle group received vehicle solution (saline or potable water). The
physical exercise applied was swimming 1 hour per day, 5 times per week for 15 days.
As a result, the incretin mimetic drugs and the physical exercises were efficient to
decrease the adipose tissue in the visceral region; the size of adipocytes in WAT and BAT
improved the insulin sensitivity, increased AKT phosphorylation, metabolic rate, BAT

activity and decreased the inflammation and reduced the number of macrophages inthe



WAT. Physical exercise by itself also decreased the quantity of serum insulin and
increased the M2 macrophage number in WAT and BAT. There was no additive effect,
suggesting that physical activity as much as incretin mimetic drugs can have similar
actions in the decrease of macrophage infiltration in WAT and in the improvement of

insulin sensitivity.

Palavras- chave: macrophage infiltration; physical exercise; GLP-1 analogue; DPP-4

inhibitor; White adipose tissue and Brown adipose tissue.
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1. Introducao

A prevaléncia da obesidade cresce de forma alarmante, sendo considerada uma
epidemia mundial, visto que atualmente acomete cerca de 600 milhdes de pessoas (1) e

atingird em 2025 18% dos homens e 21% das mulheres em todo o mundo. (2)

E uma doenca multifatorial, na qual podem atuar fatores genéticos e ambientais
(atividade fisica e dieta). Além disso, estudos sugerem ser caracterizada por uma
inflamacao sistémica de baixo grau, que leva o organismo a desenvolver resisténcia a

acdo da insulina (3-5)

O aumento da gordura corporal esta fortemente ligado a outras doencgas. O
incremento de 20% no peso corporal eleva o risco de desenvolvimento de resisténcia a
insulina (RI) , hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencgas
cardiovasculares, resultando no aumento exponencial dos gastos publicos com satude
(6). A Federagdo Internacional do Diabetes estima que os gastos com a DM2 em todo o

mundo em 2015 foi de pelo menos US $ 673 bilhoes (7).

O tecido adiposo até alguns anos atras era conhecido somente como um 6rgao de
armazenamento de energia. Porém, visto que os adipdcitos secretam diversos peptideos
e ndo peptideos, denominados adipocinas, este tecido também é considerado um
importante 6rgao com fungdes enddcrinas (8-10).

As citocinas pro-inflamatérias, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina-6 (IL-6), tém sido descritas na literatura pelo efeito deletério que exercem
sobre a atividade da via de sinalizacdo da insulina (11-14). Na obesidade diversas
células e tecidos podem produzir tais citocinas, mas aparentemente, a produc¢do pelo
tecido adiposo e principalmente pelos macrdéfagos infiltrados nesse tecido sdao a fonte

mais relevante.

Suganami e colaboradores (col.) demonstraram que a inibicdo da infiltracdo de
macrofagos para o tecido adiposo, por meio de estratégias genéticas ou farmacologicas,

é capaz de reduzir a inflamacgao e melhorar a sensibilidade a insulina na obesidade (15).

Os fenotipos de macroéfagos mais descritos na literatura sao M1 (inflamatoério) e

M2 (alternativo): o M1 também conhecido como macréfago de ativacdo classica, tem
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como principal funcdo a atividade antimicrobiana, pela produc¢ao de citocinas pro-

inflamatorias e 6xido nitrico .

Tal fenotipo é ativado na presenca de interferon (IFN) ou produtos microbianos,
como o lipopolissacarideo (LPS) (16), sendo responsavel por grande parte da expressao
de TNF-a e quantidades significativas de expressdao de iNOS e IL-6 do tecido adiposo,

portanto esta diretamente ligado a inflamacgdo (17)

O TNF-a tem como principal fungdo promover a resposta imune pelo recrutamento
e ativacdo de neutrofilos e mondcitos durante um quadro inflamatério, enquanto o papel
da IL-6 é induzir a producdao hepatica de Proteina-C reativa (PCR), conhecida como

marcador de risco cardiovasculares (18)

Por outro lado, a ativagdo do M2 ocorre por influéncia de citocinas Tu2 (IL-4 e IL-
13) (19, 20). Além disso, estas células estdo associadas a homeostase do organismo,
reparacao tecidual e angiogénese (20-22). Suas principais caracteristicas sdo a presenga
de MGL-1 e o predominio da expressdo de produtos, como Interleucina 10 (IL-10) e

arginase-1, com o objetivo de reduzir a inflamacgao (20-22).

Em paralelo, um 6rgao que tem ganhado destaque no contexto da obesidade e RI é
o tecido adiposo marrom, o qual esta envolvido com o processo de termogénese e
balanco energético devido a sua capacidade de oxidacdo de acidos graxos para ser usado
como combustivel da termogénese (23). Em seres humanos adultos, o TAM esta
localizado na regido supraclavicular e cervical, apresentando rica inervacdao e grande

quantidade de mitocondrias, o que da a caracteristica da cor deste tecido.

A termogénese representa um importante mecanismo regulatério para a
manutencdo da temperatura corporal dentro de uma estreita faixa de variacao (24) e
ocorre através da percepc¢do ao frio pelo hipotdlamo, dessa forma o sistema nervoso
simpatico (SNS) é ativado com consequente liberacdo de noradrenalina no tecido

adiposo marrom (TAM).

A produgao de calor pelo TAM é resultado da ineficiéncia da cadeia respiratéria em
produzir ATP devido ao desacoplamento do gradiente de prétons entre o espaco
intermembranar e a matriz mitocondrial pela atividade da proteina UCP-1 (Proteina

Desacopladora 1) (25).
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A UCP-1 é portanto uma proteina chave para a transformacao de energia quimica
em calor. A concentracao da mesma esta diretamente relacionada a maior atividade do

TAM (25).

Um dos primeiros estudos que demonstraram a importancia do TAM foi
desenvolvido por Cypess e col, no qual conseguiram identificar este tecido

funcionalmente ativo em adultos, por meio de Pet CT computadorizada (26).

Foi constatado que a quantidade do mesmo é inversamente correlacionada com o
IMC (indice de massa corporal), o que levou a hipétese de que o aumento da massa ou da
atividade nesse tecido, poderia ser alvo de interven¢do farmacolégica ou nutricional

para a modulagdo do gasto energético (27).

Uma maneira nao farmacolégica de aumentar o TAM ¢é a realizacdo de exercicio
fisico (28), o qual atua transformando algumas células adiposas brancas em células
adiposas com caracteristicas marrom, mediante estimulo adrenérgico causando um

fendbmeno chamado "browning"” (28, 29).

Portanto, o exercicio tem um importante papel no aumento da atividade do TAM,
além de seus beneficios fisiolégicos, como melhorar a sensibilidade a insulina. Sabe-se
que essa melhora esta diretamente relacionada com a polarizacao de macréfagos para o
perfil de ativacdo alternativa - M2. Além disso, ainda possui capacidade de reverter a
ativacdo de vias inflamatdrias, como a JNK, bem como reduzir a atividade da proteina

tirosina fosfatase 1B (PTP1B) (30-32).

Estudo recente mostrou que células do sistema imune estdo intimamente ligadas
com a termogénese e que o estresse agudo ao frio leva a ativagdo do macroéfago M2, os
quais secretam localmente catecolaminas que sustentarao a lipdlise no tecido adiposo

branco (23).

Os acidos graxos liberados serdo utilizados como substrato para a termogénese no
tecido adiposo marrom, porém a participacdo do sistema imune nao para por ai, ele é
também responsavel pela remodelagdo induzida pelo frio no tecido adiposo branco em

tecido adiposo bege (33, 34).

Para o tratamento da obesidade e da diabetes mellitus tipo 2, além da mudanca de

estilo de vida dos pacientes, terapias medicamentosas tém sido necessarias, atualmente
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as drogas chamadas incretinomiméticas, transmissores endocrinos de liberacao de
insulina, tem sido utilizadas para aumentar a secrecdo de insulina pelas células-$ do

pancreas e diminuir a gliconeogénese pelo figado.

O conceito incretina foi usado pela primeira vez em 1964 por Elrick e col., cujo
estudo constatou que a sobrecarga de glicose administrada oralmente resultava numa

curva insulinémica maior do que a mesma sobrecarga de glicose via endovenosa (35).

Tal fato foi atribuido ao trato gastrointestinal, pois as células K do duodeno e as
células L do ileo secretam as principais incretinas: Polipeptideo inibitério gastrico (GIP)
e o Peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1), respectivamente, as quais estdo

envolvidas no metabolismo glicémico e secrec¢ao de insulina (35-37).

E importante destacar que o GLP-1 e o GIP sdo liberados em resposta a chegada do
alimento no trato gastrointestinal, porém sdo rapidamente inativados, sofrendo

clivagem pela enzima DPP-4 (37, 38).

0 hormonio GLP-1 tem como principal funcao o aumento da produgao de insulina
pelas células B-pancreaticas e diminui¢do da glicogendlise do figado, diminuindo dessa
forma a glicemia (39). E também conhecido que sua liberagio em resposta a alimentagio
em pacientes diabéticos é comprometido, justificando o tratamento com GLP-1 nos

pacientes com DM2 (40).

Dessa forma, o melhor entendimento desses hormoénios permitiu o
desenvolvimento de duas novas modalidades terapéuticas. A primeira sao
medicamentos chamados inibidores da enzima DPP-4. Inativando-a, ocorre o aumento
de GLP-1 circulante, aumento da secrecdo de insulina e consequente redu¢do da

glicemia.

Outra modalidade sdo os analogos de GLP-1, substdncias que sdo 97% homoélogos

ao GLP-1 endo6geno, porém nao sao clivados pela enzima DPP-4.

Estudos clinicos demonstraram que o tratamento crénico com GLP-1, além de
aumentar a secrec¢do de insulina também melhora a sensibilidade a insulina (39-41). Lee
e col, mostraram que camundongos ob/ob tratados com GLP-1 apresentaram menor

grau de inflamacdo e maior sensibilidade a insulina (42).
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Além disso, relatos recentes mostraram que sua administracao leva a uma reducdo
na infiltracdo de macrofagos na parede adrtica diminuindo dessa forma o risco de

aterosclerose (43).

