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A obesidade representa o maior fator de risco para o desenvolvimento de doengas como
diabetes tipo 2, dislipidemia, esteatose hepdtica, doencas vasculares e alguns tipos de
canceres. Embora o aumento do tecido adiposo seja a principal caracteristica da obesidade,
nem todo depdsito de gordura € prejudicial. Isso se deve ao fato do tecido adiposo ser
subdividido em dois tipos: branco e marrom, os quais apresentam caracteristicas bem
distintas. O tecido adiposo branco estoca energia na forma de triglicerideos, produz a
secrecao de varios tipos de citocinas inflamatdrias e o seu aumento estd associado a um estado
inflamatério subclinico do organismo. Ja o tecido adiposo marrom é especializado na
dissipacdo da energia em forma de calor, estudos vém mostrando a sua associacdo com a
melhora da resisténcia a insulina e menor indice de massa corporal, por isso, 0 seu aumento
pode ser potencial alvo para o tratamento de sindromes metabdlicas. Paralelamente, estudos
comprovaram que o exercicio fisico, quando praticado de forma cronica, pode exercer
importante efeito anti-inflamatdrio nos obesos. Este efeito estd associado a redugdo da massa
de tecido adiposo branco e estudos comprovaram que o exercicio também é capaz de
promover o aumento da massa do tecido adiposo marrom. No entanto, ainda nao esté claro
quais os mecanismos envolvidos para tais beneficios. Diante disso, o objetivo do nosso
trabalho foi avaliar o efeito profildtico do exercicio cronico sobre a massa do tecido adiposo
(branco e marrom), marcadores inflamatorios e resisténcia a insulina em ratos alimentados
com dieta hiperlipidica. Além de verificar os mecanismos pelos quais o exercicio € capaz de
aumentar a atividade termogénica do tecido adiposo marrom. Para isso, utilizamos ratos
Wistar, divididos em 3 grupos: animais alimentados com dieta padrdo para roedores (CTL),
animais alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) e animais alimentados com dieta
hiperlipidica e submetidos ao treinamento de natacdo (EXE). O protocolo de treinamento
utilizado foi de 8 semanas. Nossos resultados mostraram que o exercicio cronico de 8
semanas foi capaz de atenuar o desenvolvimento da massa de gordura e a expressdo das
proteinas de formacao do tecido adiposo branco (TAB); apresentou efeito protetor contra a
intolerancia a glicose e RI. Fora também observado a redugdo dos circulantes de LPS, TNF-
a ¢ AGLs, além da expressdo das serinas quinases JNK E IKK. Além disso, os dados
demonstram ainda o efeito positivo do exercicio na via de sinalizacdo da insulina; aumento

da massa do tecido adiposo marrom (TAM) e da expressdo de proteinas envolvidas no
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processo de termogénese. Por tltimo, verificamos que o exercicio cronico foi capaz de
atenuar a infiltracdo de macréfagos no TAM e promover maior polarizacdo de macréfagos
do tipo M2 no TAM. A partir dessas andlises, podemos entender em parte que o exercicio
fisico, quando aplicado antes do estabelecimento da obesidade, é capaz de atenuar o quadro
de resisténcia a insulina e os efeitos deletérios da inflamacgdo causada pela dieta hiperlipidica.
Além de contribuir para a maior atividade do TAM através de um mecanismo orquestrado

pela ativacdo alternativa de macréfagos.
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Obesity is a major risk factor for the development of diseases such as type 2 diabetes,
dyslipidemia, fatty liver, vascular disease and some cancers. Although the increase in adipose
tissue is a hallmark of obesity, not every deposit of fat is harmful. This is because adipose
tissue is subdivided into two types: white and brown, which have very different
characteristics. White adipose tissue stocks energy in the form of triglycerides, and it is
responsible to the secretion of various cytokines and their increase is associated with a
proinflammatory state of the organism. As brown adipose tissue is specialized in the
dissipation of energy as heat, studies have shown its association with improved insulin
resistance and lower body mass index. Therefore, its increase may be a potential target for
the treatment of metabolic syndromes. In parallel, studies have shown that chronic exercise
may have an important anti-inflammatory effect on obesity due to a reduction mass of white
adipose tissue and the capacity to promote the increased mass of brown adipose tissue.
However, it remains unclear which mechanisms are involved for such benefits. Therefore,
the aim of our study was to evaluate the prophylactic effect of chronic exercise on the mass
of adipose tissue (white and brown), inflammatory markers and insulin resistance in high-fat
diet rats. Besides, our study verified the mechanisms by which exercise can increase the
thermogenic activity of brown adipose tissue. For this, we used 6 weeks male Wistar rats,
which were divided into 3 groups as follows: animals fed with standard rodent diet (CTL)
animals fed with high fat diet (HFD) and animals fed with high fat diet and submitted to
swimming training (EXE). The training protocol used was 8 weeks. Our results showed that
8 weeks of chronic exercise was able to attenuate the development of fat mass and protein
expression formation of white adipose tissue (WAT). It was also shown a protective effect
against glucose intolerance and insulin and observed a reduction of circulating LPS, TNF-a
and FFA, in addition to the expression of serine kinases JNK and IKK. The results also
demonstrate the positive effect of exercise on insulin signaling pathway, increasing the mass
of brown adipose tissue (BAT) and the expression of proteins involved in the thermogenesis
process, which resulted in higher accumulation of fat in the adipocytes of TAM. Finally, we
found that chronic exercise was able to attenuate the infiltration of macrophages in the TAM
and promote greater polarization of the type M2 macrophages in TAM. From these analyses,

we can understand in part that exercise, when applied before the onset of obesity, is able to
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attenuate the context of insulin resistance and the deleterious effects of inflammation caused
by high-fat diet, contributing to the higher activity of TAM through an alternative

orchestrated macrophage activation mechanism.
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1- INTRODUCAO

1.1 Obesidade

Atualmente, a obesidade € considerada uma epidemia mundial, visto que, projecdes
feitas pela Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) apontam para prevaléncias maiores que
50% nos Estados Unidos e maiores que 25% no Brasil, no ano de 2025 (Figura 1) (Kopelman,
2000). A obesidade pode ser caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal, com
potencial prejuizo a saide, decorrente de vérios fatores como os genéticos e ambientais, que
envolvem padroes dietéticos e de atividade fisica ou ainda fatores individuais de
susceptibilidade bioldgica (Kopelman, 2000). Para o seu diagndstico, o método mais
comumente utilizado é o Indice de Massa Corporal (IMC), obtido por meio da férmula que
combina peso e altura (IMC=peso/altura?). Segundo a OMS, o diagndstico € feito da seguinte
forma: sobrepeso, IMC > 25 Kg/m?; pré-obesidade, IMC 25 a 29,9 Kg/m?; obesidade grau I,
IMC 30 a 34,9 Kg/m?; obesidade grau II, IMC 35 a 39,9 Kg/m? e obesidade grau III com
IMC >40 Kg/m? (ABESO, 2009).
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Figura 1- Projecdo da prevaléncia da obesidade (IMC > 30kg/m?) nos Estados Unidos,
Austrélia, [Thas Mauricio, Austrédlia e Brasil. Adaptado: Kopelman. Nature, v. 40, p.
635-643, 2000.




A obesidade também apresenta-se como fator determinante no desenvolvimento de
inimeras doencas, dentre elas: hiperinsulinemia, resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), dislipidemias, doenca coronariana, doenga da vesicula biliar e alguns tipos de
canceres (Jakicic e Otto, 2005). Evidéncias apontam a inflamag¢ao como principal elo de
ligacdo entre obesidade e RI, sendo esta relagdo considerada fator crucial para o
desenvolvimento da DM2 (Wellen e Hotamisligil, 2005; Cani et al, 2007).
Consequentemente, o aumento da incidéncia de obesidade resulta em crescimento dos casos
de RI. Tal resisténcia € destacada ndo s6 por reduzir o transporte e metabolismo da glicose
tanto nos adipdcitos quanto no musculo esquelético e musculatura lisa vascular, mas também
por comprometer a regulacdo da producdo hepdtica de glicose (Reaven, 1995, Stumvoll et
al., 2005). Nesse sentido, a ativacdo de vias inflamatorias parece modular negativamente a
via de sinalizacdo a insulina nos principais tecidos sensiveis a acdo desse hormonio (Wellen
e Hotamisligil, 2005). Entretanto, os mecanismos para a ativacdo das vias inflamatdrias
induzidas pela obesidade, bem como, em que tecido esta inflamacdo se inicia, ainda nao

foram totalmente elucidados.

A dieta rica em gordura saturada é um fator determinante no desenvolvimento da
obesidade, pois, além de conduzir a um balanco energético positivo, promover aumento do
tecido adiposo e consequentemente do peso corporal, pode ainda desencadear um processo
inflamatério sobre alguns tecidos, dentre os quais o adiposo apresenta um certo destaque
(Calder e Grimble, 2002). O estado de inflamacdo do tecido adiposo leva a uma altera¢do na
secrecdo de vdrios tipos de hormonios (como, leptina e adiponectina), citocinas (IL-6, TNF-
o, MCP-1, dentre outras) e outras proteinas que podem modular a homeostase energética
(Wellen e Hotamisligil, 2005). Algumas dessas substincias possuem efeitos sistémicos e
podem causar RI em vérias células e tecidos responsivos a esse hormdnio (Bastard et al.,

2006).
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1.2 Via de sinaliza¢ao da insulina e resisténcia

Em condig¢des fisioldgicas a sinalizac¢do intracelular da insulina inicia-se apds a sua
ligacdo ao receptor especifico de membrana, denominado receptor de insulina (IR). Trata-se
de, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por duas subunidades
alfa (a) e duas subunidades beta (B) (Saltiel e Kahn, 2001). As subunidades o encontram-se
extracelularmente, enquanto as subunidades 3 sdo proteinas transmembranas. A insulina liga-
se a por¢do o do seu receptor, estimulando a autofosforilacdo das subunidades B, que
apresentam atividade tirosina quinase intrinseca. A ativacao do IR estimula a fosforilacdo em
tirosina de diversos substratos, entre eles, o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e 2
(IRS-2) (Hotamisligil et al., 1996). A fostforilacdo das proteinas IRSs permite a criacdo de
sitios de ligacdo para outras proteinas como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
promovendo sua ativagdo. A ativacao da PI3K aumenta a fosforilagao em serina da proteina
serina/treonina quinase B (Akt). A Akt atua aumentando a captagdo periférica de glicose
principalmente no tecido muscular e adiposo por aumentar a translocacdo dos transportadores
de glicose (GLUTSs), do citoplasma para a membrana plasmatica, o que resulta em captacao

celular de glicose por difusdo facilitada apds a ingestdo alimentar (Abel et al., 2001).

A RI € caracterizada pela dificuldade dos tecidos metabdlicos - como tecido adiposo,
figado e musculo, em responder as acdes anabdlicas da insulina, uma particularidade
caracteristica das disfuncdes metabdlicas induzidas pela obesidade (Kahn e Flier, 2000). Esta
resisténcia manifesta-se como uma reducao na captagdo de glicose no musculo, o que leva
ao aumento da lip6lise de triglicerideos do tecido adiposo, resultando em hiperinsulinemia,
hiperglicemia e hiperlipidemia (Shulman, 2000). Sabe-se que a RI é um importante
mecanismo fisiopatolégico do DM2 (Gregor e Hotamisligil, 2011, Donath e Shoelson, 2011,
Harcourt et al., 2013), a qual em muitos casos, estd associada a uma complexa rede de vias
de sinalizacdo, incluindo reducdo da fosforilagdo em tirosina do IR e seus substratos
(IRS1/2), bem como reducgao da fosforilacdo em serina de Akt, nos tecidos-alvo da insulina
(Pessin e Saltiel, 2000, Saltiel e Kahn, 2001, Boura-Halfon e Zick, 2009). O mecanismo
responsavel por tal alteracdo € a ativacio cronica de algumas serinas quinases, tais como c-

Jun N-terminal quinase (JNK) e inibidor da quinase do fator de transcri¢do NFxB (IKKp),
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que podem originar a RI induzida pela obesidade, principalmente por promover fosforilagao

em serina do IRS-1 (Shoelson et al., 2006, Solinas e Karin, 2010).

