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“O que me tranquiliza é que tudo o que existe,
existe com uma precisao absoluta.”

Clarice Lispector



RESUMO

O tecido adiposo perivascular (PVAT) desempenha importante funcdo endocrina e
paracrina e o exercicio aerobio interfere diretamente no padréo secretor deste tecido.
Fatores pro-inflamatorios secretados pelo PVAT associados ao estresse oxidativo
contribuem para o desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares na obesidade.
Os mecanismos responsaveis pela disfuncdo do PVAT na obesidade ainda néo estéao
totalmente elucidados; de fato, os estudos foram realizados principalmente em
machos. O presente estudo teve como obijetivo investigar os efeitos do treinamento
fisico aerobio sobre os biomarcadores inflamatorios e de estresse oxidativo do PVAT
da aorta toracica (tPVAT) em camundongos fémeas obesas. Camundongos fémeas
C57BL6/JUnib (4-5 semanas) foram divididas em (CEUA/UNICAMP: 5849-1/2021):
sedentarias (SD), treinadas (TR), obesas sedentarias (OB/SD) e obesas treinadas
(OB/ TR). A obesidade foi induzida por 16 semanas de dieta hiperlipidica (32% de
carboidratos, 20% de proteinas e 38% de lipidios, 6,2 kcal/g) e o treinamento fisico
aerébio de intensidade moderada (50-60% da velocidade méxima) foi inciado apds 8
semanas de protocolo e realizado em esteira ergométrica, 5 dias/semana, 60 min por
sessdo, por mais 8 semanas. Medimos 0s niveis séricos de glicose, 17B-estradiol,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), adiponectina, leptina e substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), além dos niveis de adiponectina, leptina e TNF-a no
tPVAT. Também realizamos no tPVAT histologia para caracterizacdo morfolégica e
citometria de fluxo para analise das células do sistema imunoldgico. Para comparacao
dos grupos experimentais foi utilizada ANOVA duas vias seguido de pés-teste de
Bonferroni. No grupo OB/SD o peso corporal, o peso do tecido adiposo perigonadal,
a glicose sérica, a leptina, o TNF-a e o aumentaram quando comparados com 0 grupo
SD, enquanto o treinamento fisico foi eficaz para reduzir os valores de leptina, TNF-a
e TBARS no grupo OB/TR, sem alteracbes no peso corporal, no peso do tecido
adiposo perigonadal e na glicemia. Nao foram observadas alteracfes séricas de 173-
estradiol e adiponectina em todos os grupos. No entanto, a concentracdo de
adiponectina no tPVAT aumentou no grupo OB/TR em comparacdo ao OB/SD. Os
adipécitos do tPVAT no grupo OB/SD exibiram predominancia de tecido adiposo
branco, com aumento e coalescéncia dos adip6citos em comparag¢do com o grupo SD;
no grupo OB/TR observou-se presenca de tecido adiposo marrom, adipécitos
menores. Na citometria de fluxo, observamos no grupo OB/SD aumento de linfécitos
T, especialmente natural killer (NK), sendo o treinamento fisico efetivo em sua reducéo
no grupo OB/TR. Assim, nossas descobertas mostram uma alteragdo profunda na
morfologia, quantidade e no perfil das células imunolégicas do tPVAT de
camundongos fémeas obesas que foram associadas ao aumento da resposta
inflamatoria sistémica e a peroxidacéo lipidica. O treinamento fisico aerdbio foi eficaz
na reducdo de algumas alteracdes morfologicas e na quantidade de linfécitos T NK
induzidas pela obesidade no tPVAT, bem como, na reducdo da inflamacgéo e do
estresse oxidativo circulantes.

Palavras-chave: exercicio fisico aerdbio, tecido adiposo perivascular, fémeas,
obesidade, inflamacéo, estresse oxidativo, senescéncia celular.