Segundo Bem-Shlomo e col., (44) roedores deficientes para o inibidor de DPP-4, e
portanto com niveis elevados de GLP-1, mantidos em dieta hiperlipidica, possuem
menores valores de triglicerideos, colesterol e também sao mais sensiveis a insulina

quando comparados aos selvagens.

Devido a crescente epidemia de obesidade e DM2, tratamentos farmacolégicos tem
evoluido, bem como o conhecimento de terapias alternativas. Por outro lado, ainda
permanece a necessidade de associar ambos, mas para isso o desenvolvimento de
pesquisas ajudam a esclarecer os mecanismos de atuacdo de cada tratamento e se os

efeitos sdo aditivos ou sinérgicos.

De acordo com o exposto, o projeto tem como objetivo investigar o efeito do
exercicio fisico e dos incretinomiméticos, isolados e associadamente, na R], na infiltracao

dos macrofagos no TAB e TAM e o fendomeno inflamatério subclinico.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do exercicio fisico aerdbico
cronico e dos medicamentos incretinomimeéticos, isolados ou associadamente, na Rl, na
infiltracao de macréfagos no TAB e TAM e o fendmeno inflamatério subclinico em ratos

obesos.

Objetivos Especificos
Analisar, em ratos (Rattus norvergicus) da linhagem Wistar, variacao albinus,
alimentados com dieta hiperlipidica por 12 semanas e em seguida tratados com analogo

de GLP-1 ou inibidor de DPP-4 por 2 semanas, os seguintes parametros:

1. Peso corporal;
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2. Sensibilidade a insulina: Teste de Tolerancia a insulina e Teste de
Tolerancia a Glicose ;

3. Taxa metabdlica;

b

Sinalizacdo a insulina no Tecido Adiposo Branco: Fosforilagdo da proteina
chave da via de sinaliza¢do de insulina no tecido adiposo branco: Akt;
Marcadores inflamatorios circulantes (IL-13, TNF-a eIL-10);

Infiltracdo de macré6fagos no tecido adiposo branco e marrom;
Marcadores inflamatérios no tecido adiposo branco: JNK, IKK;

Expressao da proteina UCP-1no tecido adiposo marrom;

© © N o

Efeito do exercicio fisico aerébico cronico durante duas semanas nas

variaveis enumeradas anteriormente.

3. MATERIAS E METODOS

Anticorpos e Reagentes.
Todos os anticorpos sdo provenientes da Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA)
ou CellSignaling Technology (Beverly, MA). Os reagentes de rotina do laboratério foram

comprados da SigmaChemical (St. Louis, MO).

Animais e dieta.

Para os experimentos do presente trabalho foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar provenientes do biotério da Universidade Estadual de Campinas. Os
animais foram mantidos sob condi¢cdes estaveis de temperatura (22 =+ 29C) e ciclos
claro/escuro de 12 horas controlados, com livre acesso a agua e alimentacdo (dieta
hiperlipidica palatavel ou ragdo padrao de acordo com o grupo de estudo). E em um dos
experimentos do analogo de GLP-1 realizamos pair feeding ou consumo pareado. Todo
experimento foi realizado de acordo com as normas da Comissio de Etica na

Experimenta¢do Animal da Universidade (CEUA/IB - UNICAMP) - protocolo n°3317-1.

Modelo de obesidade

A dieta hiperlipidica é composta por carboidrato (38,5%); proteina (15%);
lipideos (46,5%), totalizando: 5,4 kcal/g. Esta foi oferecida durante o protocolo de 12

semanas para os grupos especificos.



Tabela 1: Composicdo da Racdao Padrao e da Dieta hiperlipidica.

Ingredientes Racdo Padrao Kcal/kg Racdo Kcal/kg
hiperlipidica
(g/kg)
(8/kg)
Amido de milho (g.s.p) 3975 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mistura de minerais 35 - 35 -
Mistura de vitaminas 10 - 10 -
L-cistina 3 - 3 -
Colina 2,5 - 2,5 -
Total 1000 3948 1000 5358

TTI

nicio TG Extragao

Exercicio
DH Tratamento

RATO-WISTAR l I I ‘

6 semanas de idade

3 meses de dieta

2 semanas de Exercico
Tratamento

Tecidos:
Adiposo Branco

Adiposo Marrom

Figura 1: Delineamento Experimental
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Divisao dos grupos

Os ratos apds atingiram 6 semanas de idade foram divididos, primeiramente de
acordo com alimentacdo (DH ou racao padrao) os animais controle alimentados com
racdo padrdo para roedores e agua ad libitum (CTL); os demais foram introduzidos em
dieta hiperlipidica e agua ad libitum (DH), ap6s 12 semanas da introdu¢do da dieta
hiperlipidica, esse grupo foi subdivididos em 6 subgrupos:

(Veic-S) obesos, sedentarios e que receberam solucao veiculo,

(GLP-S) obesos, sedentdrios e tratados com analogo de GLP-1,

(DPP-S) obesos,sedentarios e tratados com inibidor de DPP-4

(Veic-T) obesos, exercitados e que receberam solugao veiculo

(GLP-T) obesos, exercitados e tratado com anélogo de GLP-1

(DPP-T) obesos, exercitados e tratado com inibidor de DPP-4.

GLP-S Veic-T
GLP + Sedentario

Veiculo + Treinado

g "
n § m E‘

Dose: Veiculo
2x dia

Subcutanea Subcutanea
Subcutanea Subcutanea 15 dias 15 dias

15.dias 15 dias v1 h natagéo v1 h natagio

v’5x semana v’5x semana
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DPP-S Veic-T

DPP + Sedentario Veiculo + Treinado

Dose: Veiculo Dose: 10 mg/Kg 2x dia  Dose: Veiculo ' ~ Dose:10 mg/Kg 2x dia

2x dia Gavagem Gavagem 2 d!al Gavagem Gavegem

15 dias 15 dias 15 dias . 15 dias B
1 h natacéo 1 h natacéo
5x semana 5x semana
15 dias 15 dias

Figura 2: Esquema de divisdo dos grupos

Protocolo de exercicio fisico cronico.

Visando a adaptacdo ao exercicio de natacdo, os ratos foram inseridos ao meio
liquido (4gua a 34°C) durante 10 minutos por 2 dias consecutivos. Para entdo, os
animais serem exercitados em grupo de trés animais no interior de baldes plasticos de
50 cm de diametro e com 100 cm de profundidade, contendo agua mantida em
aproximadamente 34°C num periodo de 1 hora por dia, 5 dias por semana, durante 2
semanas, suportando uma carga de 5% do peso corporal, ajustada semanalmente, de
acordo com o peso do animal na semana. Este protocolo foi previamente padronizado

em nosso laboratério (30, 45).

Tratamento com analogo de GLP-1.

Foi administrado o analogo de GLP-1, via subcutanea (sc) (Liraglutide, Victoza®,
Novo Nordisk, 100 pg/Kg) através de uma seringa prépria, duas vezes ao dia (9 h e 16 h),

durante 15 dias e o grupo Veic receberam injecao sc de solucdo veiculo (salina) (46).

Tratamento com inibidor DPP-4.
Foi administrada o inibidor de DPP- 4 (Vildagliptina, Galvus®, Novartis,
10mg/Kg) via oral (vo) duas vezes ao dia (9 h e 16 h), durante 15 dias (47). O grupo Veic

recebeu somente o veiculo (4gua potavel).
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Determinacao da massa corporal.
A massa corporal foi determinada pela balanca de precisao, sempre no inicio de

cada semana e ao final do experimento.
Controle de Ingestao.

Ao final do experimento os animais foram mantidos individualmente em gaiolas
metabdlicas, com acesso livre a 4gua e alimentacdo. As gaiolas utilizadas eram da marca
Tecniplast, modelo 3701M081, para ratos com peso acima de 300g, superficie de 450
cm2 com altura de 18 cm, com camara de alimentacdo bipartida localizada fora da
gaiola. As gavetas de alimentacdo sdo removiveis para facilitar o reabastecimento sem
incomodar o animal. Nessa gaiola os animais recebiam comida e bebida a vontade. Apos
a adaptacao de 48 horas, iniciou-se o controle de ingestao durante 3 dias consecutivos a

cada 24 horas.

Teste de tolerancia a insulina.

O teste foi realizado 24 horas apds o exercicio fisico. Foi realizado o jejum
alimentar (6 horas) antes da realizacao do teste. A primeira coleta de sangue equivale ao
tempo 0 do teste. Apés, a insulina (1,5U/Kg de peso corporal) foi injetada
intraperitonealmente (ip) e amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos tempos
5,10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a determinag¢do da glicose sérica. A concentracao de
glicose foi determinada com fitas reativas e glicosimetro (Optium Xceeed - Abbot,
Berkshire, Inglaterra). A velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi
calculada usando a férmula 0,693 /t1/2. Cacula-se o ti/2da glicose a partir da curva da
analise dos minimos quadrados da concentracdo da glicose sérica durante a fase de

decaimento linear.

Taxa Metabdlica.

Afim de analisar os efeitos dos tratamentos sobre o metabolismo dos animais,
foram realizadas mensuragdes de taxa metabdlica ao final do experimento. O
equipamento utilizado foi o analisador de concentragdes de 02 e CO2 (Oxygen/Carbon
Dioxide Analyzer, Model 902D DualTrak, Quantek Instruments, EUA), que quantifica as
porcentagens de oxigénio e de gas carbonico presentes na camara utilizada para este
ensaio. Para a avaliacdo da taxa metabdlica dos animais, foi realizado o seguinte

procedimento: os animais foram pesados e colocados em camara hermética por trés
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minutos e as concentracdes de 02 e CO2 foram medidas nos tempos 0 (logo ap6s colocar
o animal na camara, valor de calibracdo), 1, 2 e 3 minutos. A partir desses valores e do
peso corporeo dos animais, foi possivel, através da féormula abaixo, calcular a taxa

metabolica destes, expressa em kcal x min-1 x 100g-1:

[(VO2i-VO2f) / tempo ] x 4,85 kcal x 100

Peso do animal (g)

Teste de tolerancia a glicose.