O aumento na massa do TAB pode desencadear a RI, através da maior producao de
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e a proteina
quimioatraente para mondcitos-1 (MCP-1), que além de ativarem as vias inflamatérias da
JNK eIKKp, também podem aumentar a infiltracdo de macréfagos, para este tecido, bem
como alterar a polarizacdo dessas células para o estado inflamatério (mudanca do fendtipo
M2-alternativo para M1-cldssico) (Lumeng et al., 2007). Somado a isso, o excesso de
nutrientes favorece o actimulo de 4cidos graxos livres (AGLs), e de lipopolissacarideos
(LPS), agravando o quadro de resisténcia a insulina (Hirosumi et al., 2002, Wellen e
Hotamisligil, 2005). Sendo assim, a diminuicdo desses fatores citados podem contribuir para

a melhora da homeostase e sensiblizag¢do da insulina.

1.3 Tecido Adiposo

Embora o aumento do tecido adiposo seja a principal caracteristica da obesidade, nem
todo depdsito de gordura € prejudicial. Isso se deve ao fato do tecido adiposo ser subdividido
em dois tipos: branco e marrom, 0s quais apresentam caracteristicas bem distintas (Saely et

al., 2012).

1.3.1 Tecido Adiposo Branco

O desenvolvimento do tecido adiposo nos seres humanos inicia-se a partir do segundo
trimestre de gestacdo e torna-se mais proeminente do utltimo trimestre até os primeiros meses
apos o nascimento como resultado do aumento do tamanho e nimero de células (Poissonnet
et al., 1984). A capacidade de proliferacdo das células precursoras do tecido adiposo
subcutaneo é mais elevada durante o primeiro ano de vida e antes da puberdade (Hauner,
2004). Sendo assim, o periodo da infancia € altamente sensivel ao excesso de ingestdao de
dietas ricas em gordura saturada, pois nele o tecido adiposo pode se expandir
dramaticamente. No entanto, o potencial de gerar novas células de gordura persiste mesmo

na fase adulta, principalmente por influéncia de dietas ricas em gordura saturada, que
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induzem inicialmente a hipertrofia dos adipdcitos e podendo em alguns casos, como a

obesidade, levar a hiperplasia dessas células (Ailhaud et al., 2006).

O processo para aumento das células do tecido adiposo € conhecido como
adipogénese e envolve a interacdo de fatores de transcri¢do e do ciclo celular, proteinas
reguladoras de expressdo génica, levando ao desenvolvimento dos adipdcitos. (Lefterova e

Lazar, 2009; Armani et al., 2010)

Os pré- adipdcitos sdo linhagens celulares, derivadas de células tronco
embriondrias de origem mesodérmica, que possuem a capacidade de se proliferar e
diferenciar em adipdcitos maduros, condrdcitos, osteoblastos e midcitos. Esta acdo confere
ao tecido adiposo constante plasticidade funcional, o que determina a sua capacidade de
expansdo durante toda a vida (Sethi e Vidal-Puig, 2007). A diferenciagcdo de pré-adipdcitos
em adipdcitos € um processo altamente controlado. Dessa forma, fatores de transcri¢ao
adipogénicos, incluindo o receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas
(PPARY), a proteina lc ligadora do elemento regulador por esterdis (SREBP-Ic) e as
proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBPs) desempenham um papel chave na
complexa cascata transcricional que ocorrre durante a adipogénese (Lefterova e Lazar, 2009).
Sendo o PPARY e o C/EBPa consideradas duas moléculas cruciais para o desenvolvimento

da cascata transcricional que leva a diferenciagcdo do adipdcito.

O PPARY € o maior regulador da adipogénese, ou seja, necessdrio e suficiente para a
formacao de gordura (Famer, 2006). Este fator de transcrigdo € altamente expresso no tecido
adiposo e estimula a transcri¢do de varios genes especificos do adipdcito, assim como os
passos iniciais e criticos da adipogénese (Tontonoz et al., 1995). No entanto, PPARYy € uma
molécula chave que estd envolvida em diversas outras fun¢des no tecido adiposo branco,
(TAB) tais como: regulacdo do metabolismo de lipideos, melhora da homeostase da glicose,
remodelac¢do do tecido e diferenciacdo das células do TAB em tecido adiposo marrom (TAM)

(Ahmadian et al., 2013).

O C/EBPa atua na diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos e na conversao de

fibroblastos em adipdcitos. O C/EBPP também induz adipogénese, provavelmente por
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estimular a expressao do PPARYy, cujo gene contém sitios C/EBP na regido promotora
(Tontonoz et al., 1994). Estudos experimentais demonstraram que a delecio de genes C/EBP
resultam em severas anormalidades nos adipdcitos (Lefterova e Lazar, 2009). Achados
comprovaram que a C/EBPa € necessaria para formacao do tecido adiposo branco (Linhart

etal.,2001).

A proteina SREBP ¢ um fator de transcri¢do com importante papel na adipogénese,
na sensibilidade insulinica e na homeostase dos dcidos graxos (White e Stephens, 2010). O
SREBP-1c/ADD1 € predominantemente expresso no figado, glindula adrenal, tecido
adiposo e musculo esquelético. Sua expressao isolada ndo € capaz de induzir a adipogénese,
no entanto, eleva a atividade transcricional do PPARY, fazendo com que aumente a propor¢ao

de células submetidas ao processo de diferenciacdo (Famer, 2006).

O TAB, que representa a maior parte do tecido adiposo do organismo, é formado por
células de varios tipos, sendo os adipdcitos as mais abundantes. As outras células presentes
estdo incluidas na fragdo do estroma vascular, entre elas estdo célula do tecido conectivo e
células imune incluindo macréfagos (Fantuzzi, 2005). O nimero de macréfagos presentes no
TAB ¢ diretamente relacionado com a adiposidade e o tamanho dos adipdcitos em humanos
e roedores (Xu et al., 2003). Os adipdcitos brancos maduros sao células grandes, muitas vezes
maiores que as hemdcias, fibroblastos e células imune e podem alterar acentuadamente seu
tamanho em volume e didmetro conforme a quantidade de triglicerideos acumulada. Sabe-se
que o aumento do tamanho do adipdcito € correlacionado com as concentragdes séricas de

insulina, RI, inflamacdo e aumento do risco de desenvolver o DM2 (Hocking et al., 2013).

O TAB ¢é comumente conhecido como um tipo de gordura em que os triglicerideos
sdo estocados e posteriormente mobilizados para utilizagdo sist€émica quando outros tecidos
requerem energia. Posteriormente, foi caracterizado como um 6rgdo enddcrino, devido sua
capacidade de produzir e liberar adipocinas na corrente sanguinea, cuja funcao principal é
integrar suas multiplas fungdes, tais como o balango energético, controle da ingestdao
alimentar e do apetite, imunidade, sensibilidade a insulina, pressdo arterial e reproducao

(Hauner, 2004; Gesta et al., 2007).
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Tais adipocinas podem possuir agdes pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias. As
adipocinas pro-inflamatorias estdo relacionadas com danos a algumas vias metabdlicas,
dentre elas destacam-se: TNF-a, MCP-1, a interleucina 6 (IL-6), entre outras. O TNF-a ¢
uma citocina pré-inflamatéria que apresenta-se altamente expressa na obesidade, tanto em
modelo animal quanto em humanos, e estd relacionado com interferéncias na sinalizacdo da
insulina e homeostase da glicose. Isso ocorre através da ativacdo da via IKK/IkB/NF-kB, a
qual esta diretamente relacionada com a inibi¢ao da via de sinalizacao do receptor de insulina.
Estudo realizado in vitro mostrou que a adi¢do de TNF-a leva a redugdo da fosforilagao de
IRS-1 em tirosina e aumenta a sua fosforilacdo em serina, causando alteracdo no processo de
sinalizacdo da insulina e consequente RI (Hotamisligil ef al., 1994). Por outro lado, as
adipocinas anti-inflamatdrias se destacam por manter ou melhorar o funcionamento de muitas
vias metabolicas, dentre elas destacam-se: a interleucina 10 (IL-10), a adiponectina e o fator
de transformacao do crescimento beta (TGF-B). A IL-10 é uma adipocina anti-inflamatdria,
cuja diminui¢do da producdo tem sido associada com o desenvolvimento de DM2 e seus
niveis circulantes podem estar correlacionados positivamente com a sensibilidade a insulina
(Bluher et al., 2005; Straczkowski et al., 2005). Pesquisa realizada por Lumeng e
colaboradores (2007) mostrou que o tratamento de culturas de adip6citos 3T3-L1 com IL-10
foi capaz de atenuar os efeitos deletérios do TNF-a, diminuir a secrecao de MCP-1 e manter
as células em um estado de sensibilidade a insulina. Esse e outros estudos indicam que 1L-10
€ um importante fator anti-inflamatério produzido pelas células do tecido adiposo a fim de
melhorar a sinalizac@o de insulina.

Como abordado previamente, os adipdcitos ndo sdo as unicas células do tecido
adiposo que desencadeiam respostas inflamatdrias, macréfagos residentes no tecido adiposo
também podem desencadear uma resposta pro-inflamatdria e seus niveis estdo aumentados
na obesidade (Hassan er al., 2012). Os macrofagos mostram grande heterogeneidade na
funcdo e fatores ambientais moldam suas propriedades e o seu estado de ativacao (Mantovani
et al., 2004; Gordon e Taylor, 2005). A ativacdao de macréfagos tem sido definida por dois
tipos de polarizagdo, M1 e M2, que se alternam de acordo com as necessidades do organismo
(Mantovani et al., 2004). A ativacdo do tipo M1 ou cléssica, € induzida por mediadores pro-

inflamatérios como (LPS) e interferon gama (IFN-y), € aumenta a producao de citocinas pré-
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inflamatérias como TNF-a, IL-6, MCP-1, o que contribui para o estado de RI (Lumeng et
al., 2007). Ja a ativacdo do tipo M2 ou alternativa, € caracterizada pela menor expressio de
citocinas pré-inflamatdrias e promove o aumento nos niveis de citocinas anti-inflamatérias
como IL-10, colaborando para um estado de sensibilidade a insulina (Figura 2) (Lumeng et

al., 2007).

Obeso Magro

TNF-a TNFa
MCP-1 MCP-1

*.m Macrophage
W - M2 Macrophage

Figura 2- Estado de polarizacdo dos macréfagos em individuos obesos e magros. Adaptado:
dados suplementares, Oliveira et al, p. 2545-56, 2013.

Esse contexto de inflamacgdo estd diretamente associado com o desenvolvimento da
obesidade e resisténcia a insulina. Sendo a disfun¢do na secre¢do de algumas dessas
adipocinas, o aumento na infiltracdo dos macréfagos e a elevagdao dos AGLs circulantes,
potentes colaboradores para o desenvolvimento de um processo inflamatério que se acredita

ser a base do estado insulino-resistente da obesidade (Wellen e Hotamisligil, 2005).
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1.3.2 Tecido Adiposo Marrom

O TAM ¢ especializado na producdo de calor (termogénese) e, portanto, participa
ativamente na regulacdo da temperatura corporal. Suas células sdo caracterizadas pela
presenca de vérias goticulas lipidicas citoplasméticas de diferentes tamanhos e apresentam
um grande ndmero de mitocondrias, que por ndo possuirem o complexo enzimético
necessdrio para a sintese de ATP, utilizam a energia liberada pela oxidagdo de lipideos e
glicose, para gerar calor (Lidell e Enerbéck, 2010). Os adipdcitos marrons sdo densamente
inervados pelo sistema nervoso simpdtico, o qual promove a liberacao de norepinefrina que
ativa seus receptores -adrenérgicos expressos sobre a superficie dos adipdcitos e levam a
producdo de calor (Slocum et al., 2013). Esse processo é mediado pela proteina
desacopladora- 1 (UCP-1, termogenina), uma proteina da membrana mitocondrial interna do
adipdcito marrom, que atua como um canal de préton o qual descarrega a energia gerada pelo
acimulo de prétons no espago intermembranoso das mitocOndrias durante as reacodes
oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses prétons do complexo FIFO (ATP sintase) e
impedindo a sintese de ATP, permitindo entdo que a energia estocada na mitocondria se
dissipe em calor (Cannon e Nedergaard, 2004). Estudos mostram que esse processo de
termogénese € muito importante para o metabolismo energético, pois induz o aumento da
energia gasta o que colabora para a reducao da adiposidade (Cypess e Kahn, 2010).