ABSTRACT

The perivascular adipose tissue (PVAT) plays an important endocrine and paracrine
function and aerobic exercise directly interferes with the secretory pattern of this tissue.
Pro-inflammatory factors secreted by PVAT associated with oxidative stress contribute
to the development of cardiovascular complications in obesity. The mechanisms
responsible for PVAT dysfunction in obesity are still not fully elucidated,; in fact, studies
were mainly carried in male. The present study aimed to investigate the effects of
aerobic exercise training on inflammatory and oxidative stress biomarkers of PVAT in
obese female mice. Female mice C57BL6/JUnib (4-5 weeks) were divided into
(CEUA/UNICAMP: 5849-1/2021): sedentary (SD), trained (TR), obese sedentary
(OB/SD), and obese trained (OB/TR). Obesity was induced by 16 weeks of high-fat
diet (32% carbohydrates, 20% proteins and 38% lipids, 6.2 kcal/g) and aerobic
exercise training of moderate intensity (50-60% of maximum speed) started after 8
weeks of protocol and was performed on a treadmill, 5 days/week, 60 min per session,
for more 8 weeks. We measured serum levels of glucose, 173-estradiol, tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), adiponectin, leptin and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). The level of adiponectin, leptin and TNF-a on on PVAT of
thoracic aorta (tPVAT) was verified. We also performed histological analysis on tPVAT
and flow cytometry to evaluate the immune cell population on tPVAT. For comparison
of experimental groups, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test was used.
In OB/SD group the body weight, perigonadal fat pad, serum glucose, leptin, TNF-a
and TBARS were increased when compared with the SD group, whereas exercise
training was effective to reduce the values of leptin, TNF-a and TBARS in OB/TR
group, without any change in body weight, perigonadal fat pad and serum glucose. No
alterations were observed in all groups regarding the serum levels of 173-estradiol and
adiponectin. Although adiponectin levels in the tPVAT were increased in the OB/TR
group, when compared to OB/SD. The adipocytes from tPVAT in OB/SD group
exhibited enlargement lipid droplets in comparison with the SD group; in OB/TR group
the lipid droplets were smaller. Flow cytometry showed an increase in T lymphocytes,
especially natural killer (NK) cells, in the OB/SD group, with physical training being
effective in reducing their numbers in the OB/TR group. Thus, our findings show a
profound alteration on tPVAT morphology, quantity, and profile of immune cells in the
PVAT of obese female mice, which were associated with an increased systemic
inflammatory response and lipid peroxidation. Aerobic exercise training was effective
in reducing some alterations induced by obesity on tPVAT, circulatory inflammation,
oxidative stress and the number of NK cells.

Keywords: aerobic exercise, perivascular adipose tissue, females, obesity,
inflammation, oxidative stress, cellular senescence.
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de obesidade em diversas populagdes, inclusive no Brasil,
tem crescido constantemente. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) o percentual de pessoas obesas em idade adulta no pais foi de
12,2%, entre 2002 e 2003, para 26,8% em 2019. Além disso, segundo 0s numeros, a
obesidade em mulheres nessa faixa etaria passou de 14,5% para 30,2%, superando
a estatistica dos homens que subiu de 9,6% para 22,8% (IBGE, 2020).

A obesidade, caracterizada pelo desbalanco energético e excesso de
tecido adiposo, esta associada ao processo de envelhecimento celular. Nesse
contexto, um perfil celular inflamatoério cronico se estabelece, resultando em maior
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SANTOS et al., 2021). Essas
alteracbes constituem importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
patologias secundarias a obesidade, como as doencas cardiovasculares (COSTA et
al., 2018).

O tecido adiposo perivascular (PVAT) regula o tonus vascular,
desempenhando importante funcao anticontratil ao secretar fatores vasodilatadores,
principalmente 6xido nitrico (NO). Foi demonstrado que na obesidade, o aumento do
estresse oxidativo e da resposta inflamatéria alteram o perfil secretor do PVAT,
precedendo a disfuncdo endotelial (ZHOU et al., 2021).