O teste foi realizado ap6s 24 horas apds o exercicio fisico, amostras sanguineas
foram coletadas da cauda. O nivel de glicose sanguinea foi determinado por glicosimetro
(Optium Xceeed - Abbot, Berkshire, Inglaterra). Foi realizado o jejum alimentar (6 horas)
antes da realizacdo do teste. O alimento foi retirado seis horas antes do teste e a
primeira coleta de sangue equivale ao tempo 0 do teste. Ap6s, uma solucdo de 20% de
glicose (2.0g/kg peso corporal) foi administrada ip, amostras foram coletadas da cauda
em 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para realizagdo, posterior da curva. A concentracio de
glicose foi determinada com fitas reativas e glicosimetro (Optium Xceeed - Abbot, Berkshire,

Inglaterra).

Extracao de Tecidos.

Apo6s 24 horas da ultima sessdo de exercicio, apds 12 horas de jejum os animais
foram anestesiados (Tiopental,15mg/kg ip). Posteriormente a perda do reflexo
corneano e podal, foi realizada a incisdo da cavidade abdominal e a veia porta exposta
para administragdo de salina ou insulina (10-®M). Transcorridos 90 segundos, as
amostras de tecido adiposo branco e marrom foram extraidas para serem utilizados na
andlise de proteina, histologia e imunofluorescéncia.

Para a analise proteica as amostras dos tecidos foram homogeneizadas em
tampdo de imunoprecipitacdo contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4),
100mM de pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de
vanadato de s6dio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 42C. O homogeneizado foi
centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos a 42C. O material extraido foi novamente

centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remog¢do do material insoluvel,
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utilizando-se somente o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte para
determinar a concentragdo proteica pelo método colorimétrico de biureto e outra para
avaliar o extrato total pela separacao das proteinas em SDS-PAGE, com tampdo de
Laemmli, acrescido de DTT 200 mM, em proporc¢do de 5:1, mantido sempre a 42C até o

momento de submeter a fervura a 1002C durante 5 minutos e imunoblotting.

Quantificacao dos niveis séricos de insulina, TNF-«a, IL-1f, IL-10.

As amostras de sangue foram coletadas da veia cava dos ratos previamente
anestesiados e centrifugadas para obtencdo do soro. As concentragdes sorologicas de
TNF- «, IL-1 B e IL-10 foram determinadas utilizando-se kits Milliplex Map Kit (Rat
Cytokaine/Chemokine, Magnetic Bead Panel) segundo instrucées do fabricante. E as
analises das concentragdes de insulina do soro foram realizadas por Elisa, segundo

instrugdes do fabricante.

Analise da expressao das proteinas.

Akt (fosforilada) envolvidas na sinalizagdo da insulina no tecido adiposo
epididimal; JNK e IKK (fosforiladas) no tecido adiposo epididimal; UCP-1 (total)
envolvida no processo de termogénese no TAM.

- Andlise proteica por immunoblotting Os extratos proteicos foram ressuspensos em
tampdo de Laemmli (100pL de tampdo/400uL de amostra), contendo 100 mM de DTT.
Apés aquecimento a 100°C por 5 minutos, foram aplicadas no SDS-PAGE de 1,5mm,
100pg de proteina por amostra, sendo o gel balizado por marcador de peso molecular
comercial (PageRuler, Bio Rad). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio
Rad, com solucdo tampdo para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE foi
submetido a 60 volts inicialmente até a passagem pela fase de empilhamento 35
(stacking) e 120 volts até o final do gel de resolucao (resolving). As proteinas separadas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da
BIO-RAD banhadas com tampao de transferéncia durante 60 minutos a 120 volts em
gelo, como descrito por Towbin e col. (1979). Apds a transferéncia, as membranas foram
incubadas em solucdo bloqueadora (leite desnatado Molico® 5%, Tris 10 mM, NaCl 150
mM e Tween 20 0,02%) por duas horas a temperatura ambiente. Depois de lavadas em
solucdo basal e incubadas com anticorpos especificos, mantidas a 4 °C, overnight, sob
agitacao continua (rocker). Em seguida, as membranas foram lavadas com solugdo basal

e a deteccdo das bandas foi realizada utilizando anticorpo secundario ligado a uma
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molécula de peroxidase, que reagiu a solu¢do de quimioluminescéncia (SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) seguindo as instru¢des do
fabricante. As membranas foram reveladas através do sofware Image Lab em
fotodocumentadora. Apds a revelacdo e identificacgdo das bandas, estas foram
quantificadas utilizando osoftware UNSCAN-IT™ 6.0, para entdo realizar a analise

estatistica comparativa entre as bandas obtidas dos diferentes grupos.

Microscopia Optica.

Apés disseccdo, foram fixados por imersdao de formaldeido 4%, com tampao
fosfato 0,1M, pH 7,4, por menos de 24h, sendo, entdo, desidratados, clareados e, por fim,
embebidos em parafina. Cinco se¢des seriadas de 5um de espessura foram obtidas e
coradas com hematoxilina e eosina, a fim de se analisar a morfologia por microscopia

Optica (Zeiss).

Imunofluorescéncia.

Para detectar os antigenos F4/80 e MGL-1, a fixacao nas laminas foi realizada em
forno microondas (Panasonic Junior) a 700W. Em seguida, imersas em tampao citrato
(0,01mol/L, pH 6,0) por 10 minutos e resfriadas a temperatura ambiente. Os cortes
histolégicos foram incubados overnight a 4°C com o anticorpo primario para F4/80 e
MGL-1 (Dako Cytomation) (diluido 1:150). Para entdo, serem incubados com os
anticorpos secundarios conjugados com seus respectivos fluoroforos (Santa Cruz
Biotechnology) durante uma hora a temperatura ambiente e marcadas com DAPI. Apds a
marcacdao nuclear, as laminas foram montadas com Entelan® (Merck, Darmstadt,
Germany). Os experimentos foram realizados em triplicata para cada animal e

analisados em microscopio(Zeiss).

Analise dos resultados.

Os dados foram expressos como médias + desvio padrdo. Para as comparagoes
entre as dietas utilizou-se teste t de Student’s e para as comparag¢des dos animais ao
final do experimento utilizou-se Anova Two-Way, seguida de Post-Hoc de Newman-

Keuls quando necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05)
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4. Resultados

4.1- Caracterizac¢ao dos animais em dieta hiperlidica

Inicialmente foi feita a caracterizacdo dos animais apés a alimentacao por 12
semanas com dieta hiperlipidica (DH) ou com rag¢do (CTL). Os resultados mostraram que
o grupo DH alcangcou maior peso corporal do que os animais CTL (Figura 3A). Em
relacdo ao peso do tecido adiposo branco, o grupo DH exibiu mais que o dobro do peso

da gordura epididimal do que os animais do grupo CTL (Figura 3B)
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Figura 3: Caracterizacao do peso corporal (A): Peso corporal ao final do experimento.
B: Peso do tecido adiposo epididimal ao final do experimento. Os dados estao
apresentados em média + Desvio Padrdo (n=5), Teste T de Student. * P < 0,05 vs. CTL,;
CLT animais alimentados com dieta padrdo para roedores e DH animais alimentados por

12 semanas com dieta hiperlipidica.

A Figura 4-A mostra a cinética da glicemia durante o TTG, nele podemos observar
que os animais do grupo CTL apresentaram menores valores de glicemia ao longo do
teste, com destaque para os tempos de 15 e 30 minutos. Enquanto que na Figura 4-B
vemos que o grupo DH possui maior area sob a curva de glicose (AUC) durante o TTG do
que o grupo CTL, indicando que os animais em dieta hiperlipidica apresentavam

significativa intolerancia a glicose.
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Figura 4: Caracterizacido da Tolerancia a Glicose. (A): Teste de tolerancia a glicose ao
final do experimento. (B): AUC. * P < 0.05 vs CTL. Os dados estdo apresentados em média
+ desvio padrdo de 5 animais por grupo. Teste T de Student. CLT animais alimentados
com dieta padrao para roedores e DH animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica.

O passo seguinte foi observar o desenvolvimento da resisténcia a insulina no final
das 12 semanas da introdugdo da dieta hiperlipidica. Na Figura 5-A, vemos a glicemia do
grupo DH que esteve elevada em relacao ao grupo CTL ao longo de todo o desafio. Ao
calcularmos a constante de remocao de glicose (KITT) os animais DH possuem menor
KITT do que os animais CTL (Figura 5B), indicando assim a presencga de intolerancia a

insulina como consequéncia da dieta hiperlipidica.
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Figura 5: Caracterizacao da Tolerancia a Insulina. (A): Curva de resposta da glicose
durante o teste de tolerdncia a insulina ao final do experimento. (B): KITT. * P < 0.05 vs

CTL. Os dados estao apresentados em média * desvio padrdo de 5 animais por grupo.
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Teste T de Student. CLT animais alimentados com dieta padrdo para roedores e DH

animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica.

O efeito da DH na sinalizacdo da insulina no tecido adiposo branco foi observado
monitorando-se as alteracdes na fosforilacdo de uma das moléculas chave envolvidas na
cascata da sinalizacdo da insulina a proteina quinase B (Akt). Os resultados mostraram
que fosforilagdo em serina da Akt em decorréncia da estimulagdo com insulina foi

significativamente menor nos animais do grupo DH (Figura 6)
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Figura 6: Via de sinalizacio da insulina no Tecido Adiposo Branco. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacdo em serina 473 da
proteina Akt. Expressdo da proteina total. * P < 0,05 vs CTL. Os dados estao
apresentados em média *desvio Padrao de 4 animais por grupo. Teste T de Student. CLT
animais alimentados com dieta padrao para roedores e DH animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica.