Os depositos de TAM apresentam-se em maiores propor¢coes em fetos e recém-
nascidos quando comparados com individuos adultos, por isso, ndo acreditava-se na
funcionalidade desse tecido em idades mais avangadas. No entanto, em 2009, alguns estudos
levaram a mudanca desse paradigma. Estudos realizados comprovaram a funcionalidade de
TAM presente em adultos através de tomografia computadorizada, método ndo invasivo, e
também correlacionaram inversamente a quantidade de TAM com o IMC (Cypess et al.,
2009; Virtanen et al., 2009). A partir desses achados, 0o TAM comecou a ganhar destaque nas
pesquisas como potencial alvo para tratar obesidade e doengas associadas através da sua

capacidade de aumentar a energia gasta do organismo.

Estudos subsequentes mostraram que células parecidas com os adipécitos do TAM,

poderiam se diferenciar no tecido adiposo branco, formando as células bege ou células de
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gordura marrom recrutdveis (Wu et al., 2012). Dados observados em roedores sugerem a
existéncia de 2 tipos de células de gordura marrom: TAM constitutivo, o qual é de origem
embriondria e anatomicamente localizado na regido interescapular de camundongos; e o
TAM recrutavel o qual reside dentro do TAB e musculo esquelético e tem sido chamado de
bege (Wu et al., 2012, Schulz et al., 2013). Essas células bege possuem baixa expressao basal
de UCP-1, mas respondem a estimulacdo cAMP com alta expressdao de UCP-1 e altas taxas
respiratoria, mostrando niveis similares as observadas pelo TAM subescapular. Essa
diferenciagdo de células do tecido adiposo branco em bege também € relevante do ponto de
vista terapéutico relacionado a redugdo da obesidade e melhora da homeostase da glicose

(Hassan et al., 2012).

Assim como o TAB, o TAM pode afetar o metabolismo de todo o corpo. No entanto,
ao contrdrio do TAB, a ativagdo do TAM pode promover a perda de peso e o aumento da
sensibilidade a insulina (Cypess e Kahn, 2010). Em 2013, trabalho realizado com
camundongos submetidos a transplante de TAM verificou que o aumento na massa desse
tecido foi capaz de melhorar a homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina,
acompanhada de diminui¢do da massa de gordura. Além disso, o transplante também atenuou
os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica, e observou-se que essas melhoras eram volume
dependente, ou seja, quanto maior a massa de tecido transplantado melhores eram as
respostas analisadas (Stanford et al., 2013).

Nguyen e colaboradores (2011), demonstraram que o processo de termogénese é
sustentado pela ativacdo alternativa de macréfagos, a qual em resposta ao frio, € capaz de
induzir a produgdo local de catecolaminas no TAB e no TAM. Esse processo ocorre porque
a ativacdo alternativa de macréfagos aumenta a expressdo da tirosina hidroxilase (Th),
enzima chave na sintese de catecolaminas. Essas catecolaminas por sua vez induzirdo a
lip6lise do TAB, fornecendo lipideos que servirdo de combustivel no processo de

termogénese, € o aumento da expressdo de genes termogénicos no TAM (Figura 3).
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Figura 3- Ativacdo alternativa de macréfagos no tecido adiposo branco e marrom. Adaptado:
Whittle e Vidal-Puig.Nature, v. 480, p. 46, 2011.

Nos ultimos anos, a quantidade e atividade do TAM vem sendo associada a protecao
contra a obesidade e alteragdes metabdlicas associadas. Diante disso, algumas maneiras ndo
farmacoldgicas de ativacdo desse tecido s@o: a exposi¢do cronica ao frio e o exercicio fisico

(Xu et al., 2011, Bostrom et al., 2012, De Matteis et al., 2013, Van der Lans et al., 2013).
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1.4 Exercicio

Sabe-se hoje que existe uma relagdo direta entre o sedentarismo e o desenvolvimento
de multiplos fatores de risco como obesidade, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina,
diabetes e dislipidemia (Rennie et al, 2003). Estudos desenvolvidos demonstraram a relagdo
direta entre a prética de exercicios fisicos regulares e qualidade de vida (WHO, 2010). Diante
disso, o exercicio fisico vem sendo prescrito com o objetivo de recuperar a saide, bem estar
fisico e emocional, garantindo ao individuo a melhora da qualidade de vida por meio da
redugdo da adiposidade e controle das alteracdes metabdlicas e hormonais (Jakicic e Otto,
2005; Gleeson et al., 2011). Por isso, entende-se que o exercicio fisico regular pode ser uma
alternativa para a prevencao e o tratamento dessas doengas e seus fatores de risco (Horowitz,

2007).

O treinamento fisico cronico é conhecido por aumentar o gasto energético, o que
favorece a perda de peso e a reducdo da adiposidade. No entanto, ainda ndo esté claro se esta
reducgdo acontece pelo fato do exercicio fisico induzir uma inibi¢do da adipogénese. Estudo
realizado por Sakurai et al 2010, com ratos Wistar divididos em grupos controle e treinados
(submetidos a exercicio na esteira por 9 semanas), analisou a expressdo de genes de
diferenciacdo nos adipdcitos e no estroma vascular do tecido adiposo relacionadas com a
adipogénese. Na pesquisa, observou-se diminui¢do no nimero e tamanho dos adipdcitos no
TAB dos ratos treinados comparados com os controles. Os resultados obtidos indicam que o
treinamento fisico cronico diminui a capacidade das células do estroma vascular se
diferenciarem em adipdcitos, e que um possivel mecanismo subjacente ao exercicio que

induz a inibi¢ao da adipogénese pode ser a diminui¢do da expressao de mRNA PPARy.

O exercicio € considerado fator chave no tratamento e prevencdo da RI. Alguns
estudos mostram que o aumento da sensibilidade a insulina pelo exercicio ¢ muito ripida,
ocorrendo dentro de 2 a 3 dias (King et al., 1995, Gan et al., 2003). Da mesma forma,
melhoras na tolerancia a glicose ja podem ser observadas apds uma sessao aguda de exercicio
fisico (Azevedo et al., 1995, Oliveira et al., 2011, Oliveira et al., 2013). Dentro deste

contexto, muitas pesquisas evidenciaram os beneficios do exercicio sobre a homeostase da
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insulina e elucidaram alguns possiveis mecanismos moleculares envolvidos nesse processo.
Ropelle e colaboradores (2006) em estudo realizado com ratos submetidos a trés meses de
dieta hiperlipidica, demonstraram que uma unica sessao de natagdo pode prevenir a RI
induzida por dieta através da diminui¢do da atividade de JNK, a qual foi acompanhada pela
reducdo na fosforilacdo em serina do IRS-1. Na mesma linha, Luciano e colaboradores
(2002), mostraram que ratos submetidos ao exercicio aerébio cronico obtiveram melhoras na
sensibilidade a insulina, através do aumento da fosforilacdo do IRS-1/2 em tirosina bem
como a associacdo dessas proteinas com a PI3K, e aumento da fosforilagio em serina da

AKT quando estimulados com insulina e comparados aos animais controles sedentarios.

A expansdo exagerada do TAB pode resultar em aumento da producao e liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e MCP-1 (Gregor e Hotamisligil, 2011). O
exercicio fisico, quando praticado de forma crénica, € capaz de reduzir a gordura abdominal
e visceral, o que contribui para a diminuicao da producao dessas citocinas (Gleeson et al.,
2011). H4 indicios de que esse efeito antiinflamatorio produzido pelo exercicio fisico esteja
relacionado diretamente a perda de peso, entretanto esta evidéncia ndo é observada
uniformemente (Hammett et al., 2006, Giannopoulou et al., 2005, Nicklas et al., 2004). Por
isso, outra linha defende que o exercicio fisico € capaz de modular a producao de citocinas
pro-inflamatorias mesmo na auséncia da perda de peso. Pesquisa realizada por Phillips e
colaboradores (2012) com mulheres obesas na pés-menopausa submetidas a 12 semanas de
treinamento de resisténcia mostrou que o exercicio reduz a circulagido de algumas citocinas
inflamatdrias, dentre elas, TNF-a sem que houvesse alteragdes no peso corporal. Nesse
sentido, a literatura confere ao exercicio um papel protetor contra a RI induzida por TNF-a,
por sua capacidade de reduzir os niveis dessa e outras citocinas pré-inflamatérias e por
aumentar os niveis de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (Oliveira et al., 2013). Estudo
realizado por Jankord e Jemiolo (2004), com homens entre 65 e 74 anos, praticantes de
exercicios aerdbios regulares, mostrou que os individuos treinados apresentaram maiores
niveis de IL-10 quando comparados com seus pares destreinados. De acordo com esses
resultados, outra pesquisa mostrou que os niveis de IL-10 aumentam juntamente com a
sensibilidade a insulina apds o exercicio (Oberbach et al., 2006). Algumas linhas de pesquisa

acreditam que a atenuacdo do estado inflamatério do tecido adiposo associado com o
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exercicio crOnico possa ocorrer tanto por supressao da infiltragdo de macréfagos como pela
maior alteracdo fenotipica do estado M1 para o M2 (Kawanishi et al., 2010, Oliveira et al.,

2013). E essa maior ativacao do tipo M2 também favorece o aumento dos niveis de IL-10.

Recente estudo experimental, comprovou que o exercicio também é capaz de
promover a formacgdo das células bege a partir do tecido TAB, assim como, aumentar a
atividade do TAM, o que atualmente vem ganhando destaque devido aos potenciais efeitos
terapéuticos desse tecido sobre a homeostase da glicose e da insulina (De Matteis et al.,
2013). Estudo realizado por Slocum e colaboradores (2013) com camundongos C57,
submetidos a dieta hiperlipidica e corrida em esteira durante 7 dias, verificou que o exercicio
foi capaz de promover perda de peso, redu¢cdo da gordura corporal, aumento da regulaciao de
UCP-1, e a andlise histolégica do TAM mostrou que os adipdcitos marrons apresentaram
coloracdo mais forte e maior quantidade de mitocOndrias, quando comparados com o0s

controles sedentarios com dieta hiperlipidica .

Os estudos apresentados até 0 momento sdo descritivos, sendo necessario uma andlise
mais detalhada sobre os possiveis efeitos que o exercicio cronico pode causar sobre a

adipogénese, fatores inflamatérios e o TAM.
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2- OBJETIVOS

2.1- Gerais

Avaliar o efeito profilatico do exercicio sobre o aumento do tecido adiposo (branco e
marrom), marcadores inflamatdrios e resisténcia a insulina em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Assim como, verificar os mecanismos pelos quais o exercicio € capaz de

aumentar a atividade termogénica do tecido adiposo marrom.

2.2- Especificos
Avaliar os efeitos do exercicio sobre aspectos fisioldgicos e metabdlicos:
- Peso Corporal, glicemia de jejum e tolerincia a insulina;
- Niveis séricos de AGLs, LPS, TNFa e IL-10;

- Crescimento do TAB, pela analise de proteinas especificas: PPARy, SREBP-1c e
C/EBPuq,;

- Via de sinalizacdo da insulina no TAB, através da andlise das fosforilacdo das

proteinas: IRf3, IRS-1 e Akt.