A susceptibilidade a doencas se apresenta de forma diferente entre os
sexos, demonstrando alteracdes inflamatorias relacionadas a obesidade, que nas
mulheres podem estar associadas a concentracdo de estrogénio (POPKO et al. 2010;
PETTERSSON et al.,, 2012). Além disso, as mulheres sdo mais propensas a
desenvolverem obesidade severa e apresentam maiores riscos de complicacoes,
incluindo doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 (DM2), hipertensédo arterial
sistémica, apneia do sono, cancer e transtornos mentais (MANRIQUE-ACEVEDO et
al., 2020), em comparacdo aos homens (RYAN et al., 2007). Assim, ressalta-se a
necessidade de intervencdes terapéuticas ou preventivas diante dessa populacao
especifica.

Durante muito tempo tanto a pesquisa basica quanto a clinica ignoraram a
influéncia do sexo nos resultados obtidos. Havia uma tendéncia em tratar 0s sexos
como equivalentes, com uso majoritario de machos em seus desenhos experimentais.
De fato, existem evidéncias emergentes apontando que as diferencas sexuais

influenciam diretamente a epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e desfechos
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clinicos de muitas doencas, particularmente as ndo-transmissiveis, como as doencas
cardiovasculares (KAUTZKY-WILLER; HARREITER; PACINI, 2016).

Trabalhos envolvendo modelos animais de obesidade induzida s&o
essenciais para o desenvolvimento de pesquisas na &rea devido a sua grande
semelhanca com a génese e as respostas metabdlicas decorrentes do sobrepeso e
da obesidade em humanos (WEST E YORK, 1998; TSCHOP E HEIMAN, 2001).
Especificamente, o modelo de inducdo de obesidade por dieta hiperlipidica em
camundongos C57BL6/J machos e fémeas esta bem documentado (WINZELL E
AHREN, 2004; TSUKUMO et al., 2007; XU et al., 2011; PETTERSSON et al., 2012;
ROBISON et al., 2020), sendo esse modelo uma ferramenta util no estudo dos efeitos
da adiposidade.

Na literatura ainda ndo existem estudos que investigaram os efeitos do
treinamento fisico aerébio de moderada intensidade nos biomarcadores inflamatorios,
do estresse oxidativo e da senescéncia do PVAT da aorta toracica (tPVAT) de fémeas
obesas. Desse modo, esse estudo podera evidenciar e elucidar possiveis diferencas
em fémeas, contribuindo para maior conhecimento na area.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tecido adiposo perivascular e obesidade

O tecido adiposo perivascular (PVAT) é um tipo especial de depdsito de
gordura ectopica que envolve a maioria dos vasos sanguineos (MAN et al.,2022).
Antes era visto apenas como uma estrutura de suporte e protecdo mecanica (SZASZ
E WEBB, 2012), atualmente é classificado como um 6rgdo endocrino e paracrino
devido a sua capacidade de secretar adipocinas e mediadores anti-inflamatorios
(SOLTIS E CASSIS, 1991; LOHN et al., 2002; COSTA et al., 2018). Sendo assim, 0
PVAT é essencial para manutencdo do equilibrio vascular, atuando nas células
musculares lisas e nas células endoteliais, por vias dependentes do endotélio e vias
independentes do endotélio (MAENHAUT E VAN VOORDE, 2011; MAN et al., 2022).