Para analisarmos o estado de inflamacdo sistémica, analisamos as citocinas
séricas e foi constatado que o grupo DH tem maior quantidade de TNF-a (figura 7-A) e
IL-1B (figura 7-B) do que o grupo CTL. Ja em relacdo a IL-10, nossos resultados
mostraram que o grupo DH apresenta reducao nessa citocina quando comparado com

grupo CTL (Figura 7-C).
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Figura 7: Niveis circulantes de, TNF-a, IL-1f3 e IL-10 ao final do experimento. (A)
TNF-a. (B) IL-1B (C) IL-10. * P < 0,05 vs CTL. Os dados estao apresentados em média *
desvio padrao de 5 animais por grupo. Teste T de Student. CLT animais alimentados com
dieta padrao para roedores e DH animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica.

Na sequéncia, verificamos a influéncia da dieta hiperlipidica no perfil de ativacdo
da serina quinase JNK do tecido adiposo branco. Nesse sentido, vemos maior

fosforilacdo da proteina JNK no grupo DH do que no grupo CTL (Figura 8).
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Figura 8: Via inflamatdria da serina quinase JNK no Tecido Adiposo Branco. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacao de JNK . Expressao
da proteina total. # P < 0,05 vs CTL. Os dados estdo apresentados em média + desvio
padrdo de 5 animais por grupo. Teste T de Student. CLT animais alimentados com dieta
padrao para roedores e DH animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica.

Com o conjunto desses dados vemos que 12 semanas de dieta hiperlipidica
conduziu o animal a um perfil de resisténcia a insulina e inflamacao.

Na proxima sessdo serdo apresentados os resultados dos animais que apés 12
semanas em dieta hiperlipidica receberam inje¢des subcutanea do analogo de GLP-1
(liraglutide) por duas semanas e receberam treinamento fisico crénico pelo mesmo
periodo, para analisarmos os efeitos dessas intervengdes nas alteragdes provocadas pela

dieta hiperlipidica.

4.2- Animais tratados com analogo de GLP-1

Em relacdo ao peso corporal final, observamos que os animais tratados com
andlogo de GLP-1 apresentaram reducdo quando comparados aos animais que
receberam solugdo veiculo, enquanto o exercicio fisico de duas semanas nao foi eficiente
em diminuir o peso corporal (figura 9-A). Ja na figura 9-B, podemos observar que os
animais que receberam o analogo de GLP-1 tiveram menor ingestao alimentar do que os

animais veiculo e que o treinamento nao foi capaz de afetar esse parametro.
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Figura 9: Caracterizacdo do peso corporal e da ingestio alimentar (A): Peso
corporal ao final do experimento. B: Ingestdo alimentar. Os dados estdo apresentados
em média + desvio padrdo de 14 animais por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-
Keuls * P < 0,05 a#b.Veic; animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solu¢do salina; GLP; animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

A Figura 10-A mostra que tanto o analogo de GLP-1 quanto o exercicio fisico foi
eficiente em reduzir o peso do TAB (figura 10-A). Ja na figura 10-B estao apresentados
os dados do peso do TAB relativo, onde podemos observar que o exercicio fisico foi
eficiente em diminuir essa variavel, enquanto que o tratamento isolado com GLP nao

resultou em reducao significativa da gordura epididimal dos animais.
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Figura 10: Caracterizacdao da adiposidade. A: Peso do tecido adiposo epididimal ao
final do experimento (g). B: Peso adiposo relativo. Os dados estao apresentados em

meédia * desvio padrado de 14 animais por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-Keuls
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* P < 0,05 a#b.Veic; animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solucdo salina; GLP; animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

O passo seguinte foi analisar as condi¢cdes morfologicas do TAB. Na figura 11
vemos maior area do adipocito nos animais veiculo sedentario e constatamos que as
intervengdes com analogo de GLP-1 e exercicio fisico foram eficientes em diminuir a
area do adipdcito dos animais alimentados com dieta hiperlipidica, contudo nenhum
efeito sinergético do analogo de GLP-1 em conjunto com o treinamento fora observado

nesse parametro.
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Figura 11: Caracterizacio morfoldgica do tecido adiposo epididimal.
Microfotografias de marcacido de HE ao final do experimento. As imagens sao
representativas de 1 animal por grupo. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica, recebeu solucao salina e foi mantido sedentario; GLP-S animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 e foi
mantido sedentario; Veic-T animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solugdo salina e treinado; GLP-T animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 etreinado.



35

Avaliamos o grau de desenvolvimento da resisténcia a insulina ap6s o tratamento
com analogo de GLP-1 e exercicio fisico. Na Figura 12-A vemos que a glicema do grupo
Veic-S esteve elevada em relacdo aos demais grupos ao longo de todo o desafio. Ao
calcularmos a constante de remocao de glicose (KITT) os animais Veic-S possuem menor
KITT do que os demais grupos (Figura 12B), indicando assim o exercicio fisico e o

tratamento com o analogo de GLP-1 como possiveis tratamentos para a intolerancia a

insulina.
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Figura 12: Caracteriza¢ao da Tolerancia a Insulina. (A): Curva de resposta da glicose
durante o teste de tolerancia a insulina ao final do experimento. (B): KITT. a#b. Os
dados estdo apresentados em média * desvio padrao de 12 animais por grupo. Anova.
Two way. Teste Newman-Keuls. Veic; animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solugao salina; GLP; animais alimentados por 12 semanas com

dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

O passo seguinte foi observar o desenvolvimento da intolerancia a glicose ao fim
do tratamento com exercicio fisico e o analogo de GLP-1. A Figura 13-A, mostra a
cinética da glicemia durante o TTG, nela podemos observar que os animais dos grupos
tratados com andlogo de GLP-1 e do grupo treinado apresentaram menores valores de
glicemia ao longo do teste, com destaque para os tempos de 15, 30 e 60 minutos.
Enquanto que na figura 4-B vemos que o grupo Veic-S possui maior area sob a curva de
glicose (AUC) durante o TTG do que os demais grupos, indicando que os animais
sedentarios e sem a intervencdo com o medicamento apresentavam significativa

intolerancia a glicose.
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Figura 13: Caracteriza¢ao da Tolerancia a Glicose. (A): Teste de tolerancia a glicose
ao final do experimento. (B): AUC. a#b#c. Os dados estdo apresentados em média *
desvio padrdao de 12 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. Veic; animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu soluciao salina; GLP;

animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Analisamos também a taxa metabdlica dos animais ao final do experimento e
observamos que o grupo Veic-S possui menor taxa metabdlica do que os demais grupos
(Figura 14), o que pode ser correlacionado com o maior peso corporal encontrado
nesses animais, demonstrando que houve um aumento do tecido metabolicamente
menos ativo (tecido adiposo). Portanto, o exercicio fisico e o tratamento com o analogo

de GLP-1 mostram-se eficientes em aumentar a taxa metabodlica nos animais obesos.
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Figura 14: Taxa Metabdlica. Taxa metabdlica ao final do experimento. a#b. Os dados
estdo apresentados em média + desvio padrdao de 8 animais por grupo. ANOVA; Teste

Newman-Keuls.Veic; animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
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recebeu solucdo salina; GLP; animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Apoés verificarmos que as intervengdes com analogo de GLP-1 e exercicio fisico
foram positivas para a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, analisamos os
niveis sérico de insulina e verificamos niveis reduzidos desse hormo6nio nos animais
exercitados quando comparados aos sedentarios, e a droga ndo produziu qualquer efeito

significativo (figura 15).
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Figura 15: Insulina Sérica. Insulina sérica ao final do experimento. a#b. Os dados estdo
apresentados em média * desvio padrao de 8 animais por grupo. ANOVA; Teste
Newman-Keuls.Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solucdao salina; GLP: animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Apoés a constatagdo da melhora na sensibilidade a insulina nos animais tratados
com a droga, decidimos verificar se essa melhora ndo era decorrente somente da
diminuicao de peso corporal. Para isso realizamos outros experimentos com "pair

feeding" ou consumo pareado e os resultados estao apresentados a seguir.
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- Pair feeding com animais tratados com analogo de GLP-1

Em relagdo ao peso corporal final no experimento com consumo pareado, ao
contrario do experimento anterior, observamos que ndo houve diferenca de peso
corporal entre os grupos (Figura .16). Mostrando que quando pareamos a quantidade de
alimento para todos os grupos nao é observada diferenca significativa entre os valores,

indicando que o efeito da droga pode ter importante acdo no controle da ingestdo

alimentar.
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Figura 16: Peso Corporal animais pair feeding . Peso corporal ao final do
experimento. azb. Os dados estao apresentados em média + desvio padrao de 8 animais
por grupo. ANOVA; Two Way. Teste Newman-Keuls. Veic: animais alimentados por 12
semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solugao salina; GLP: animais alimentados por

12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1.

Apés ndo verificarmos diferenca no peso corporal entre os grupos do
experimento de consumo pareado, calculamos a constante de remocao de glicose (KITT).
Nesse experimento os animais Veic-S apresentaram menor KITT do que os demais
grupos (Figura 17A), indicando assim que a diferenca de peso corporal nao foi
determinante para a melhora na tolerancia a insulina, mas sim efeito da droga e do

exercicio fisico.