- Vias inflamatdrias no TAB, pela anélise da fosforilacdo das serinas quinases JNK e

IKK;
- Expressdo de proteinas relacionadas a atividade termogénica do TAM, UCP-1 e Th;
- Morfologia do TAM;

- Ativacdo de macréfagos M2 no TAM.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais: Nesse estudo foram utilizados ratos Wistar machos obtidos no
centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP com 4 semanas de vida, porém o experimento
iniciava-se ao completarem 6 semanas de vida. A partir desse momento, 0s animais eram
mantidos sob condi¢des estdveis de temperatura (22 + 2°C) e ciclos claro/escuro de 12 horas
controlados, com livre acesso a dgua e alimentacdo (dieta hiperlipidica palatdvel ou dieta
padrdo de acordo com o grupo de estudo). Todo experimento foi conduzido de acordo com

as normas da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade (CEUA/IB -

UNICAMP) — protocolo n® 2562-1.

3.2- 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 8 semanas para os grupos especificos.

Tabela 1: Composi¢do da Dieta Padrdo e da Dieta hiperlipidica.

Ingredientes Racio Kcal/kg Racao Kcal/kg

Padrao hiperlipidica

(g/kg) (g/kg)
Amido de milho (qg.s.p) 397,5 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
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3.3- Divisdao dos grupos: Os animais foram divididos em 3 grupos (n =
6/grupo):
- Controle (CTL): animais alimentados com dieta padrdo para roedores;
- Dieta Hiperlipidica (DH): animais alimentados com dieta hiperlipidica e sedentarios;
- Exercicio (EXE): animais alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos ao treinamento

de natacao.

3.4- Protocolo de treinamento fisico cronico: Para adaptacio ao
exercicio de natagdo, os ratos foram primariamente inseridos ao meio liquido durante 10
minutos por 2 dias consecutivos. Apds a adaptacdo iniciou-se o protocolo de natacdo, no
qual, os ratos nadavam 1lh por dia, cinco vezes por semana, durante um periodo continuo de
8 semanas. Apds a primeira semana de treino os animais nadavam suportando uma carga que
era ajustada semanalmente, correspondendo a 2,5% do seu peso corporal naquela semana.
Este protocolo foi previamente utilizado em nosso laboratério (Luciano et al., 2002). Os ratos
nadaram em baldes plésticos de 50 cm de didmetro por 100 cm de profundidade, quatro

animais por balde, com a temperatura da 4gua mantida em aproximadamente 28-30°C.

3.5- Determinacao da massa corporal: A massa corporal foi determinada
pela balanca de precisdo, sempre no inicio de cada semana e ao final do experimento apds

anestesia dos animais.

3.6- Controle de Ingestao: Nas semanas 1, 4 e 8 do experimento os animais

N

foram mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas, com acesso livre a éagua e
alimentacgdo. As gaiolas utilizadas eram da marca Tecniplast, modelo 3701MO081, 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 alimentagdo sdo removiveis
para facilitar o reabastecimento sem incomodar o animal. Nessa gaiola os animais recebiam
comida e bebida a vontade. Apds a adaptacao de 48 horas, iniciou-se o controle de ingestao

durante 3 dias consecutivos a cada 24 horas.
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3.7- DEXA: Para determinag@o da composigdo corporal dos animais foi utilizado o
equipamento, gentilmente cedido pelo Servico de Medicina Nuclear do HC/UNICAMP.
Equipamento modelo Discovery, do tipo DEXA (dual-energy X-ray absorptimetry),
fabricado pela HOLOGIC. A andlise trata-se de uma exploracdo fundamentada na passagem
de baixas doses de raio X (2 feixes colimados de 38 e 70 KeV de energia) absorvidos pelos
animais que ao interagirem com estruturas dsseas e tecidos moles resultam em absor¢des e
atenuacdes que foram posteriormente interpretadas pelo software. Apds a ilustragdo e
processamento das imagens pelo computador, a densidade mineral dssea, a massa dssea € a
massa magra (absoluta, em gramas), além da porcentagem de gordura foram geradas a partir
de um unico escaneamento de corpo inteiro. Estas informagdes forneceram, portanto, uma
andlise global da distribui¢do da gordura corporal. Antes da realizacao deste experimento os
animais tiveram livre acesso a dgua e alimentacdo, porém o grupo exercitado ndo praticou a
natacdo. Os animais foram previamente sedados com ketamina e xilazina (0,32ml de
ketamina/ 0,2ml de Xilazina) para permanecerem imoveis durante o teste, que foi realizado

ao final das 8 semanas de treinamento cronico.

3.8- Dosagem sérica dos niveis de glicose: A concentragio de glicose foi
determinada com fitas reativas e glicosimetro (Optium Xceeed — Abbot, Berkshire,

Inglaterra).

3.9- Teste de tolerancia glicose (GTT): Ap6s jejum de 6 horas, a primeira
coleta de sangue foi realizada no tempo 0. Em seguida, glicose 20% (2g/Kg de peso corporal)
foi injetada via intraperitoneal (ip) nos ratos e as amostras de sangue foram coletadas da
cauda nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para determinacdo da glicose sérica (item

3.8). Tolerancia a glicose foi avaliada pela drea sob a curva anélise (AUC).

3.10- Teste de tolerancia a insulina (ITT): Apés jejum de 6 horas, a
primeira coleta de sangue foi realizada no tempo 0. Em seguida, a insulina (1,5 U/Kg de peso
corporal) foi injetada ip nos ratos e as amostras de sangue foram coletadas da cauda nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinacdo da glicose sérica (item 3.8). A

tolerancia a insulina foi avaliada pelo clearance de glicose sobre os minutos iniciais do
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desafio de insulina. A velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi calculada
usando a formula 0,693/t12. O ti2 da glicose serd calculado a partir da curva da andlise dos

minimos quadrados da concentrac¢do da glicose sérica durante a fase de decaimento linear.

3.11- Sacrificio e Extracao dos Tecidos Adiposos Branco e

Marrom: Realizada 24 horas apds a dltima sessdo de exercicio, respeitou-se previamente
um intervalo de repouso, apds esta sessao, pré determinado no Time Course para o exercicio
cronico. Apds jejum (6horas), os ratos foram anestesiados através da administracio
intraperitoneal (ip) de tiopental sddico (15mg/kg) e a perda dos reflexos pedal e corneano
foram usadas como controle da anestesia. Em seguida, foram realizados os procedimentos
experimentais para andlise dos parametros fisioldgicos e a extracdo dos tecidos adiposos
(branco e marrom) para anélise de proteinas intracelulares pela técnica de imunoprecipitacao

e imunoblote descritos a seguir.
3.12- Parametros Fisiologicos:

3.12.1 - Dosagem sérica dos niveis de insulina: Foram utilizados kits de ELISA
(Crystal Chem. Inc., EUA) comerciais espécie-especificos para as determinacdes. Para a
andlise de insulina (cat n° 90080), as cavidades da placa de ELISA foram adicionadas 5 pL
das amostras e padrdes. Apds incubacdo (2 horas a 4°C) e lavagem (cinco vezes) das
cavidades da placa, 100 pL do conjugado (anti-insulina marcada com enzima) foram
acrescidos a cada cavidade. Apds novo periodo de incubacdo (30 minutos a temperatura
ambiente) seguido de lavagem (sete vezes), foram adicionados 100 pL da solugdo do
substrato. Apos incubacdo por 10 a 40 minutos, no escuro, as reacoes foram bloqueadas com
100 pL de solugdo acida e as absorbancias lidas em leitora de ELISA a 450 nm e os resultados

dados em ng/mL.

3.12.2- Analise bioquimica dos niveis séricos de AGLs: Apds jejum (12 h), uma
amostra de sangue foi coletada da veia cava. O soro de cada animal foi separado por
centrifugacdo (2,500g) por 15 min a 4° C e armazenado a -80 ° C para posterior andlise. Os
niveis séricos de dcidos graxos livres (AGLs) foram analisados utilizando NEFA-kit-U

(Wako quimicos, Neuss, Alemanha) com 4cido oléico como padrao.
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3.12.3- Dosagem sérica dos niveis de citocinas (IL-10 e TNF-a): As concentragdes
foram dosadas pelo método ELISA de captura, utilizando-se anticorpos monoclonais
especificos para cada citocina e as especificacdes do fabricante (BD Biosciences, San Diego,
CA, Estados Unidos). Nas cavidades da placa de ELISA (NUNC — “Immuno plate Maxisorp”
— 96 wells) foram adicionados 100 pL. do anticorpo monoclonal de captura anti-citocina de
rato (0,5-4 pg/mL em tampdo fosfato salina-PBS). Apos incubacdo “overnight” a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e as cavidades lavadas com tampao de lavagem ( Reagente Set
A ou B, BD Bioscience, San Diego, CA, Estados Unidos). Reacdes inespecificas foram
bloqueadas pela adi¢do de 200 puL de tampao diluente e incubando-se a temperatura ambiente
por 1 h. Apds lavagem, 100 pL. dos padrdes (citocina recombinante) e das amostras foram
adicionadas as cavidades da placa e, apds incubacdo, a placa foi lavada para adicao de 100
pL do anticorpo monoclonal de detec¢do marcado em cada cavidade. Apds incubacdo a
temperatura ambiente por 1 h, a placa foi lavada e, a seguir, 100 pLL de uma solucdo de
avidina-peroxidase (1:250) adicionados as cavidades, incubando-se por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos lavagem, 100 pL. do substrato (tetrametilbenzidina-TMB e
H>0») foram adicionados e a placa incubada a temperatura ambiente por um periodo de 30
minutos para o desenvolvimento da cor. A reacdo foi interrompida adicionando-se 20 pL de
H3PO4 1M ou H2SO4 2 N em cada cavidade. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 450
nm. As concentragdes de citocinas presentes nas amostras foram calculadas a partir da curva

padrao e os resultados expressos em pg/mL.

3.12.4- Dosagem sérica de LPS: Amostras de soro estéril foram obtidas da veia porta
e diluidas a 20% com 4gua livre de endotoxina e entdo aquecida a 70°C por 10 minutos para
inativar as proteinas séricas. Entdo, o LPS foi quantificado usando kit comercial Limulus
Amebocyte Assay (Cambrex, Walkersville, MD, USA) de acordo com o protocolo

fabricante.

3.13- Extracao dos tecidos: Os ratos foram anestesiados como descrito
anteriormente, a cavidade abdominal foi aberta, e apds localizagdo da veia porta 0,2 ml de
salina ou insulina (10 mol/L) foram injetadas. A gordura epididimal do TAB e o TAM

interescapular foram retirados apds 90 s da infusdo de insulina, e as amostras dos tecidos
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homogeneizadas em tampao de imunoprecipitacao contendo 1% de Triton X 100, 100mM de
Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM de
EDTA, 10mM de vanadato de sédio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O
homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos a 4°C. O material extraido foi
novamente centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remocdo do material
insoludvel, utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte para determinar
a concentracdo protéica de cada amostra pelo método colorimétrico de biureto e outra parte
para avaliar o extrato total posteriormente, pela separacao das proteinas em SDS-PAGE, com
tampao de Laemmli, acrescido de DTT 200 mM, em propor¢ao de 5:1, mantido sempre a 4°C

até o momento de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos.

3.14- Analise da expressao das proteinas: SREBP-1c, CEBPo e PPARY
(totais) envolvidas na adipogénese do TAB; IRB, IRS-1 e Akt (totais e fosforiladas)

envolvidas na sinalizacdo da insulina na gordura epididimal; JNK e IKK (totais e
fosforiladas): relacionadas com a RI; TH e UCP-1 (totais) enzimas envolvidas no processo

de termogénese TAM.

3.14.1- Eletroforese: Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de
dodecil sulfato de sdédio e poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richomond,
C.A.). Metanohidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e
ditiotreitol (DTT) foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo). Insulina mista regular foi
procedente da Biobrds. A membrana de nitrocelulose BA 85, 0,2um foi proveniente de
Schleider e Schuell. Os anticorpos anti-Akt, anti-p-Akt e anti-IRS-1 foram obtidos da Cell.
Também foram utilizados anticorpo anti-IR-p-IR, anti-p-IRS-1 Tyr, anti-pJNK, anti-JNK,
anti-pIKKp, anti-IKKp, anti-SREBP-1c, anti-PPARy, anti-CEBPa, anti-TH, anti-UCP-1

adquirido da Santa Cruz Biotechnology Inc.