Classicamente, o PVAT exerce funcéo anticontratil nos vasos sanguineos
por meio da secrecao de varios fatores relaxantes derivados do PVAT (PVRFs), como
leptina, adiponectina, peréxido de hidrogénio (H202), prostaglandinas, angiotensina 1-
7 e NO (CHANG et al., 2012; XIA et al., 2016) (Figura 1). Estudos revelaram que o
PVAT também é capaz de secretar fatores vasoconstritores (PVCFs), como
serotonina (5-HT), norepinefrina (NE), angiotensina Il (Ang-Il) e EROs (KUMAR et al.,
2019).
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Figura 1. Efeito vasodilatador e hiperpolarizante de fatores derivados do tecido adiposo perivascular
(PVAT) nas células do musculo liso vascular (CMLV) e nas células endoteliais. A adiponectina interage
com os receptores de adiponectina (AR) nas células endoteliais, ativando a proteina quinase ativada
por adenosina monofosfato (AMPK), responsavel pela ativagdo da sintase endotelial do éxido nitrico
(eNOS). O aumento na concentragdo de déxido nitrico (NO) induz a ativagdo do monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP), que é responséavel pela abertura de canais de potassio ativados por calcio de
grande condutancia (BKCa). A leptina interage com os receptores de leptina (LR), que ativam a AMPK
e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), resultando na ativacdo do BKCa. Além disso,
a AMPK ativa de forma independente o BKCa e induz um efeito de hiperpolarizacdo. O sulfeto de
hidrogénio (H2S) induz a ativacdo de BKCa em CMLYV e células endoteliais. Também induz a diminuigdo
do pH intracelular pela ativag&o do trocador ibnico CI/HCOs". A angiotensina 1-7 (Ang 1-7), ao interagir
com o receptor endotelial Ang 1-7 (MAS), ativa a eNOS e aumenta a concentracéo de NO. O perdxido
de hidrogénio (H2032) estimula a guanilato ciclase soluvel (sGC-1), que induz vasodilatagdo por meio da
via NO/sGC-1/cGMP. (Adaptado de: Stanek, et al. 2021).

No organismo sdo encontrados, primordialmente, dois tipos de tecido
adiposo: branco (TAB), que constitui importante reserva energética; e marrom (TAM)
com funcdes termorreguladoras. Além disso, ja foram caracterizados adipdcitos bege,
gue expressam marcadores TAM junto a marcadores especificos de superficie celular
(XUE et al. 2007). O PVAT possui um fendtipo misto, exibindo caracteristicas de
ambos os tipos de tecido adiposo, com diferentes propor¢cdes a depender do vaso
sanguineo (CINTI, 2011; PADILLA et al., 2013). Os tipos celulares encontrados no
PVAT incluem adipécitos, macrofagos, células progenitoras, linfocitos e fibroblastos.
Além da proporcédo de células se alterar de acordo com a idade, estado nutricional e
condicbes ambientais (MIAO et al.,2012), as diferencas regionais do PVAT estéo

associadas a funcgdes distintas e diferentes desfechos fisiopatolégicos.
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Na aorta foram descritas diferencas regionais histolégicas e funcionais
entre o PVAT da porcéo toracica (tPVAT) e abdominal (aPVAT) (POLICE et al., 2009).
O tPVAT apresenta, predominantemente, adipdcitos marrons (multiloculares), que
expressam proteina termogénica desacopladora-1 (UCP-1) e ativador de morte celular
CIDE-A (Cidea) (TRAN et al., 2018). Enquanto que o aPVAT caracteriza-se pelo
predominio de adipécitos brancos (uniloculares), podendo conter uma mistura de
adipdcitos brancos e bege (PADILLA et al., 2013).

A obesidade é uma doenca multifatorial, cuja patogénese esta relacionada
a fatores bioldgicos, psicossociais, socioeconémicos e ambientais (POWELL-WILEY
et al., 2021). As complicacBes cardiometabdlicas observadas nessa condicdo sdo
decorrentes de alteracdes fisiopatoldgicas incluindo dislipidemia e o estabelecimento
de um processo inflamatorio crénico (XIA et al., 2017). Assim, no PVAT observa-se
acumulo e alteracdes nos adipocitos (COSTA et al., 2018).

O desbalanco energético observado na obesidade resulta em remodelacéo
do tecido adiposo, com hiperplasia e hipertrofia de adipdcitos (SPALDING et al., 2008;
COSTA et al., 2018). Os adipécitos de individuos obesos apresentam acumulo de
macrofagos com genes associados ao aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, expressam sintase induzivel do éxido nitrico (iNOS) e produzem altos
niveis de EROs (LUMENG et al., 2007; COSTA et al., 2018).