Na mesma linha, os resultados do TTG também foram semelhantes aos
observados sem o pareamento da alimentagdo, ou seja, os animais veiculo sedentarios

foram os que apresentaram maior area sob a curva de glicose, indicando que os
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tratamentos promoveram melhora na tolerancia a glicose independentemente de nao

ocorrer alteracao ponderal (Figura 17-B).
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Figura 17: Caracterizacao da Tolerancia a Glicose e a Insulina. KITT e AUC ao final
do experimento. a#b. Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo de 8
animais por grupo. ANOVA. Two way; Teste Newman-Keuls. Veic: animais alimentados
por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina; GLP: animais

alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1

Apébs os experimentos com os animais “pair feeding" verificamos que apesar de
ndo existir diferenca no peso corporal a melhora na sensibilidade a insulina persistiu
nos animais tratados, portanto os préximos resultados apresentados sao dos animais

com alimentacdo ad libitum, jA que a melhora na sensibilidade a insulina nao foi

acarretada unicamente pela perda de peso.

O passo seguinte foi analisar o TAB para determinar se a melhora na
sensibilidade a insulina induzida pelo tratamento com o analogo de GLP-1 e exercicio
fisico foi acompanhada pela melhora na sinalizacao de insulina neste tecido. Para isso,
avaliamos a fosforilacao Akt. Observamos que a fosforilagdo em serina, em decorréncia
da estimulacao com insulina, mostrou-se melhorada tanto no grupo tratado com analago
de GLP-1 quanto no tratado com exercicio fisico de forma isolada e que o tratamento
concomitante resultou em um incremento ainda mais acentuado, ou seja, a presenca de

efeito aditivo entre os tratamentos (Figura 18)
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Figura 18: Via de sinalizacdo da insulina no Tecido Adiposo Branco. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilagdo em serina 473 da
proteina Akt. Expressdo da proteina total. Os dados estdo apresentados em média *
desvio padrao de 4 animais por grupo. Anova; Two way. Teste Newman-Keuls a#b. Veic-S
animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solu¢do salina e
foi mantido sedentario; GLP-S animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 e foi mantido sedentario; Veic-T animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina e treinado;
GLP-T animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de

GLP-1 e treinado.

Para verificarmos o estado de inflamacao sistémica, analisamos as citocinas
séricas e foi constatado que apenas os grupos tratados com andlogo de GLP-1
apresentaram reducgdes significativas das concentra¢des de TNF-a (Figura 19-A), IL-1f3
(figura 19-B) do que os grupos que receberam solugdo veiculo. Ja em relagdo a citocina

IL-10, anti-inflamatéria, ndo houve diferenca entre os qualquer um dos grupos.
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Figura 19: Niveis circulantes de, TNF-a, IL-18 e IL-10 ao final do experimento. (A)
TNF-a. (B) IL-1B (C) IL-10. Os dados estdo apresentados em média + desvio padrao de
10 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. azb. Veic: animais alimentados por
12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina; GLP: animais alimentados

por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Detectada as alteragdes nas citocinas inflamatoérias circulantes, verificamos a
influéncia do tratamento com o andlogo de GLP-1 e do exercicio fisico no perfil de
ativacdo das serinas quinases JNK e IKK no tecido adiposo branco. Encontramos que os
animais que passaram por intervenc¢do, seja da droga ou do treinamento fisico

apresentaram menor fosforilacdo da proteina JNK e também da IKK (figura 20-A e B).
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Figura 20: Vias inflamatdrias das serinas quinases JNK e IKK no Tecido Adiposo
Branco. Blots representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacao de
JNK e IKK. Expressdo da proteina total. Os dados estdo apresentados em média + desvio
padrao de 4 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. a#b. Veic: animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina; GLP:

animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Uma vez verifica a reducao das serinas quinases, buscamos investigar o nimero
de macrofagos M1 e M2, pois a literatura afirma que uma fonte importante de

inflamacao presente na obesidade € a infiltracdo de macréfagos para esse tecido.

As imagens de imunoflorescéncia foram examinadas para F4/80 (marcador de
macrofagos) ao final do experimento, e constatamos a diminuicdo dessa marcagdo para

os animais treinados e também para os tratados com analogo de GLP-1 (Figura 21-A).

A mesma técnica foi utilizada para determinar o nimero de macréfagos M2,
usamos para esse fim a co-marca¢do de F4/80 (vermelho) para macrofagos e MGL-1
(verde) para macrofagos M2. Na figura 21-B observamos que o exercicio fisico foi capaz
de aumentar a relagdo de macrofagos M2 /namero total de macrofagos e a que mesma

nao foi influenciada pelo medicamento.
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Figura 21: Caracterizacio da infiltracdo e polarizacio de macroéfagos.
Microfotografias representativas de marcacao F4/80 acompanhadas de quantificacdes
de células positivas para F4/80 (vermelho) e MGL-1 (verde) em tecido adiposo branco
dos grupos Veic-S, GLP-S, Veic-T e GLP-T ao final do experimento. Os dados estdo
apresentados em média * desvio padrdao de 3 a 5 animais por grupo. ANOVA; Teste

Newman-Keuls. *#Veic-S. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta
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hiperlipidica, recebeu solugao salina; GLP: animais alimentados por 12 semanas com

dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Como ja destacado na introdugdo, a importancia do tecido adiposo marrom vem
aumentando a cada dia, quando se trata de obesidade e resisténcia a insulina, portanto

esse tecido também foi alvo das nossas pesquisas no presente trabalho.

Em relacdo ao peso do tecido adiposo marrom no final do experimento
observamos que ndo houve efeito do tratamento com analogo de GLP-1 ou do exercicio
fisico sobre essa varidvel (Figura 22A). Porém o exercicio fisico de duas semanas foi
eficiente em aumentar o peso relativo do tecido adiposo marrom, ou seja, a quantidade

desse tecido em relagdo ao peso corporal total (figura 9-A).
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Figura 22: Caracterizacao da adiposidade. A: Peso do tecido adiposo marrom ao final
do experimento (g). B: Peso adiposo marrom relativo. Os dados estdo apresentados em
média + desvio padrao de 10 animais por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-Keuls
P < 0,05 a#b. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solugdo salina; GLP: animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Analisamos também a morfologia do TAM através da histologia e constatamos
que os animais Veic-S apresentam maior quantidade de gordura no interior dos

adipdcitos do que os grupos treinados e tratados com analogo de GLP-1 (Figura23).
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Figura 23: Caracterizacao morfoldgica do tecido adiposo marrom. Microfotografias
de marcagdo de HE ao final do experimento. As imagens sdo representativas de 1 animal
por grupo. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu
solugdo salina e foi mantido sedentario; GLP-S animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 e foi mantido sedentario; Veic-T animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solugao salina e treinado;
GLP-T animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de

GLP-1 e treinado.

Nao somente o tamanho do TAM é importante, mas também sua atividade e em
nosso trabalho mensuramos a atividade do tecido adiposo marrom através da expressao
da proteina UCP-1 e constatamos que os grupos treinados e tratados com GLP-1
possuem maior atividade da UCP-1 do que o grupo veiculo sedentario (figura 24),
caracterizando maior ativacdo do tecido adiposo marrom nos animais treinados e

tratados com analogo de GLP-1.
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Figura 24: Expressao das proteinas UCP-1 no Tecido Adiposo Marrom. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo marrom a UCP-1. Expressdo da proteina
total. P < 0,05 a#b. Os dados estao apresentados em + EPM de 4 animais por grupo.
Anova Two-way; Teste Newman-Keuls. Veic: animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina; GLP: animais alimentados por 12 semanas

com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1;

Para determinarmos a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo marrom,
examinamos as imagens de imunoflorescéncia utilizando a marcacdo F4/80 (marcador
de macréfagos) ao final do experimento, e constatamos a diminui¢do dessa marcagdo
para os animais treinados e também para os tratados com analogo de GLP-1 (Figura 25-
A). Podemos dizer desse modo que os animais treinados e tratados com analogo do GLP-
1 possuem menor quantidade total de macro6fagos no tecido adiposo marrom do que os

animais Veic-S.

A mesma técnica foi utilizada para determinar o numero de macréfagos M2,
usamos para esse fim a co-marca¢do de F4/80 (vermelho) para macrofagos e MGL-1
(verde) para macrofagos M2. Os resultados mostraram que somente o exercicio fisico foi
eficiente em aumentar a razao M2/total de macréfagos no tecido adiposo marrom

(Figura 25C).
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Figura 25: Caracterizacio da infiltracdo e polarizacio de macrofagos.
Microfotografias representativas de marcacao F4/80 acompanhadas de quantificacdes
de células positivas para F4/80 (vermelho) e MGL-1 (verde) em tecido adiposo marrom
dos grupos Veic-S, GLP-S, Veic-T e GLP-T ao final do experimento. Os dados estdo
apresentados em * Desvio padrao de 3 a 6 animais por grupo. P < 0.05 a#b. Anova Two-
way; Teste Newman-Keuls. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solucdo salina e foi mantido sedentario; GLP-S animais

alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 e foi
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mantido sedentario; Veic-T animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solugdo salina e treinado; GLP-T animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica recebeu analogo de GLP-1 etreinado.
4.3 Animais tratados com inibidor de DPP-4

Em relacdo ao peso corporal final, ndo observamos diferenca entre os grupos
(Figura 26), portanto o tratamento com inibidor de DPP-4 ou o exercicio fisico ndo

mostraram efeito sobre o peso corporal, ou seja, qualquer alteracao encontrada tera

ocorrido em virtude dos tratamentos.
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Figura 26: Caracterizacdo do peso corporal: Peso corporal ao final do
experimento. Os dados estdo apresentados em média * desvio padrdao de 10 animais
por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-Keuls; Veic: animais alimentados por 12
semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solugdo salina; DPP-S: animais alimentados

por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

A Figura 27-A mostra que o exercicio fisico foi eficiente em reduzir o peso do
TAB, sem efeito do medicamento inibidor de DPP-4. J& na figura 27-B estdo
apresentados os dados do peso do TAB relativo, onde podemos observar que o exercicio

fisico também foi eficiente em diminuir essa variavel.
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Figura 27: Caracterizacdao da adiposidade. A: Peso do tecido adiposo epididimal ao
final do experimento (g). B: Peso adiposo relativo. Os dados estdao apresentados em
média * desvio padrao de 10 animais por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-Keuls
P < 0,05 a#b. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solugdo salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