As solugdes a empregadas nos experimentos estdo descritas abaixo.

e Tampdo de extracdo: Continha: trisma base 100 mM, EDTA 10mM, pirofosfato de
sédio 100mM, fluoreto de sédio 10mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM
(diluido em 4dlcool etilico), triton X 100 1%, aprotimina 10 3% (0,1mg/mL). Esta
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solucdo foi mantida a 4°C. O ortovanadato, PSMF e aprotimina foram acrescidos no

momento do uso.

Tampao de Laemmli (5x): Foi utilizado para estocar o material extraido e para

aplicacdo no gel de poliacrilamida. Continha: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de

sédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 20%.

Solu¢do tampao para eletroforese em gel (SDS-PAGE): Foi utilizada para a realizacao

da eletroforese das proteinas extraidas no gel SDS-PAGE. A solucdo foi diluida 1:4.
Continha: Trisma base 0,2M, glicina 1,52M, EDTA 7,18M e SDS 0,4%.

Solucdo tampao para transferéncia: Foi utilizada para a transferéncia das proteinas

separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Continha: Trisma base
25mM, glicina 129mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a eluicdo de

proteinas de alto peso molecular. Foi ser estocada a 4°C.

Solu¢do tampdo para SDS-PAGE, gel de resolugdo ("resolving"): Foi utilizada para

o preparo do SDS-PAGE, gel de resolucdo. Continha: EDTA 4 mM, SDS 25% e

trisma base 1,5M. O pH da soluc¢do foi ajustado para 8,9 com acido cloridrico.

Solucido tampao para SDS-PAGE, gel de empilhamento ("stacking'): Foi utilizada no

preparo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas. Continha: EDTA 4 mM,
SDS 2% e trisma base 10 mM. O pH foi ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Solugdo basal: Solucdo bésica foi utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Continha: cloreto de sédio 0,12 M,

trisma base 0,01 M, Tween 20 0,05%.

Solugdo bloqueadora: Foi utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo

apos a transferéncia. Continha: 5% de leite em p6 desnatado (Molico®) e azida sdica

0,02% dissolvidas em solucao basal.
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e Solugdo para anticorpos: Solucdo onde foram diluidos os anticorpos especificos.

Continha: 0,3% de soro albumina bovino (BSA) e azida sédica 0,02% diluidos em

solucdo basal.

3.14.2- Immunoblotting ou Westernblotting: Foram aplicados no SDS-
PAGE de 2 mm, 200 pg de proteina por amostra, sendo o gel balizado por marcador de alto
peso molecular comercial, para gel de poliacrilamida, da Bio Rad: PageRuler (Bio Rad). A
eletroforese foi efetuada em cuba de minigel Mini- PROTEAN® II Cell da Bio Rad, com
solucdo tampdo para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE foi inicialmente
submetido a 20 volts, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento
(“stacking”) e 100 volts até o final do gel de resolugdo (“resolving”). A seguir, as proteinas
separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para membrana de nitrocelulose, utilizando-
se o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad. Durante a transferéncia, a
cuba foi mantida a 120 volts por 150 minutos (Towbin et al., 1979). Para evitar aumento
excessivo da temperatura, foram efetuadas trocas sucessivas da forma de gelo durante a
transferéncia. As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas em solucdo
bloqueadora por duas horas a temperatura ambiente, e depois lavadas em solugdo basal por
trés sessdes de dez minutos para subseqiiente incubacdo com anticorpo especifico. Tal
incubacdo foi feita overnight a 4°C por 14-16 horas, sob agitacdo constante e, novamente,
as membranas foram lavadas com solugdo basal por quatro sessdes de dez minutos. A seguir,
utilizando-se a diluicdo 1:1 dos reagentes do kit comercial Pierce Western Blot Signal
Enhencer (Thermo Scinetific, [llinois, EUA) adicionou-se 2 mL por membrana e incubou-
se 1 a2 minutos. Apds a incubagdo, foi montado o cassete e as membranas foram expostas
em filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY), usando intensificador (Cronex Lightning
Plus intensifying screens — DuPont, Wilmington, DE). O filme foi revelado de forma
convencional. Uma vez identificadas, as bandas das auto-radiografias, a leitura foi feita por
densitometria 6ptica (Scion Image, Scion Corporation, Frederick, MD), quantificando suas
areas. A partir de entdo, foi realizada a andlise dos dados, comparando o valor obtido no
tecido do animal controle com o experimental, de forma que sempre haja controle dentro de

um experimento.
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3.15- Microscopia Optica: Os tecidos serdo extraidos e analisados ao
microscopio Optico. Apds disseccdo, serdo fixados por imersao 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 Sum de espessura serdo obtidas

e coradas com hematoxilina e eosina, a fim de se analisar a morfologia.

3.16- Imunofluorescéncia: Para detectar os antigenos F4/80 ¢ MGL-1, a
fixacdo nas laminas foi realizada em forno microondas (Panasonic Junior) a 700W. As
laminas foram imersas em tampao citrato 0,0lmol/L, pH 6,0 por 10 minutos e resfriadas a
temperatura ambiente. Os cortes histologicos foram incubados overnight a 4°C com o
anticorpo primdrio para F4/80 e MGL-1 (Dako Cytomation) (diluido 1:150). Em seguida os
cortes foram incubados com os anticorpos secundarios conjugados com 0s respectivos
fluor6foros (Santa Cruz Biotechnology) por uma hora a temperatura ambiente e marcadas
com DAPI Apés a marcacdo de nicleos as 1aminas foram montadas com Entelan® (Merck,

Darmstadt, Germany). Os experimentos foram realizados em triplicata para cada animal.

3.17- Analise Estatistica: Para verificar a ocorréncia de diferencas
significativas entre os grupos estudados foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA). Nos
casos em que houve diferenca significativa, o Teste de Bonferroni foi utilizado para detectar
diferencas existentes entre todos os grupos. Os resultados de blots foram apresentados como
comparagdes diretas de bandas nas radiografias e quantificadas por densitometria ptica. Os
graficos apresentam as médias e desvios-padrdao dos diferentes grupos. O nivel de

significancia foi p < 0,05.
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4- RESULTADOS

4.1- Caracteriza¢ao Temporal

Durante a aplicacdo do protocolo, composto por 8 semanas de exercicio fisico cronico,
acompanhamos semanalmente o desenvolvimento do peso corporal dos animais estudados.
Como podemos observar no grafico A da figura 4 os animais do grupo DH alcancaram os
maiores valores de peso corporal ao final das 8 semanas de tratamento, quando comparados
com seus controles e também com os animais do grupo EXE. De forma mais especifica,
verificamos ainda que a diferenca entre os grupos DH e o EXE tornou-se significativa apenas
ap6s a semana 7 do estudo (Figura 4A). Faz-se importante destacar que essa diferenca de
peso € minima. Para verificar se essa diferenca no peso corporal entre os animais do grupo
DH e do grupo EXE deu-se em virtude do gasto energético em decorréncia do treinamento
ou devido a diferencas no padrdo alimentar, comparamos a ingestdo desses dois grupos ao
longo das 8 semanas. Nesse sentido vimos que ndo houve qualquer diferenca significativa
entre esses grupos ao longo do estudo (Figura 4B), estando em linha com estudo semelhante

realizado previamente por Sakurai e colaboradores (2010).
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Figura 4- Caracterizacio temporal. (A): Evolucao temporal do peso corporal ao longo das
8 semanas em animais CTL, DH e DH+EXE. (B): Comparativo da ingestao alimentar
entre os grupos em dieta hiperlipidica nas semanas 1, 4 e 8. Os dados estdo
apresentados em + EPM de 10 animais por grupo. # P < 0,05 vs. CTL e * P < 0,05
vs. DH. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.2- Caracterizac¢ao da Adiposidade

Na mesma linha, acompanhamos também o desenvolvimento do tecido adiposo
branco epididimal ao longo das 8 semanas do estudo e verificamos que todos os animais
submetidos a dieta hiperlipidica (DH) apresentaram maiores valores dessa gordura, quando
comparados aos animais em ragdo padrado para roedores (Figura 5A). Agora, comparando os
grupos DH e EXE, vimos que o exercicio foi capaz de atenuar o aumento da gordura
epididimal, normalmente associada com a dieta hiperlipidica (Figura SA). Ao final das 8
semanas de estudo, analisamos ainda a massa gorda total dos animais e observamos os
valores bastante elevados nos animais do grupo DH, quando comparados aos animais CTL e

EXE, sendo assim, o exercicio foi capaz de atenuar esse aumento (Figura 5B e 5C).
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Figura 5-. Caracterizacao da adiposidade. (A): Evolucdo temporal da gordura epididimal
relativa do tecido adiposo branco. # P < 0,001 vs. CTL e * P < 0,01 vs. DH. Ao longo
das 8 semanas em animais CTL, DH e EXE. (B): Massa gorda total. # P < 0,05 vs.
CTL, * P < 0,05 vs. DH. (C): Massa gorda relativa. # P < 0,001 vs. CTL, * P < 0,01
DH. Os dados estao apresentados em + EPM de 10 animais por grupo. ANOVA; Teste
de Bonferroni.
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4.3- Desenvolvimento do Tecido Adiposo Branco

A partir desses dados fisioldgicos, seguimos analisando alguns fatores de transcri¢cao
envolvidos na formacdo do TAB ao longo das 8 semanas, no intuito de esclarecer se o
exercicio seria capaz de modular essa via. Para isso, verificamos a expressao de trés proteinas
chaves na promog¢ao da adipogénese SREBP-1c, PPARy e CEBPa. Notamos que a partir da
quarta até o final do experimento, os grupos alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram maior expressao de todas essas proteinas quando comparados com os seus
controles (Figura 6A —I). Especificamente ao comparar os grupos DH e EXE verificamos
que as proteinas SREBP-1c e CEBPa tiveram maior expressao no grupo DH (Figura 6A-F).
No entanto, a proteina PPARy apresentou um comportamento diferente. Na oitava
observamos uma maior expressao da PPARy no grupo EXE (Figura 6G-1). Tal fato pode ser
explicado pela diversidade de funcdes dessa proteina, como melhora da sensibilidade a

insulina neste tecido, e diferenciacdo das células do TAB em TAM.
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4.4- Parametros Metabdlicos e Via de Sinalizacao da Insulina

4.4.1- Testes de tolerancia a glicose (GTT)

O passo seguinte consistiu em observar o desenvolvimento da intolerancia a glicose
e da RI ao longo das 8 semanas, bem como do efeito do exercicio sobre estes parametros,
através dos testes de tolerancia a glicose e a insulina, respectivamente GTT e ITT. Avaliando
os resultados do GTT, constatamos que da quarta semana em diante os animais do grupo DH
apresentavam maior drea sob a curva, ou seja, intolerancia a glicose, quando comparados aos
animais controle (Figura 7A-D). Em contrapartida, os animais do grupo EXE ficaram
protegidos desse efeito deletério da dieta hiperlipidica (Figura 7A-D). Quanto a glicemia de
jejum, como era de se esperar em se tratando de ratos Wistar, nenhuma diferenca fora

observada entre qualquer um dos grupos estudados, ao longo de todo o protocolo.
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Figura 7-. Caracterizacdo da Tolerancia a Glicose. (A): Teste de tolerancia a glicose ao
final da semana 1. (B): Teste de tolerancia a glicose ao final da semana 4. (C): Teste
de tolerancia a glicose ao final da semana 8. (D): AUC. # P <0.05vs CTL e * P <
0.05 vs DH. Os dados estdao apresentados em + EPM de 6 animais por grupo.
ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.4.2- Testes de tolerancia a insulina (ITT)