O PVAT esta envolvido na producdo de adipocinas e alteracdes em seu
perfil secretor, induzidas pela obesidade, podem causar prejuizos em diversos
processos fisiologicos (MARCHESI et al., 2009; KETONEN et al., 2010). Nesse
contexto, prejuizos no equilibrio energético, nas respostas imunoldgicas, na pressao
arterial, na homeostase vascular e angiogénese, no metabolismo de glicose e lipidico,
além de resisténcia a insulina contribuem para o elevado risco cardiovascular
associado a obesidade (WANG et al., 2005; POWELL — WILEY et al., 2021) (Figura
2).
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Figura 2. Disfuncao do tecido adiposo perivascular (PVAT) associada a obesidade. O PVAT secreta
moléculas biologicamente ativas, incluindo as adipocinas, que modulam o ténus vascular, a migragao
e a proliferagdo de células musculares lisas, as respostas inflamatérias e o estresse oxidativo. A
obesidade resulta em altera¢des estruturais e funcionais no PVAT, levando a um desequilibrio em favor
de substancias vasoconstritoras e pré-inflamatdrias, hipertrofia de adipécitos, bem como alteragdes nas
vias de sinalizacéo da insulina. (Adaptado de: Costa et al., 2018).

O tecido adiposo apresenta subpopulacBes de células imunolbgicas
funcionalmente distintas, de acordo com sua localizacdo anatdémica. A proximidade do
PVAT com os vasos sanguineos, as diferencas no microambiente local e a interacdo
com outras células determinam o destino e as funcdes fisiologicas das células imunes
nos PVATs (MAHLAKOIV et al., 2019; KUMAR at al., 2020). As células imunoldgicas
liberam diretamente fatores anticontrateis ou atuam estimulando a liberacéo de fatores
relaxantes pelos adipécitos. A interlecuina 10 (IL-10) e a interlecuina 1 beta (IL-1B),
produzidas por macrofagos e células T regulatérias, inibem a contragdo das células
do musculo liso vascular (MARCEAU et al., 2010; ZEMSE et al., 2010). Por sua vez,
eosinofilos residentes no PVAT mesentérico (mMPVAT) secretam catecolaminas que
estimulam os adipdcitos a produzir adiponectina e NO, por meio de receptores 3
adrenérgicos (WITHERS et al., 2017).

Na obesidade, o aumento da hipoxia, do estresse oxidativo, o excesso de

acidos graxos livres e 0 aumento dos padrdes moleculares associados a danos
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metabdlicos alteram a populacdo imune protetora residente no tPVAT, constituida por
macrofagos, linfocitos T e B, células natural killers (NK) e células dendriticas, que
produzem citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, dependendo das mudancas no
perfil de adipocinas (GUZIK et al., 2017). Nesse sentido, o recrutamento de células
pré-inflamatérias prejudica a funcéo vascular (SZASZ; BOMFIM; WEBB et al., 2013;
ALZAIM et al., 2020). Além disso, a composi¢cdo dos macrofagos no tecido adiposo
branco parece contribuir para a patogénese das doencas metabdlicas (STRAND et
al., 2022).

Em condicao fisiologica, as citocinas anti-inflamatérias secretadas pelos
macrofagos residentes atuam mantendo a sensibilidade a insulina e neutralizando as
respostas inflamatérias (RUSSO; LUMENG et al.,, 2018). Esse efeito pode ser
observado com a reducédo da resisténcia a insulina induzida pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), mediante o tratamento de adipocitos com IL-10 (LUMENG et al.,
2007). Da mesma forma, a interlecuina 4 (IL-4), conhecida por polarizar macréfagos
anti-inflamatorios, quando administrada a camundongos obesos, reduz as respostas
inflamatérias e melhora a sensibilidade a insulina (RICARDO-GONZALEZ et al.,
2010).