O passo seguinte foi analisar as condi¢cdes morfolégicas do TAB. Nesse contexto,

observamos que a maior area do adipdcito e formacao de crown like structure foram

encontradas nos animais sedentarios, que o exercicio fisico foi eficiente em atenuar
ambos (Figura 28). Contudo, nenhum efeito fora observado em relacdo ao tratamento

com o inibidor de DPP4


https://www.google.com.br/search?espv=2&amp;biw=1366&amp;bih=662&amp;q=crown%2Blike%2Bstructure&amp;spell=1&amp;sa=X&amp;ved=0ahUKEwjm1q2un-DRAhWMkpAKHW2fDSkQvwUIFygA
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Veic-T DPP-T

Figura 28: Caracterizacio morfoléogica do tecido adiposo epididimal.
Microfotografias de marcacdo de HE ao final do experimento. As imagens sdo
representativas de 1 animal por grupo. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica, recebeu solucdo salina e foi mantido sedentario; DPP-S animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e foi
mantido sedentario; Veic-T animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solucdo salina e treinado; DPP-T animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e treinado.
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Avaliamos o grau de desenvolvimento da resisténcia a insulina apds os
tratamentos isolados ou concomitantes com o inibidor de DPP4 e exercicio fisico. Na
Figura 29-A vemos que a glicemia do grupo Veic-S esteve elevada em relagdo aos demais
grupos ao longo de todo o desafio. Ao calcularmos a constante de remog¢ao de glicose
(KITT) verificamos que os animais Veic-S possuem menor KITT do que os demais grupos

(Figura 29B).
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Figura 29: Caracterizacao da Tolerancia a Insulina. (A): Curva de resposta da glicose
durante o teste de tolerancia a insulina ao final do experimento. (B): KITT. a#b. Os
dados estdo apresentados em média + desvio padrao de 10 animais por grupo. Anova.
Two way. Teste Newman-Keuls. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solugao salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com

dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

O passo seguinte foi observar o desenvolvimento da intolerdncia a glicose ao fim
do tratamento com exercicio fisico e o inibidor de DPP-4 A Figura 30-A mostra a cinética
da glicemia durante o TTG, nele podemos observar que os animais dos grupos tratados
com inibidor de DPP-4 e do grupo treinado apresentaram menores valores de glicemia
ao longo do teste. Enquanto que na figura 30-B vemos que o grupo Veic-S possui maior
area sob a curva de glicose (AUC) durante o TTG do que os demais grupos, indicando
que os animais sedentdrios e sem a interven¢do com o medicamento apresentavam

significativa intolerancia a glicose.
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Figura 30: Caracterizacdo da Tolerancia a Glicose. (A): Teste de tolerancia a glicose
ao final do experimento. (B): AUC. a#b. Os dados estao apresentados em média + desvio
padrdao de 12 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. Veic: animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucao salina; DPP-S:

animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

Na Figura 31 estao presentes os dados de taxa metabdlica, os animais treinados e
os tratados com inibidor de DPP-4 possuem maiores valores de taxa metabdlica do que

os animais Veic-S.

Analisamos também a taxa metabdlica dos animais ao final do experimento e
observamos que o grupo Veic-S possui menor taxa metabolica do que os demais grupos
(Figura 31). Portanto o exercicio fisico e o tratamento com o inibidor de DPP_4

mostram-se eficientes em aumentar a taxa metabdlica nos animais obesos.
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Figura 31:Taxa Metabélica. Taxa metabolica ao final do experimento. a#zb. Os dados estdo
apresentados em média + desvio padrao de 8 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls.

Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solucdo
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salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu

inibidor de DPP-4

Apés verificarmos que as interven¢des com inibidor de DPP-4 e exercicio fisico
foram positivas para a sensibilidade a insulina e tolerdncia a glicose averiguamos os
niveis sérico de insulina e verificamos niveis reduzidos desse hormo6nio nos animais
exercitados quando comparados aos sedentarios, e a droga ndo produziu qualquer efeito

significativo (figura 32).
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Figura 32: Insulina Sérica. Insulina sérica ao final do experimento. a#b. Os dados estdo
apresentados em média * desvio padrao de 8 animais por grupo. ANOVA; Teste
Newman-Keuls a#b. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solucdo salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com dieta

hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

O passo seguinte foi analisar o TAB para determinar se a melhora na
sensibilidade a insulina induzida pelo tratamento com o inibidor de DPP-4 e exercicio
fisico foi acompanhada pela melhora na sinalizacao de insulina neste tecido. Para isso,
avaliamos a fosforilacdo Akt. Observamos que a fosforilagdo em serina, em decorréncia
da estimulacdo com insulina, mostrou-se melhorada tando no grupo tratado com
inibidor de DPP-4 quanto no tratado com exercicio fisico de forma isolada e que o
tratamento concomitante resultou em um incremento ainda mais acentuado, ou seja, a

presenca de efeito aditivo entre os tratamentos (Figura 33)
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Figura 33: Via de sinalizacdo da insulina no Tecido Adiposo Branco. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacdo em serina 473 da
proteina Akt. Expressdao da proteina total. Os dados estdo apresentados em média *
desvio padrao de 4 animais por grupo. Anova; Two way. Teste Newman-Keuls a#b. Veic:
animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solu¢do salina;

DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de

DPP-4

Para verificarmos o estado de inflamacdo sistémica analisamos as citocinas
séricas e foi constatado que apenas os grupos tratados com inibidor de DPP-4
apresentaram redugdes significativas das concentra¢des de TNF-a (Figura 34-A), IL-13
(figura 34-B) do que os grupos que receberam solugao veiculo. Ja em relacdo a citocina

IL-10, anti-inflamatéria, ndo houve diferenca entre os qualquer um dos grupos.
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Figura 34: Niveis circulantes de, TNF-«, IL-1f8 e IL-10 ao final do experimento. (A)
TNF-a. (B) IL-1B (C) IL-10. Os dados estdo apresentados em média *+ desvio padrdo de
10 animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. azb. Veic: animais alimentados por
12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solu¢do salina; DPP-S: animais alimentados

por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

Detectada as alteragdes nas citocinas inflamatdérias circulantes, verificamos a
influéncia do tratamento com o inibidor de DPP-4 e do exercicio fisico no perfil de
ativacdo das serinas quinases JNK e IKK no tecido adiposo branco. Encontramos que os
animais que passaram por intervenc¢do, seja da droga ou do treinamento fisico

apresentaram menor fosforilacdo da proteina JNK e também da IKK (figura 35-A e B).
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Figura 35: Vias inflamatérias das serinas quinases JNK e IKK no Tecido Adiposo Branco.
Blots representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilagio de JNK e IKK.
Expressdo da proteina total. Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo de 4
animais por grupo. ANOVA; Teste Newman-Keuls. azb. Veic: animais alimentados por 12
semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solu¢do salina; DPP-S: animais alimentados

por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

Uma vez verifica a reducao das serinas quinase buscamos investigar o numero de
macrofagos total e M2, pois a literatura afirma que uma fonte importante de inflamagao

presente na obesidade ¢ a infiltracao de macrdéfagos para esse tecido.

As imagens de imunoflorescéncia foram examinadas para F4/80 (marcador de
macrofagos) ao final do experimento, e constatamos a diminuicao dessa marcac¢ao para

os animais treinados e também para os tratados inibidor de DPP-4 (Figura 36-A).

A mesma técnica foi utilizada para determinar o nimero de macréfagos M2,
usamos para esse fim a co-marca¢do de F4/80 (vermelho) para macréfagos e MGL-1
(verde) para macréfagos M2. Na figura 36-B observamos que o exercicio fisico foi capaz
de aumentar a relacdo de macréfagos M2 /namero total de macréfagos e a que a mesma

nao foi influenciada pelo medicamento.



Dapi MGL-1

DPP-S Veic-S

Veic-T

DPP-T

3 Veic
a = DPP

104

0 T T
)
RN
2
e}‘@ &
& .

Células positivas para F4/80 por campo
o

F4/80

M2/Total de macréfagos

120+
1004
80+
60-
40-
20+

Merge

a b
| I
© &
&
& &

57

3 Veic
B3 DPP

Figura 36: Caracterizacio da infiltracdo e polarizacio de macroéfagos.

Microfotografias representativas de marcacao F4/80 acompanhadas de quantificacdes

de células positivas para F4/80 (vermelho) e MGL-1 (verde) em tecido adiposo branco

dos grupos Veic-S, GLP-S, Veic-T e GLP-T ao final do experimento. Os dados estdo
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apresentados em média * desvio padrdao de 3 a 5 animais por grupo. ANOVA; Teste
Newman-Keuls. a#b. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solu¢do salina e foi mantido sedentario; DPP-S animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e foi
mantido sedentdrio; Veic-T animais alimentados por 12 semanas com dieta
hiperlipidica, recebeu solugdo salina e treinado; DPP-T animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e treinado.

Como ja destacado na introdugdo, a importancia do tecido adiposo marrom vem
aumentando a cada dia, quando se trata de obesidade e resisténcia a insulina, portanto

esse tecido também foi alvo das nossas pesquisas no presente trabalho.

Em relacdo ao peso do tecido adiposo marrom no final do experimento
observamos que ndo houve efeito do tratamento com inibidor de DPP-4 ou do exercicio
fisico sobre essa variavel (Figura 37A). Porém, o exercicio fisico de duas semanas foi
eficiente em aumentar o peso relativo do tecido adiposo marrom, ou seja, a quantidade

desse tecido em relagdo ao peso corporal total (Figura 37-A).
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Figura 37: Caracterizacdo da adiposidade. A: Peso do tecido adiposo marrom ao final
do experimento (g). B: Peso adiposo marrom relativo. Os dados estdo apresentados em
média * desvio padrdo de 10 animais por grupo, Anova Two-way; Teste Newman-Keuls P

< 0,05 a#b. Veic: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu



59

solucao salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica

recebeu inibidor de DPP-4

Analisamos também a morfologia do TAM através da histologia e constatamos
que os animais Veic-S apresentam maior quantidade de gordura no interior dos
adipocitos do que os grupos treinados e tratados com inibidor de DPP-4 (Figura 38).