Em relacdo ao ITT, os resultados mostraram que a RI no grupo DH ja pode ser
constatada mesmo apds uma semana de dieta hiperlipidica, mantendo-se evidente ao longo
do estudo (Figura 8 A-D). E que assim como ocorrera para a tolerancia a glicose, o exercicio
também foi capaz de impedir o desenvolvimento da RI ao longo das 8 semanas de dieta

hiperlipidica (Figura 8A-D).
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KITT. # P <0.05 vs CTL e * P <0.05 vs DH. Os dados estdo apresentados em + EPM
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4.4.3- Dosagem Sérica dos niveis de insulina

A administracdo da dieta hiperlipidica levou a um aumento significativo (p < 0,05) na
circulacdo de insulina a partir da quarta semana no grupo DH, comparado com os grupos
CTL e EXE (Figura 9). Por outro lado, o grupo EXE apresentou valores significativamente
mais baixos que o grupo DH e muito préximos do grupo CTL. Esses resultados corroboram
com os anteriores destacando a importancia do exercicio na sensibilidade a insulina.
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Figura 9-. Niveis séricos de Insulina. (A): Niveis circulantes de insulina ao final das
semanas 1,4 e 8. #P <0,05vs CTL e * P <0,05 vs DH. Os dados estdo apresentados
em + EPM de 6 animais por grupo. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.4.4- Expressao das proteinas totais e fosforiladas (IR, IRS-1 e Akt) envolvidas
na sinaliza¢do da insulina no tecido adiposo branco

O passo seguinte foi analisar as células do tecido adiposo branco para determinar se
a melhora na sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio cronico foi acompanhada pela
melhora na sinalizacdo de insulina neste tecido. Para isso, o primeiro passo foi avaliar a
ativacdo do receptor de insulina (IRB). Os resultados mostraram que a fosforilacdio em
tirosina do IR, em resposta a um estimulo de insulina, esteve reduzida nos animais do grupo
DH em relagdo aos do grupo CTL e EXE (figura 10A-C). Além disso, o treinamento cronico
foi capaz de estimular a expressao desta proteina em niveis maiores do que o grupo CTL apds
a quarta semana de exercicio (Figura 10A-C). O segundo passo, foi analisar a ativagdo do
substrato do receptor de insulina (IRS-1). Notamos que a fosforilacdo em tirosina do IRS-1
esteve reduzida nos animais do grupo DH em relacdo aos do grupo CTL e que o treinamento
cronico foi capaz de reverter quase totalmente essa redu¢do (FiguralOD-F). Em linha com os
resultados do receptor de insulina, o seu substrato também apresentou niveis maiores que o
grupo CTL apds a quarta semana de treino (Figura 10D-F). Por fim, avaliamos a proteina
quinase B (Akt) (Figura 10G-I). Observamos que a fosforilacdo em serina, mostrou-se menor
no grupo DH na oitava semana de dieta comparado com os demais grupos (Figura 10I). E
nesse mesmo periodo verificamos que o exercicio foi capaz de aumentar substancialmente a
sua expressdo. Com esses resultados podemos notar o efeito protetor do exercicio fisico sobre

a sinalizacdo da insulina no TAB.
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Figura 10- Via de sinalizacdo da insulina no Tecido Adiposo Branco. Blots
representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacdo em tirosina de
IRB (A-C) e IRS-1 (D-F), e a fosforilagdo em serina 473 de Akt (G-I). Expressao da
proteina total. # P < 0,05 vs CTL e * P < 0,05 vs DH. Os dados estao apresentados
em + EPM de 6 animais por grupo. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.5- Parametros Metabolicos e Vias Inflamatorias

4.5.1- Dosagem sérica dos niveis de LPS, TNFa e Acidos graxos livres

Para verificar o estado de inflama¢do do organismo analisamos primeiramente 0s
niveis circulantes da endotoxina LPS. O grupo DH apresentou maiores niveis na oitava
semana, quando comparado com os demais grupos (Fig 11A). J4 o grupo EXE apresentou
valores muito proximos do grupo CTL, o que enfatiza o efeito protetor do exercicio contra a

inflamacdo em decorréncia da dieta hiperlipidica.

Na mesma linha, fomos analisar os niveis circulantes de TNF-a, citocina pro-
inflamatdria capaz de gerar varios sinais que ativam vias responsdveis pela inibi¢ao da acao
da insulina (Uysal ef al., 1997). Observamos que na oitava semana o grupo DH apresentou
maiores niveis dessa citocina pré-inflamatdria, comparado com os ratos CTL, e o protocolo

de exercicio cronico foi capaz de atenuar o aumento de TNF-a (Fig, 11B).

Diante disso quantificamos também os niveis de AGLs durante a aplicacdo do
protocolo. Podemos notar, que a partir da quarta semana o grupo DH apresenta valores
maiores de AGLs do que os demais grupos. E na oitava semana o exercicio foi eficaz em

diminuir estes niveis (Figura 11C).
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Figura 11- Niveis circulantes de, LPS e TNF-a e Acidos graxos livres. (A) LPS. (B) TNFa
(C) Acidos graxos livres. # P < 0,01 vs CTL e * P < 0,01 vs DH. Os dados estao
apresentados em = EPM de 6 animais por grupo. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.5.2- Expressdo das proteinas totais e fosforiladas IKKf3 e JNK no tecido
adiposo branco

Na sequéncia, verificamos a influéncia da dieta hiperlipidica no perfil de ativacdo das
serinas quinases IKKf e JNK do TAB. Notamos que desde a primeira semana o grupo DH
apresentou maior fosforilagao de IKKf quando comparado aos demais grupos (Figura 12A-
C). Além disso, podemos constatar que o exercicio foi capaz de atenuar essa fosforilacao a
niveis inferiores ao apresentado pelo grupo CTL (Figura 12A-C). J4 a fosforilagdao de JNK
foi maior no grupo DH a partir da quarta semana comparado com os demais grupos € o

exercicio também foi capaz de atenuar essa fosforilagdo.
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Figura 12- Vias inflamatorias das serinas quinases IKKp e JNK no Tecido Adiposo
Branco. Blots representativos demonstram no tecido adiposo branco a fosforilacao
de IKKP (A-C), e a fosforilagdo de JNK (D-F). Expressdo da proteina total. # P <
0,05 vs CTL e * P < 0,05 vs DH. Os dados estdo apresentados em = EPM de 6
animais por grupo. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.6- Parametros Metabolicos anti-inflamatorios

4.6.1- Dosagem sérica dos niveis de IL-10
Como os niveis plasmdticos de IL-10 sdo relacionados positivamente com a

sensibilidade a insulina em individuos saudaveis e sao reduzidos em individuos obesos (Hong
et al., 2009). Diante disso, nds procuramos verificar se o exercicio cronico de oito semanas
poderia contribuir para manter ou at¢é mesmo aumentar os niveis dessa adipocina anti-
inflamatoéria. Nos entdo analisamos os niveis circulantes de IL-10, e observamos menores
niveis no grupo DH comparado ao grupo CTL (Fig 13A). Por outro lado, o exercicio cronico
de oito semanas resultou em significativo aumento nos niveis de IL-10 na circulagdo, até

mesmo quando comparados aos observados nos animais do grupo CTL (Fig 13A).
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Figura 13- Niveis circulantes de IL-10. (A) IL-10. # P < 0,05 vs CTL e * P < 0,05 vs DH.
Os dados estao apresentados em + EPM de 6 animais por grupo. ANOVA; Teste de
Bonferroni.
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4.7- Tecido Adiposo Marrom

4.7.1- Caracterizagdao do TAM

Ao analisarmos o desenvolvimento do tecido adiposo marrom escapular (TAM) ao longo
das oito semanas de treino verificamos o aumento da sua massa nos grupos DH e CTL, ou
seja, a administracdo de DH e dieta padrao promoveu o ganho relativo desse tecido, contudo
este fora bem menos expressivo que o constatado junto ao TAB (Figura 14A-B). Por outro
lado, quando comparamos o ganho obtido pelo grupo EXE com o do DH, verificamos a
impressionante capacidade do treinamento de natacdo em promover o crescimento do TAM,
uma vez que este fora observado tanto em termos absolutos quanto relativamente ao peso

corporal (Figura 14A-B).
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Figura 14-. Caracterizacao do crescimento do tecido adiposo marrom. (A): Evolucdo
temporal do tecido adiposo marrom interescapular relativo. (B): Evolu¢do temporal
do tecido adiposo marrom interescapular absoluto. # P < 0,001 vs. CTL e * P < 0,001
vs. DH. Ao longo das 8 semanas em animais CTL, DH e EXE. Os dados estdo
apresentados em + EPM de 10 animais por grupo. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.7.2- Expressao das proteinas totais UCP-1 e TH

O passo seguinte foi analisar a ativacdo do TAM a partir da expressdo de duas
proteinas chaves envolvidas no processo de termogénese, UCP-1 e Th. Nossos resultados
foram capazes de mostrar que o exercicio fisico promove aumento da expressdao de UCP1 a
partir da quarta semana de treino mantendo sua expressdo elevada até a oitava semana de
treino, quando comparada com os grupos CTL e DH (Figura 15A-C).

Ao analisarmos a expressdo da Th, verificamos que o grupo EXE também apresentou
os maiores niveis de expressdo de Th ao final da oitava semana do protocolo, quando
comparados com os apresentados pelos grupos DH e CTL (Figura 15D-F). Vale a pena

destacar que esse efeito pode ser visto desde a primeira semana de estudo.
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Figura 15- Expressao das proteinas UCP-1 e TH no Tecido Adiposo Marrom. Blots
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4.7.3- Morfologia do TAM

Uma vez caracterizado o efeito protetor do treinamento de natac@o sobre a resisténcia
a insulina, niveis circulantes de fatores inflamatdrios e a expressao de proteinas inflamatérias
do TAB em decorréncia da DH, os passos subsequentes foram: verificar o efeito da DH
sozinha, e em conjunto com o exercicio na morfologia e na infiltracdo e polarizacdo de
macréfagos do TAM. Para tanto lancamos mao da utilizacio de estudos histoldgicos de HE
(morfologia) e técnica de imunoflorescéncia, fazendo co-marcacio de F4/80 (vermelho) para
macréfagos e MGL (verde) para polarizagdo M2.

Os estudos histolégicos evidenciaram que a dieta hiperlipidica € capaz de alterar a
estrutura normal do TAM, como demonstrado pelo aumento na quantidade de gordura no
interior dos adipdcitos. Esse aumento foi progressivo da primeira a oitava semana (Figura
16A-I). O grupo EXE nio foi capaz de proteger desse efeito da dieta hiperlipidica, sendo que
em alguns casos 0s animais desse grupo apresentaram maior acimulo de gordura nos
adipdcitos ao final das 8 semanas do protocolo, quando comparado aos grupos CTL e DH
(Figura 16A-I). Entretanto, analisando mais profundamente, o tamanho das goticulas de

gordura nos pareceu menor nos animais treinados do que nos sedentérios.
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Semana 1

Semana 4

Semana 8

Figura 16- Caracterizacio morfologica do tecido adiposo marrom. Microfotografias de
marcacdo de HE ao final da semana 1 (A-C), semana 4 (D-F) e semana 8 (G-1). As
imagens sdo representativas de 3 animais por grupo.