Os mondécitos e macrofagos expressam o receptor da leptina, que induz a
proliferacdo de macréfagos e a producado de citocinas pro-inflamatérias em resposta
a leptina (FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010) Enquanto que a adiponectina suprime a
expressdo dependente de fator nuclear kappa B (NF-kB) de citocinas pré-inflamatorias
e promove a polarizacdo de macrofagos M2 (anti-inflamatorios) (ALVAREZ et al.,
2014). Os eosinodfilos residentes produzem IL-4 e interleucina 13 (IL-13) que
estimulam a polarizacdo de macréfagos, aumentam a ativacdo das células B e
promovem a homeostase metabdlica (WU et al., 2011).

Os linfécitos T desempenham papéis imunometabdlicos, sendo as células
T CD4+ o subtipo mais abundante no tecido visceral, tornando-se ainda mais
prevalente na obesidade (KINTSCHER et al., 2008; SHIRAKAWA et al., 2016). Ja os
linfécitos B blogueiam a inflamac&o do tecido adiposo e melhoram a tolerancia a
glicose por meio da inducdo da polarizagcdo de macrofagos M2 e do aumento da
producédo de IL-10, enquanto reduzem a producgéo de interleucina 6 (IL-6) e TNF-a
(HARMON et al., 2016; SRIKAKULAPU et al., 2017).
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2.2 Disfuncéo vascular

As alteracfes no PVAT observadas na obesidade prejudicam a regulacéo
da funcdo vascular (XIA et al.,, 2016). Alguns dos mecanismos fisiopatol6gicos
envolvidos na disfungdo vascular decorrente da obesidade estdo associados a
distarbios no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e desregulacdo na
secrecado de fatores derivados do PVAT (STANEK et al., 2021).

Uma caracteristica marcante do tecido adiposo subcutaneo de individuos
obesos é o acumulo de fatores inflamatorios (SKURK et al., 2007). No tecido adiposo
sao encontrados macrofagos M1 e M2, sendo M1 responsavel pela inducdo do estado
inflamatorio crénico por meio da producdo das citocinas: TNF-a, IL-6 e IL-1B
(WEISBERG et al., 2003; XU et al.,2003; MARTINEZ; GORDON, 2014). Um estudo
demonstrou que a inflamacéo do tPVAT, com infiltragdo de macréfagos e células T,
foi acompanhada de aterosclerose e prejuizos na biodisponibilidade de NO,
importante fator vasodilatador (SKIBA et al., 2017).

No estado inflamatério observa-se, também, a desregulacdo de
importantes adipocinas, como leptina e adiponectina. A sintese de leptina é
proporcional ao tamanho dos adipécitos, de modo que, na obesidade sua producéo
aumenta, prejudicando seu papel regulatorio no apetite (SCHROETER et al., 2013).
Fisiologicamente, a leptina possui efeito anticontratil, pois induz a sintese de NO.
Entretanto, quando o endotélio € continuamente exposto a esse hormdnio, ocorre
diminuicdo de NO e aumento na proliferacdo de células vasculares e endoteliais
(KORDA et al., 2008; HOU; LUO, 2011).

Quanto a adiponectina, na condi¢do de obesidade, sua produ¢éo encontra-
se diminuida (WEISS et al., 2004; STANEK et al., 2021). Foi demonstrado que o
proliferador de peroxissomo gama (PPARYy), regulador positivo da expressao de
adiponectina, possui niveis reduzidos no PVAT de camundongos obesos
(ANTONOPOULOS et al., 2014). A hipertrofia dos adipécitos ndo é acompanhada por
angiogénese, resultando em hipéxia e producao do fator de transcricdo induzido por
hipoxia 1 alfa (HIF-1a) que diminui a concentracao de adiponectina (GOOSSENS et
al., 2011). Trabalhos também mostram que na auséncia de adiponectina, o efeito
anticontratil do PVAT reduz significativamente (LYNCH et al., 2013; WITHERS et al.,
2013).