Veic-S

Figura 38: Caracterizacao morfoldgica do tecido adiposo marrom. Microfotografias
de marcacdo de HE ao final do experimento. As imagens sdo representativas de 1 animal
por grupo. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu
solugdo salina e foi mantido sedentario; DPP-S animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e foi mantido sedentario; Veic-T animais
alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solugdo salina e treinado;
DPP-T animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de

DPP-4 e treinado.

Nao somente o tamanho do TAM é importante, mas também sua atividade e em
nosso trabalho mensuramos a atividade do tecido adiposo marrom através da expressao
da proteina UCP-1 e constatamos que os grupos treinados e tratados com inibidor de

DPP-4 possuem maior atividade da UCP-1 do que o grupo veiculo sedentario (figura 39),
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caracterizando maior ativagdo do tecido adiposo marrom nos animais treinados e

tratados com inibidor de DPP-4.
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Figura 39: Expressao das proteinas UCP-1 no Tecido Adiposo Marrom. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo marrom a UCP-1. Expressdo da proteina
total. P < 0,05 a#b. Os dados estdo apresentados em + EPM de 4 animais por grupo.
Anova Two-way; Teste Newman-Keuls. Veic: animais alimentados por 12 semanas com
dieta hiperlipidica, recebeu solugdo salina; DPP-S: animais alimentados por 12 semanas

com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4

Para determinarmos a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo marrom,
examinamos as imagens de imunoflorescéncia utilizando a marca¢ao F4/80 (marcador
de macroéfagos) ao final do experimento, e constatamos a diminuicdo dessa marcac¢ao
para os animais treinados e também para os tratados com inibidor de DPP-4 (Figura 40-
A). Podemos dizer desse modo que os animais treinados e tratados com inibidor de DPP-
4 possuem menor quantidade total de macréfagos no tecido adiposo marrom do que os

animais Veic-S.

A mesma técnica foi utilizada para determinar o nimero de macréfagos M2,
usamos para esse fim a co-marca¢do de F4/80 (vermelho) para macréfagos e MGL-1
(verde) para macroéfagos M2. Os resultados mostraram que somente o exercicio fisico

foi eficiente em aumentar a razao M2 /total de macréfagos no tecido adiposomarrom

(Figura 40C).
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Figura 40: Caracterizacio da infiltracdo e polarizacio de macroéfagos.
Microfotografias representativas de marcacao F4/80 acompanhadas de quantificacdes
de células positivas para F4/80 (vermelho) e MGL-1 (verde) em tecido adiposo marrom
dos grupos Veic-S, DPP-S, Veic-T e DPP-T ao final do experimento. Os dados estdo
apresentados em * EPM de 3 a 6 animais por grupo. * P < 0.05 vs. Veic-S. ANOVA; Teste
de Bonferroni. Veic-S animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica,
recebeu solucdo salina e foi mantido sedentario; DPP-S animais alimentados por 12

semanas com dieta hiperlipidica recebeu inibidor de DPP-4 e foi mantido sedentario;
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Veic-T animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica, recebeu solugdo
salina e treinado; DPP-T animais alimentados por 12 semanas com dieta hiperlipidica

recebeu inibidor de DPP-4 e treinado.

5. Discussao

Para o tratamento da DM2, inicialmente preconiza se mudanga no estilo de vida,
exercicio fisico e alimentacdo balanceada (principalmente reducdo do consumo de
carboidratos simples). Porém, muitas vezes essas medidas ndo sio suficientes para
controlar a glicemia (48). Sendo assim, o tratamento medicamentoso é necessario. Ha
diversas classes de medicamentos para o tratamento do DM2, dentre elas temos as
sulfoniluréias, que aumentam a secre¢do de insulina e os inibidores de alfa glucosidade,
diminuem a velocidade de absorg¢do dos carboidratos, resultando em uma diminui¢do da
glicemia apds as refeicdes. Na classe dos sensibilizadores, temos a metformina, que
aumenta a sensibilidade periférica a insulina e reduz a neoglicogénese pelo figado. As
tiazolidinedionas, estimulam a diferenciacao de adipécitos e reduzem a circulagdo de
citocinas inflamatorias. Temos também os inibidores da SGLT2, provocam aumento da

glicosuria e consequentemente reducao na glicemia (49)

Uma classe de medicamentos mais recentes e que tem se destacado sdo os
inibidores de DPP-4 e os analogos de GLP-1, pois dentre os medicamentos sdo os que
possuem menor incidéncia de eventos hipoglicemiantes e possuem boa aderéncia por
parte dos pacientes, com raros efeitos colaterais. Essas drogas aumentam os niveis de
GLP-1, acarretando aumento da sintese e secre¢do de insulina, além da redugdo do
glucagon (50). Entretanto, é possivel que essas drogas induzam também outros efeitos

benéficos ainda ndo investigados.

No presente estudo, avaliamos o efeito do exercicio fisico e dos
incretinomimeéticos, isolados ou associados, na RI, na infiltracao de macréfagos no TAB e
TAM e o fendmeno inflamatorio subclinico em ratos da linhagem Wistar alimentados

com dieta hiperlipidica.

Inicialmente foi realizado uma caracterizagdo dos animais alimentados com dieta

hiperlipidica por 12 semanas. A comparacaos desses animais com os animais que foram
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alimentados com dieta padrdo para roedores, mostram que os animais em dieta
hiperlipica possuem maior peso corporal, menor sensibilidade a insulina, niveis
elevados de citocinas inflamatorias circulantes bem como maior inflamag¢do do tecido
adiposo branco e menor sensibilidade a insulina nesse mesmo tecido, caracterizando o

modelo como adequado aos nossos objetivos.

Nossos resultados mostram que o tratamento com andlogo do GLP-1 foi eficiente
em diminuir o peso corporal e a ingestdao alimentar de ratos alimentados com DH, em
concordancia com a literatura, tanto em modelos experimentais como em humanos (51-

56).

0 mecanismo pelo qual a diminuicdo da ingestao alimentar ocorre nos animais que
receberam o analogo de GLP-1 ja é descrito. Basicamente existe atuacao do analogo de
GLP-1 tanto no hipotalamo quanto nas vias vagais, levando a um quadro de anorexia (57,

58).

Outra possivel explicagdo para a diminuicido do peso corporal e melhora
metabolica é o aumento da atividade do TAM, que esta diretamente ligado ao aumento
da atividade da proteina UCP-1 encontrado no presente estudo, acarretando maior taxa

metabdlica.

O estudo de Xu e col. mostrou que o tratamento com o exenatide aumentou a

atividade da UCP-1 do TAB e esse aumento foi mediado principalmente pela SIRT1 (59).

Outro estudo mostrou o aumento da atividade da UCP-1 no TAM, porém a infusdo
do analogo de GLP-1 foi realizado via intracerebroventricular (60). Lockie e col.
demonstraram que a administracao aguda de GLP-1 aumentou a temperatura do TAM e
diminuiu a ingestdo alimentar na janela de 24 h. Esses autores afirmam ainda que a
termogénese do TAM é um dos mecanismos utilizados para a manutenc¢do do balango

energético (61).

Por outro lado, o exercicio fisico ndo alterou o peso corporal. A literatura é rica em
estudos que mostraram melhora na sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio

fisico agudo ou cronico, sem alteracdo no peso corporal (32, 62-64).

Em acordo com nossos dados Carvalho e col. ndo encontraram diferenca de peso

corporal em animais alimentados com dieta palatavel e submetidos ao exercicio fisico
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(65). Esses dados também sdo observados em humanos. Adolescentes classificados com
sobrepeso ou obesidade que foram submetidos a diferentes modalidades de
treinamento (resistidos, aerdbios ou combinados) nao mostraram diferenca no peso

corporal (66).

Os estudos da literatura que apresentaram alteragdo no peso corporal, provocados
pelo exercicio fisico, utilizaram diferentes protocolos de exercicios ou até diferentes
linhagens de animais. Xu e col. mostraram alteracdo de peso corporal nos animais
treinados, porém utilizaram camundongos e o treinamento fisico foi realizado
concomitantemente a introdu¢do da dieta hiperlipidica (67). Entretanto, no presente
trabalho o exercicio fisico foi introduzido apds 12 semanas de dieta hiperlipidica,

portanto ja com um quadro de obesidade instalado.

Apesar de nao termos encontrado diferenca no peso corporal para os animais
treinados, verificamos que o peso do TAB foi menor nesses animais e nos animais
tratados com o analogo de GLP-1. Uma menor area do adipdcito também foi encontrada
nos respectivos grupos e isso é de grande importancia, pois em individuos obesos com
grande aumento do tamanho do adipdcito, a infiltracdo de macrofagos M1 é aumentada
e 0 aumento do adipdcito também pode ser relacionado com a resisténcia a insulina (20,

68).

Corroborando nossos dados Zhu e col. mostraram que o analogo de GLP-1 foi
eficiente em diminuir a area do adipécito tanto no tecido adiposo epididimal quanto no

tecido adiposo perirrenal (56).

A diminuicao do tecido adiposo visceral é de grande importancia, pois diversos
estudos demonstram que a centralizagdo do tecido adiposo nessa regido, tem papel
importante na indugdo da resisténcia a insulina. Isso se deve ao fato de que o tecido
adiposo visceral secreta maiores quantidades de citocinas proé-inflamatérias do que o
tecido adiposo da regido subcutdnea (69). Mudancas no estilo de vida pode levar a um

decrécimo nesses depdsitos viscerais , melhorando a resisténcia a insulina (70, 71).