4.7.4- Infiltracdo de macrofagos
Para determinar a infiltracdo de macréfagos, examinamos imagens de florescéncia

para F4/80 (marcador de macréfagos) ao longo das 8 semanas de DH, e pudemos constatar
o progressivo aumento dessa marcagdo para os animais sedentdrios e que, em contrapartida,

os animais exercitados apresentaram uma atenuacao nessa infiltragdo (Figura 17A-I).
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Figura 17- Caracterizacao da infiltracao de macréfagos. Microfotografias representativas
de marcacao F4/80 acompanhadas de quantificacdes de células positivas para F4/80
(vermelho) em tecido adiposo marrom dos grupos CTL, DH e EXE ao final da
semana 1 (A-C), semana 4 (D-F), semana 8 (G-I). Os dados estdo apresentados em
+ EPM de 3 a 6 animais por grupo. # P < 0.05 vs. CTL, * P < 0.05 vs. HFD.
ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.7.5- Polarizag¢ao do tipo M2

Por dltimo, avaliamos como estava a ativa¢do alternativa de macréfagos do tipo M2,
j4 que recentemente foi demostrado a importancia dessa ativacdo alternativa (M2) para a
manutencdo da termogénese no TAM (Nguyen et al., 2011). Para isso, analisamos as imagens
de florescéncia para MGL-1 (marcador de M2). Notamos que ao longo das 8 semanas, o
grupo DH apresentou um declinio na razdo M2/M1 no TAM, quando comparado com a
marcacdo observada no grupo controle (Figura 18A-I). J4 o grupo EXE ndo sofreu tal
alteracdo, ou seja, teve a razdo M2/M1 mantida a niveis bem préximos, se ndo muitas vezes

maiores, aqueles encontrados nos animais do grupo CTL (Figura 18A-I).
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Figura 18- Caracterizacio da polarizacdo de macréfagos. Microfotografias
representativas de marcacdo MGL-1 (verde) e F4/80 (vermelho), quantificagcdes de
células positivas para MGL-1 em relacdo a F4/80 (vermelho) em tecido adiposo
marrom de animais dos grupos CTL, DH e EXE ao final da semana 1 (A-C), semana
4 (D-F), semana 8 (G-I). Os dados estao apresentados em + EPM de 3 a 6 animais
por grupo. # P <0.05 vs. CTL, * P <0.05 vs. HFD. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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5- DISCUSSAO

A obesidade € considerada uma epidemia mundial. Isso a torna um problema de satide
publica global, e para agravar essa condi¢do, estd frequentemente associada ao
desenvolvimento da DM2, alteracdo metabdlica que primeiramente € caracterizada por Rl e

hiperglicemia.

Dentre os fatores que contribuem para o seu desenvolvimento destacam-se os fatores
ambientais como as dietas ricas em gorduras saturadas e o sedentarismo. O balanco
energético positivo, que ocorre quando a ingestao caldrica € superior a energia gasta, é o fator
chave para o estabelecimento da obesidade, promovendo crescimento nos estoques de
gordura o que contribui para o aumento no peso corporal. Estudos realizados com animais
demonstraram que a alimentacdo hipercaldrica e rica em lipideos é um dos fatores mais
importantes que leva a obesidade (Carneiro, 2005). Desta maneira, animais submetidos a
dieta hiperlipidica palatdvel mostram, a partir de tr€s semanas, um aumento na quantidade de
tecido adiposo, com tendéncias a alteragdes no perfil lipidico e nas etapas iniciais da

sinalizacdo da insulina (Estadella et al., 2004).

Em nosso estudo pudemos observar que os animais alimentados com a dieta
hiperlipidica foram os que alcangaram os maiores valores de peso corporal. Especificamente
ao analisar os dois grupos alimentados com dieta hiperlipidica, verificamos que a partir da
sétima semana o exercicio fisico foi capaz de atenuar esse aumento. Em acordo com nossos
resultados, estudo realizado por Xu e colaboradores em 2011, com camundongos submetidos
a 8 semanas de exercicio associado com dieta hiperlipidica, obteve diferenca entre o peso dos
camundongos exercitados e sedentdrios, ambos com dieta hiperlipidica, a partir da sexta
semana. Outro estudo, realizado com ratos submetidos somente a 4 semanas de exercicio,
também verificou diferenca no peso dos animais exercitados e sedentarios alimentados com
dieta hiperlipidica (Gollisch et al., 2009). Essa diferenca observada precocemente, ou seja,
apo6s 4 semanas, pode estar relacionada com diferencas no protocolos de exercicio utilizados.
Na sequéncia, em nosso estudo, comparamos a ingestao dos grupos alimentados com dieta
hiperlipidica, DH e EXE, ao longo das 8 semanas para verificar se essa diferenca no peso

corporal deu-se em virtude do gasto energético em decorréncia do treinamento ou devido a
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diferengas no padrdo alimentar. Ao analisarmos os resultados constatamos que ndo houve
diferenca de ingestdo entre esses grupos. Quando tomados em conjunto, esses dados mostram
que o exercicio pode desempenhar um papel importante na manutencao do peso corporal
quando o animal € submetido a longos periodos de dieta hiperlipidica, o que justifica o
emprego do exercicio fisico como ferramenta terapéutica no intuito de prevenir o
desenvolvimento da obesidade, mesmo naqueles individuos que se alimentam com dietas

ricas em gorduras saturadas.

Na mesma linha, o crescimento do TAB epididimal, da massa gorda absoluta e
relativa foi maior no grupo DH, quando comparados com os demais grupos. Esses resultados
estdio de acordo com os apresentados por Baynard e colaboradores (2012) em que
camundongos C57BL submetidos a 6 semanas de exercicio em esteira, concomitante com
dieta, mostraram reducdo na massa de gordura epididimal do grupo exercitado comparado
com o grupo alimentado com dieta hiperlipidica sedentdrio. Em outras palavras, os resultados
obtidos comprovam a capacidade do exercicio aerdbio proteger a composi¢do corporal em

animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Visto que a adipogénese é modulada por alguns fatores de transcri¢do incluindo
PPARy e CEBPa, os quais sdo cruciais para a formagdo do adipdcito, fomos verificar a
expressao dessas proteinas envolvidas no processo de crescimento do TAB. Em conjunto
verificamos ao final do experimento uma maior expressdo das proteinas CEBPa e SREBP-
Ic no grupo DH, corroborando com os demais resultados apresentados no presente estudo.
No entanto, a expressdo de PPARYy surpreendentemente foi muito mais elevada no grupo
EXE. Muitas pesquisas apontam que PPARy ¢ uma molécula complexa que estd envolvida
ndo somente na formagdo do adipdcito como também na funcdo do adipécito maduro,
controlando genes envolvidos na homeostase da glicose, na remodelacdo do tecido e na
diferenciacdo das células do TAB em TAM (Ahmadian et al., 2013). Essas outras funcodes
podem ser responsaveis pelo aumento na expressio do PPARy durante o protocolo de
treinamento. Dentre elas podemos destacar o papel do PPARy como um regulador essencial
para a diferenciacdo de macrofagos do tipo M2, o que contribui para um estado anti-

inflamatério do tecido (Vats et al., 2006). Nesse contexto, em 2010, um grupo japonés
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apresentou indicios de polarizacdo de macréfagos no sentido M2 em camundongos C57BL
apds 16 semanas de treinamento em esteira (Kawanishi et al., 2010). Apesar de no presente
estudo ndo verificarmos o estado de polarizacio de macréfagos no TAB, outro estudo
realizado por nosso laboratério comprovou maior polarizacao do tipo M2 no tecido adiposo
de ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos a um treinamento de 4
semanas de natacdo (dados ndo publicados). Nosso grupo ainda demostrou, que mesmo uma
Unica sessdo de exercicio agudo ja é capaz de promover a polarizagdo de macréfagos no
sentido M2 em ratos Wistar com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Oliveira et al.,
2013). Avaliando o exposto, podemos considerar a hipotese de que o PPARy pode

desempenhar um papel na polarizacdo de macréfagos induzida pelo exercicio fisico aerébio.

Outro aspecto interessante dos nossos resultados foi a capacidade do exercicio fisico
em atenuar a intolerancia a glicose e a RI, normalmente observadas em animais submetidos
a dieta hiperlipidica, indicando assim um papel protetor sobre a sensibilidade a insulina
nesses animais. Nossos resultados estdo em acordo com os obtidos em estudo prévio
realizado em camundongos C57BL (4 semanas de idade) submetidos a DH sozinha e também
concomitantemente com exercicio fisico aerébico por 8 semanas, onde fora demonstrado que
o exercicio de esteira diminuia o efeito da DH sobre a intolerancia a glicose (Xu et al., 2011).
No entanto, podemos destacar que o efeito protetor do exercicio foi ainda mais evidente em
nosso estudo, o que pode ter ocorrido devido a algumas diferencas metodolégicas
empregadas entre os dois estudos, como modelo animal, tipo e intensidade do exercicio
utilizado. Outro estudo realizado por Bradley e colaboradores (2008) também observou
melhora na tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina em animais exercitados
voluntariamente e alimentados com dieta hiperlipidica. Em relacdo ao modelo animal
utilizado, estd bem estabelecido que os ratos Wistar apresentam maior capacidade de elevar
seus niveis de insulina quando comparados com camundongos, o que pode ser facilmente
observado pela diferenca em sua glicemia de jejum, visto que os ratos Wistar, ao contrario
dos camundongos, ndo apresentam hiperglicemia mesmo depois de 20 semanas de DH, como
demonstrado em estudo prévio de nosso laboratério (Oliveira et al., 2011). Ainda nesse
contexto, inimeros estudos, de nosso e de outros grupos, em humanos ou modelos animais,

demonstraram que o exercicio fisico aerébico pode ser utilizado como uma importante
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ferramenta terapéutica no combate a RI associada a obesidade (Ross et al., 2004, Frosiq e
Richter, 2009, Gollisch et al., 2009, Praet e Van Loon, 2009, Vieira et al., 2009, Oliveira et
al.,2011).

A RI € o principal ponto de interseccdo entre a obesidade, o DM2 e suas complicagdes
(Shoelson et al., 2006). Muitas pesquisas ja consolidaram sua associagdo com redugdo na
fosforilagao de IRB, IRS-1 e Akt nos tecidos-alvo desse hormdnio (Boura-Halfon e Zick,
2009). Nossos resultados demonstraram a influéncia do exercicio na via de sinaliza¢do da
insulina no TAB, pelo aumento dos niveis de fosforilacdo de proteinas, tais como IRf3, IRS-
1 a partir da quarta semana de treino e Akt a partir da oitava semana. Em conjunto, estes
dados suportam a ideia que o exercicio atua aumentando a sensibilidade a insulina no TAB
e, consequentemente, impede o efeito deletério sobre a sinalizag¢do de insulina induzida pela

dieta rica em gordura.

Ja estd bem estabelecido que a quantidade circulante de citocinas € combustiveis
metabolicos, como os AGLs ndo esterificados sdo liberados pelo tecido adiposo e podem
modular a acdo da insulina. Um aumento na massa de triglicerideos armazenados,
especialmente no tecido adiposo visceral, leva a grandes adipdcitos os quais sdo resistentes
a capacidade da insulina em suprimir a lipdlise. Isso resulta em um aumento da liberacdo de
AGLs nao esterificados, o que agrava a RI em tecidos como musculo, figado e tecido adiposo
(Praet e Van Loon, 2009). Nossos resultados mostraram que a dieta hiperlipidica causou um
aumento significativo na liberacdo de AGLs a partir da quarta semana no grupo DH e que o
exercicio fisico foi capaz de atenuar esse aumento na oitava semana. J4 ao analisar o LPS,
uma endotoxina inflamatéria, notamos que o grupo DH apresentou valores
significativamente elevados somente na oitava semana. E da mesma forma que os AGLs o
exercicio foi capaz de atenuar esse aumento. Esse resultado pode colaborar com a tese de
efeito anti-inflamatorio do exercicio fisico, uma vez que ha evidéncias de que os AGLs, assim
como o LPS, podem promover a inflamacdo através da ativagdo do TLR-4 e também de
outros receptores como o TNFR (Gregor e Hotamisligil, 2011, Oliveira et al., 2011). Sendo
assim, com base em nossos resultados, sugerimos que a capacidade de atenuar o aumento de

AGLs e LPS, pode ser um dos mecanismos possiveis para a melhoria da sensibilidade a
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insulina induzida pelo exercicio. Além disso, o exercicio modulou o processo inflamatério
diminuindo a sintese de citocinas pré-inflamatdrias através do bloqueio a ativacdo das vias

inflamatorias.