As alteracdes na secrecdo dos fatores derivados do PVAT mencionados

interferem na sintese de NO, catalisada pela enzima sintase endotelial do 6xido nitrico
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(eNOS). De fato, a expressao de eNOS e, consequentemente, a biodisponibilidade de
NO séo reduzidas em pacientes obesos (XIA et al., 2016). A acao vasodilatadora do
NO pode ser mediada pela 1) difusdo nas células musculares lisas e sintese de
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP); 2) modulacéo de canais de potéssio de alta
condutancia dependentes de calcio (BKCa) nas células musculares lisas,
potencializando a hiperpolarizacdo e relaxamento (WESTON et al., 2013; XIA et al.,
2016). Sendo assim, o NO € um importante modulador da homeostase vascular, pois
inibe a proliferacédo de células musculares lisas vasculares, a adeséo leucocitaria, a
agregacao plaquetaria e a inflamacéo (MAN et al., 2023).

Em condi¢cbes fisiologicas, as EROs participam como segundos
mensageiros em vias de sinalizacdo envolvidas em respostas imunes (SIES et al.,
2017). As EROs séo geradas pelo metabolismo celular das mitocondrias, no sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NOX) e a partir do
desacoplamento da eNOS no PVAT (MAN et al.,, 2022). Efeitos deletérios sao
observados quando a producdo de EROs excede a capacidade antioxidante do
organismo, estabelecendo o estresse oxidativo, como ocorre na obesidade.

Os sistemas antioxidantes do PVAT, que mantém niveis normais de EROs,
incluem superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR), peroxirredoxinas (Prxs) e heme oxigenase (HO). O excesso
de carboidratos e acidos graxos, comuns em dietas hipercaléricas, contribuem para o
estresse oxidativo. Assim, o perfil pro-inflamatério e pro-oxidativo estabelecidos pela
obesidade alteram significativamente o efeito anticontratil do PVAT (STANEK et al.,
2021; MAN et al., 2022). Outros prejuizos vasculares ocorrem pela producéo
excessiva do anion superoéxido (O2) que altera atividade do NO. Além disso, niveis
elevados de EROs induzem a proliferacdo e remodelacdo das células musculares
lisas, constituindo um importante fator de risco para eventos cardiovasculares (RANI
et al., 2016). (Figura 3).



24

PVAT PVAT
FUNCIONAL DISFUNCIONAL

Balanco energético positiva

77N

Alteracio de fendtipo

=P Adipocinas pré-inflamatérias

f Adipocinas pré-inflamatérias
=P Adipocinas anti-inflamatéras etlibl)

‘ Adipocinas anti-inflamatéras

Balanco energético
Resposta imune
Homeastase vascular
Metabalisma lipidico & glicBmica

Balanco energético positivo
Respasta imune alterada
Disfungao vascular
Hipertensio
Metabolisma lipidico &
glicémicao alteradas

Protecio contra: disfuncao
vascular, diabetes tipo 2,
infllmacido e DCY

Figura 3. Mecanismos pelos quais a disfuncdo do tecido adiposo perivascular (PVAT) pode levar ao
desenvolvimento de disfuncdo vascular na obesidade. Esse tecido produz adipocinas, que sao
secretadas no sistema circulatério e atuam em diversos processos fisiolégicos, incluindo equilibrio
energético, respostas imunes, pressdo arterial, homeostase vascular e angiogénese, metabolismo
glicémico e lipidico. A expans&o do tecido adiposo leva & morte celular necrética e/ou apoptotica,
acompanhado pela infiltracdo de macréfagos ativados, aumento da produgcdo de adipocinas proé-
inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo um estado de ativacdo sistémica de
células endoteliais e disfungdo vascular. Essas condi¢cdes contribuem para o elevado risco
cardiovascular associado a obesidade. (Adaptado de: Costa et al., 2018).