J& o tratamento com inibidor de DPP-4 ndao mostrou influéncia sobre o peso
corporal ou sobre o depdsito do tecido adiposo epididimal, traduzindo bem o que ocorre
em humanos, como demonstrado recentemente em uma metanalise (72). Ainda,

segundo a mesma metanalise, apesar de ndo haver mudanca no peso corporal o inibidor
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de DPP-4 apresenta boa eficacia sobre o controle glicémico e o mesmo foi observado por

nosso estudo.

0 efeito classico, dos medicamentos incretinomiméticos é aumentar a secregdo de
insulina dependente de glicose. Entretanto, em estudos posteriores foram constatados
novos efeitos, como diminuicdo da secrecao de glucagon, aumento da sensibilidade
periférica a insulina, entre outros. Esses efeitos vem sendo demonstrado por diferentes

estudos tanto em modelo experimental quanto na pratica clinica (73-77).

Assim como os medicamentos incretinomiméticos o exercicio fisico também
demonstrou beneficios na sensibilidade a insulina, melhorando a tolerancia a glicose e a
tolerancia a insulina, e adicionalmente, reduziu os niveis de insulina circulantes em

jejum, dados ja estabelecidos na literatura (77-79).

A diminuicdo dos niveis circulantes de insulina encontrada nos animais treinados,
merece destaque, pois Pedersen e col. demonstraram que a hiperinsulinemia
relacionada a obesidade, pode contribuir para a inflama¢do do tecido adiposo. A
diminuicao dos niveis de insulina circulante em ratos obesos, por tratamento com
estreptozotocina, diminuiu o teor de macréfagos no TAB, aumentando a fosforilacao de

Akt estimulada pela insulina e a lipogénese (80).

A melhora na sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio fisico e pelos
medicamentos incretinomiméticos, provavelmente é consequéncia da recuperacao da
sinalizacdo de insulina, com aumento da fosforilacao da proteina AKT no tecido adiposo
branco desses animais. E conhecido que a AKT quando estimulada por insulina faz com
que o GLUT-4 se transloque para a membrana plasmatica promovendo entrada da

glicose na célula (81).

Apos constatarmos a diminuicao do peso corporal e a melhora na sensibilidade a
insulina, nos animais tratados com analogo de GLP-1, realizamos um experimento com
consumo de alimento pareado, para que fosse descartada a possibilidade de que o
incremento da sensibilidade a insulina fosse devido unicamente a perda de peso

corporal.
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Os resultados desse experimento mostraram que apesar de nao existir diferenca
de peso corporal entre os grupos, a diferenca na sensibilidade a insulina persistiu,

também em conformidade com a literatura (32, 63).

E fato bem estabelecido que na obesidade hd um aumento na secrecio das
citocinas inflamatodrias (68). As citocinas inflamatdrias e os sinais quimiotaticos, como o
MCP1, secretados pelos adipodcitos hipertrofiados, recrutam mondcitos circulantes, os
quais infiltram o tecido adiposo (5). Os mondcitos ao se infiltrarem no tecido adiposo
disfuncional, tornam-se macréfagos M1, que reforcam a producdo das citocinas

inflamatorias.

Ja os macrofagos M2 presentes no tecido adiposo, quando inseridos em um
ambiente inflamatério podem se polarizar para o perfil M1, causando um desequilibrio
na razao de macro6fagos M1/M2, que por sua vez estd diretamente ligada com o aumento

da resisténcia a insulina (20).

0 bloqueio de vias de sinalizacao inflamatéria ou infiltracdo de células imunes no
tecido adiposo melhora a sensibilidade a insulina (82). Algumas drogas tem sido usadas
para reduzir a quimiotaxia de macrofagos para o TAB, acarretando melhora na

sensibilidade a insulina (83).

As drogas incretinomiméticas, foram capazes de diminuir as citocinas
inflamatérias circulantes, assim como promover a diminuicdo da ativagdo da JNK e da

IKK no tecido adiposo branco.

Segundo Hotamisligil e colaboradores a ativacdao da JNK e da IKK é um dos
principais mecanismos que desencadeia a resisténcia a insulina (84). Portanto a melhora
encontrada na sensibilidade a insulina nesse estudo pode estar diretamente ligada a

diminui¢do da inflamacao.

Corroborando nossos dados, varios estudos apontam que tanto o tratamento com
analogo de GLP-1 (85), inibidor de DPP-4 (86) quanto o exercicio fisico tem
propriedades anti-inflamatérias (87). Porém nenhum estudo conjugou o tratamento
medicamentoso e o exercicio fisico para verificar os niveis de melhora nos aspectos

inflamatdrios e consequentemente na sensibilidade a insulina.
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Estudo com ilhotas pancreaticas humanas mostrou que o tratamento com
exenatide, um agonista do GLP-1, ndo apenas diminuiu mediadores inflamatérios, mas
também regulou o recrutamento de células do sistema imune, protegendo dessa forma
as ilhotas pancreaticas (88). Em nosso estudo, verificamos que o aumento de GLP-1

circulante diminui a inflamagao no tecido adiposo.

O tecido adiposo de individuos obesos possuem maior nimero de macréfagos M1
do que em individuos magros e isso esta relacionado ao desenvolvimento da resisténcia
a insulina, verificamos que o aumento da disponibilidade de GLP-1 e o exercicio fisico foi
eficiente em diminuir o nimero de macréfagos M1, tanto no tecido adiposo branco
quanto no tecido adiposo marrom, o que pode contribuir para a melhora da

sensibilidade a insulina encontrada nesses grupos.

0 exercicio fisico também foi capaz de aumentar os macrofagos M2 tanto no tecido
adiposo branco quanto no tecido adiposo marrom. Isso é de extrema relevancia, pois
esse perfil de células imunes tem a capacidade de secretar citocinas anti-inflamatérias. O
aumento dos macréfagos M2 esta ligado ainda a melhora da sinalizagdo a insulina e a

diminuicdo da inflamacdo do TAB (20).

Os macroéfagos de ativacdo alternativa tem um importante papel também na
termogénese. Em ambientes frios, os macréfagos M2 liberam catecolaminas no tecido
adiposo branco para que haja liberagdo de lipidios, os quais servirdo de combustivel
para o tecido adiposo marrom produzir calor. Os macrofagos anti-inflamatorios
residentes no tecido adiposo marrom também secretam catecolaminas para reforgar e

manter a termogénese (23).

Corroborando nossos dados Kawanishi e col. utilizando protocolo de exercicio
cronico em animais alimentados com DH, também constataram o papel do exercicio
fisico em coordenar a resposta inflamatéria, demonstrando diminui¢do do nimero de
macrofagos M1 e maior numero de macréfagos M2 em animais treinados (89). No nosso
grupo, Oliveira e col. demonstraram que o exercicio fisico agudo em animais obesos é

capaz de levar a um aumento de macrofagos M2 no tecido adiposo branco (32).

Segundo uma recente revisao da literatura tanto medicamentos inibidores de DPP-

4 quanto analogo de GLP-1 tem um importante papel na diminui¢cdo da aterosclerose e
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esse efeito é atribuido principalmente a capacidade desses medicamentos de diminuir a

inflamagdo e o nimero de macro6fagos (90).

Em resumo, os medicamentos incretinomiméticos e o exercicio fisico foram
eficientes em diminuir os depésitos do tecido adiposo na regido visceral, o tamanho dos
adipocitos tanto no TAB quanto no TAM, melhoraram a sensibilidade a insulina,
aumentaram a fosforilagdo da AKT, taxa metabdlica, atividade do TAM, diminuiram a

inflamacgdo e reduziram o nimero de macro6fagos no TAB e TAM.

0 exercicio fisico por sua vez, ainda diminuiu a quantidade de insulina sérica e
aumentou o nimero de macr6fagos M2 tanto no TAB quanto no TAM. Nao houve efeito
aditivo, sugerindo que tanto o exercicio fisico quanto os medicamentos
incretinomiméticos podem ter acdes similares na diminuicdo da infiltracdo de

macroéfagos no TAB e na melhora da sensibilidade a insulina.

0 tratamento ndo medicamentoso com exercicio fisico para individuos portadores
de DM2 e ndo diabéticos deve ser encorajado, pois o exercicio acarreta diversas
alteracdes metabdlicas e nao metabodlicas benéficas, que vao além das melhoras
alcancadas por medicamentos; como exemplo vemos melhora da aptidao
cardiorrespiratdria, aumento da massa magra, aumenta a expectativa de vida, melhora
na saude mental, melhora a qualidade do sono, diminui o risco de doengas coronarianas,

hipertensao, osteoporose e alguns tipos de canceres.
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Figura 41: Esquema dos resultados dos efeitos do analogo de GLP-1: Diminuicao
das citocinas inflamatérias circulantes,reducdo do TAB, diminuicdo da fosforilacdo da
JNK e IKK, diminui¢do dos macréfagos e aumento da fosforilagio da AKT do TAB,
aumento da atividade da proteina UCP-1 do TAM e diminuicad da infiltracdo de

macroéfagos no mesmo tecido.
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Figura 42: Esquema dos resultados dos efeitos do inibidor do DPP-4: Diminuicdo
das citocinas inflamatérias circulantes, diminuicdo da fosforilacio da JNK e IKK,
diminuicdo dos macrofagos e aumento da fosforilacado da AKT no TAB, aumento da
atividade da proteina UCP-1 do TAM e diminuicad da infiltracdo de macrofagos no

mesmo tecido.
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Figura 43: Esquema dos resultados dos efeitos do exercicio fisico: Diminuicdo da
insulina sérica,reduciao do TAB, diminuicao da fosforilacao da JNK e IKK, diminuicao dos
macroéfagos, aumento dos macréfagos M2 e aumento da fosforilagio da AKT do TAB,
aumento da atividade da proteina UCP-1 do TAM e diminuicad da infiltracdo de

macroéfagos e aumento dos macréfagos M2 no mesmo tecido.
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