Da mesma forma, os niveis circulantes de TNF-a também se mostraram elevados no
grupo DH na oitava semana, e o exercicio foi capaz de minimizar esse aumento. Esses dados
estdo de acordo com estudo, realizado com camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e
exercicio de corrida voluntdria por 8 semanas, no qual foi analisado a expressdao de RNAm
de TNFa no TAB e verificou-se que o exercicio foi capaz de atenuar o aumento da sua

transcri¢do (Huang et al., 2010).

Muitas pesquisas ja comprovaram que a ativagdo de JNK e IKK é um dos principais
mecanismos na RI (Hotamisligil, 2006). Essas serinas quinases sao ativadas em consequéncia
da acdo de citocinas pré-inflamatorias como TNFa e também AGLs, e a partir dai sdo capazes
de inibir a acdo da insulina através da fosforilacdo do IRS-1 em serina. Em nosso estudo
observamos que o exercicio foi capaz de minimizar a fosforilagdo dessas serinas quinases

algumas vezes até mesmo abaixo daqueles apresentados pelo grupo CTL.

Diante de todo esse efeito anti-inflamatério apresentado pelo exercicio, fomos
verificar os niveis séricos de IL-10, citocina anti-inflamatéria fortemente relacionada com a
sensibilidade a insulina em individuos sauddveis e que se apresenta reduzida em individuos
obesos (Hong et al., 2009). Nesse sentido, nosso estudo comprovou a menor circulacio de
IL-10 a partir da quarta semana no grupo DH, e evidenciou o aumento dessa citocina apos 8
semanas de treino no grupo EXE. O aumento de IL-10 no grupo EXE, pode estar
contribuindo para uma maior polarizacdo de macréfagos M2 nesse tecido, o que contribui
para os resultados obtidos no presente estudo. Baseamos essa afirmacdo em estudo prévio
realizado por Lumeng e colaboradores (2007), o qual demonstrou que macréfagos do TAB
de animais magros expressam maior polarizacdo do tipo M2, e isso foi associado com o
aumento na expressdo de IL-10. Este mesmo estudo também mostrou que IL-10 atuou
positivamente na via de sinalizacdo da insulina, melhorando a absor¢do de glicose e

protegendo contra a RI mediada por TNFa em adipécitos isolados.
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Além de IL-10, o TAM vem sendo fortemente associado com melhora da sensibilidade a
insulina e com menor massa do TAB (Stanford et al., 2013). Em nosso estudo pudemos
comprovar o efeito direto do exercicio sobre o aumento da massa do TAM. Esses resultados
em conjunto, indicam um papel protetor do exercicio fisico sobre a composi¢do corporal
diante da dieta hiperlipidica, acompanhado de aumento na massa do TAM e reducdo na do
TAB epididimal. Esse aumento na massa do TAM se faz particularmente importante tendo
em vista as crescentes evidéncias de que esse tecido pode proteger contra o ganho de peso e
consequentemente contra a obesidade em humanos (Slocum et al., 2013). Nesse contexto,
estimativas apontam que 50g de TAM humano, sob mdxima estimulagdo, seria responsavel
por até 20% das necessidades caldricas didrias (Rothwell et al., 1983). Assim, a capacidade
de promover aumentos da massa e consequentemente da atividade do TAM poderia ter
implicacdes importantes para o tratamento da obesidade e também de suas comorbidades em

humanos.

Recentemente, um fator liberado pelas células musculares, em decorréncia do
exercicio aerdbico, foi relacionado com surgimento de células com caracteristicas de
adipdcitos marrons, ou seja, que expressam UCP1, no interior do TAB (Bostrom et al., 2012).
Esse estudo colocou novamente o exercicio em foco para o tratamento da obesidade, uma
vez que esse aumento de células com UCPI1, provavelmente colaborariam para o melhor
controle do peso corporal, por apresentarem alta atividade metabdlica. Contudo, somente o
aumento na massa do TAM nio € suficiente, torna-se importante a busca por mecanismos
que possam levar a sua ativagdo e assim promover o aumento do gasto energético. Estd bem
estabelecido que a termogénese do TAM ocorra em resposta a exposi¢ao ao frio e também a
alimentacdo (Valverde et al., 2005). Existem ainda indicios de que o exercicio fisico aerébico
também promova essa ativagao. Nesse contexto, nossos resultados foram capazes de mostrar
que o exercicio fisico promove aumento da expressdao de UCP1 apds as 8 semanas de DH
concomitante com exercicio. Importante destacar que essa diferenca fora verificada a partir
do término da sexta semana de estudo (dados ndo apresentados). Esse resultado estd em
acordo com estudo prévio, o qual demonstrou que 6 semanas de natacdo aumentavam oS

niveis de RNAm de UCP1 em TAM de camundongos db/db (Oh et al., 2007).

92




A seguir investigamos o papel da Th, enzima chave da sintese de catecolaminas. O
estudo dessa enzima se faz importante, visto que recentemente foi demonstrada sua
necessidade para inducdo de termogénese em resposta ao frio mediada pelos macréfagos M2
(Nguyen et al., 2011). Nossos resultados mostraram que o exercicio foi capaz de elevar
substancialmente os niveis de expressdo de Th desde a primeira até a oitava semana do
protocolo, quando comparados com os demais grupos. Esse resultado estd totalmente em
acordo com os anteriormente apresentados nesse estudo, uma vez que observamos aumento
na massa e expressao de UCP1 em TAM de ratos exercitados. Como a enzima Th é limitante
da sintese de catecolaminas pelos macréfagos M2 e sendo esses ultimos responsdveis pela
ativacdo de UCPI era de se esperar seu aumento como consequéncia do exercicio aerébico.

Quando analisamos a morfologia do TAM, os estudos histoldgicos mostraram que a
DH promove a alteracao da estrutura normal do TAM, como evidenciado pelo aumento na
quantidade de gordura no interior dos adipdcitos, e podemos destacar que esse aumento
ocorreu de maneira progressiva ao longo das 8 semanas. De forma interessante, o treinamento
de natacdo ndo foi capaz de proteger desse efeito da DH, sendo que em alguns casos os
animais do grupo EXE ainda apresentaram maior acimulo de gordura nos adipdcitos ao final
das 8 semanas do protocolo. Entretanto, analisando mais profundamente, o tamanho das
goticulas de gordura nos pareceu menor nos animais treinados do que nos sedentarios. Esse
aumento do acumulo de gordura no TAM ndo foi observado em estudo anterior, no qual o
treinamento em esteira promoveu a redugdo das goticulas no TAM (Slocum et al., 2013).
Cabe aqui destacar que tal divergéncia tenha ocorrido em virtude da diferenca do tipo de
exercicio, da intensidade do mesmo e pelo fato do exercicio ter sido feito em animais ja
obesos, enquanto o nosso foi realizado durante o processo do ganho de peso. Quando tomado
em conjunto com os resultados observados no desenvolvimento do TAM, esse efeito do
exercicio nos parece razodvel, uma vez que o TAM dos animais exercitados € o que atinge a
maior média de peso. Além disso, esse aumento na deposi¢cdo de gordura, nos adipdcitos do
TAM, pode colaborar com o efeito protetor do exercicio sobre o desenvolvimento da RI,
visto que essa gordura armazenada no TAM pode ser menos deletéria que seu
armazenamento no TAB. Dando suporte a essa hip6tese, alguns estudos demonstram que o

exercicio € capaz de promover o aumento da deposi¢ao de lipidios no tecido muscular e ainda
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sim promover melhora na sensibilidade a insulina (De Fronzo et al., 1987; Bruce et al., 2006).
Esse fendmeno conhecido como “paradoxo do atleta”, ndo é exclusividade de atletas, uma
vez que o exercicio agudo pode promover esse efeito mesmo em individuos sedentdrios. De
fato, foi demonstrado em estudo com modelo animal, que o exercicio aumenta a atividade da
diacilglicerol aciltranferase em musculo esquelético, o que em troca direciona os substratos
de 4cidos graxos em triglicerideos, resultando assim na redu¢do dos niveis de diacilglicerol
e também de ceramida, substiancias com conhecidos efeitos negativos sobre a via de
sinaliza¢do da insulina (Liu et al., 2007). Tendo em vista que as células do TAM apresentam
algumas caracteristicas que as aproximam mais das do tecido muscular do que aquelas
presentes no TAB, como por exemplo, elevado contetido mitocondrial e alta capacidade de
oxidar lipidios, fica essa hipdtese de que o exercicio também direciona o excesso de lipidios
para o TAM, onde ele é estocado e podera ser prontamente utilizado como combustivel para
a termogénese do TAM.

Sabe-se que a infiltracdo de macréfagos M1 no tecido adiposo aumenta a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, as quais exercem efeitos deletérios sobre a
sinalizacdo de insulina e o metabolismo da glicose (Lumeng et al., 2007). Diante disso,
analisamos as imagens de florescéncia para F4/80 ao longo das 8 semanas de DH, e pudemos
constatar o progressivo aumento dessa marcagcdo para os animais sedentdrios e que, em
contrapartida, os animais exercitados apresentaram uma atenuagdo nessa infiltracdo. Vale a
pena mencionar que os animais do grupo EXE apresentaram marcagcdo de F4/80 similar
aquela apresentada pelos animais do grupo CTL, evidenciando assim um papel protetor do
exercicio cronico sobre a infiltracdo de macréfagos, que € um dos principais mecanismos de
promocao de inflamacdo e consequentemente RI em decorréncia de dietas ricas em gordura
saturada. Essa capacidade do exercicio cronico em reduzir a infiltragcdo de macréfagos foi
observada anteriormente pelo nosso (dados ndao publicados) e também por outro grupo,
contudo esse efeito fora demonstrado apenas no TAB (Kawanishi er al., 2010). Outro
diferencial do nosso estudo consiste em utilizar o exercicio como profilaxia e ndo apenas

como ferramenta terapéutica.

Tendo em vista a importincia da ativacdo alternativa (M2) dos macréfagos para a

principal atividade metabdlica do TAM, como demonstrado em um elegante estudo
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publicado na Nature em 2011 (Nguyen et al., 2011), a etapa seguinte dessa caracterizacao
consistiu na investiga¢do do balan¢o da polarizacdo de macréfagos no TAM em decorréncia
da DH e do exercicio fisico. Ao longo das 8 semanas, o grupo DH apresentou um declinio na
razdo M2/M1 no TAM, quando comparado com a marcagdo observada no grupo controle.
Ao contrério, o grupo EXE nio sofreu tal alteracdo, ou seja, teve a razdo M2/M1 mantida a
niveis bem préximos, se ndo muitas vezes maiores, aqueles encontrados nos animais do grupo
CTL.

Dessa forma, podemos concluir, que o exercicio fisico crénico promove maior
atividade do TAM através de um mecanismo orquestrado pela ativacdo alternativa de
macréfagos com a participacdo de Th. Esses achados nos ajudam a entender um pouco
melhor mais um mecanismo pelo qual o exercicio pode ajudar no controle do peso para o
tratamento e prevencdo da obesidade e suas complicacdes, surgindo como uma alternativa

ndo farmacoldgica.
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ANEXO I

SEMANA 8

IB: UCP-1 -

CTL DH DH+EXE

Figura 19- Expressao de UCP-1 no Tecido Adiposo Branco na oitava semana de treino.
Blot representativo de UCP-1 no TAB de animais CTL, DH e DH+EXE, realizado
na oitava semana de treino.
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ANEXO II

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "O efeito do exercicio crdnico sobre a

adipogénese em ratos wistar submetidos a dieta hiperlipidica™ (protocolo n°®
2562-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Mario José Abdalla Saad / Juliana

Paula Leite, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio

Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 08 de novembro de

2011.

/ fx?lu)‘jy?a_{ 2 “#Jéf’uaw%
Profa. Dra. Ang'ﬁlaria Q\/ Guaraldo
Presidente

CEUA/UNICAMP
Caixa Postal 6109
13083-970 Campinas, SP — Brasil

Campinas, 08 de novembro de 2011.

. L SO

Fatima Alonso
Secretaria Exetutiva

Telefone: (19) 3521-6359
E-mail: comisib@unicamp.br
http://www.ib.unicamp br/ceea/
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