A obesidade é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
da hipertensdo (BENJAMIN et al., 2017; SHOEMAKER et al., 2019). A prevaléncia de
hipertenséo arterial em adultos (entre 18 e 65 anos) no Brasil foi de 23,1% no periodo
pré-pandemia da Covid-19 para 26,6% no primeiro trimestre de 2023. Sendo a maior
prevaléncia observada em mulheres, com 26,5% no periodo pré-pandemia e 30,8%
no primeiro trimestre de 2023. Enquanto que os homens, para os dois periodos,
apresentaram, respectivamente 19,5% e 22,2% de hipertensos (COVITEL, 2023). A
hipertenséo esta associada a um efeito anticontratil prejudicado do PVAT, sugerindo
gue o PVAT desempenha um papel na patogénese dessa condicdo (ORIOWO, 2014).

Estudos indicam que o sistema renina-angiotensina (SRAA) ativado é um dos
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principais mecanismos responsaveis pela hipertensdo na obesidade tanto em
modelos experimentais, quanto em seres humanos (WANG et al., 2017).

O tecido adiposo expressa componentes do SRAA necessarios para a
producdo do peptideo vasoconstritor, a angiotensina Il (Ang Il) (SHOEMAKER et al.,
2019). Estudos demonstraram que o tecido adiposo subcutaneo apresenta elevadas
concentracfes plasmaticas de Ang Il em camundongos machos obesos hipertensos
(YIANNIKOURIS et al., 2012). Em contraste, a obesidade em camundongos fémeas
foi associada a um aumento das concentracbes plasmaticas do peptideo
vasodilatador angiotensina-(1-7) (Ang-1-7) (GUPTE et al., 2012). Esses resultados
sugerem que o equilibrio de Ang-(1-7) para Ang Il, regulado pela enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA2), é diferente em machos e fémeas, contribuindo para as
diferencas sexuais no desenvolvimento da hipertensdo induzida pela obesidade
(SHOEMAKER et al., 2019).

Outros mecanismos, como a diminui¢do na liberacdo de fatores relaxantes
derivados do PVAT, ou prejuizos ha expressao e na funcdo dos canais Kv no musculo
liso vascular, também estédo implicados na patogénese da hipertensdo (ORIOWO et
al., 2014). Um estudo em ratos machos demonstrou que o efeito vasodilatador da
leptina na vasoconstri¢cdo induzida pela angiotensina Il foi atenuado em segmentos de
artéria de animais espontaneamente hipertensos (SHR) (RODRIGUEZ et al., 2006).
Assim, sugerindo que a perda da resposta vasodilatadora a leptina na hipertenséo
ocorre no nivel do PVAT e do musculo liso vascular. Além disso, a inflamag&o vascular
€ uma caracteristica proeminente da hipertensédo, no qual macréfagos se acumulam
na parede vascular (CHAN et al.,, 2012). Foi demonstrado que a deplecdo de
mondcitos, precursores de macrofagos, preveniu a hipertensdo induzida em
camundongos (Wenzel et al., 2011).

Nesse contexto, é possivel que o aumento nos niveis de TNF-a na
hipertensdo seja consequéncia da menor liberagdo de Ang 1-7. Essa secrecao
aumentada de TNF-a também pode levar a uma reducao na secrec¢ao de adiponectina
e NO pelo PVAT. Assim, o PVAT desempenha papel significativo na patogénese da
hipertensdo ao aumentar a liberacdo de fatores pro-contrateis, ao mesmo tempo em

que reduz a geracao de fatores relaxantes (ORIOWA et al., 2014; HU et al., 2020).
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2.3 Dimorfismo sexual

Os mecanismos que controlam a fungédo cardiovascular diferem entre
homens e mulheres, de modo que o risco de doencas cardiovasculares em
decorréncia da obesidade, é diferente entre os sexos (LIMA; WOFFORD;
RECKELHOFF, 2012). J4 foi demonstrado que o estrogénio atua como vasodilatador,
inibindo o sistema nervoso simpatico e regulando o SRAA. Assim, esse efeito
estrogénico protetor consiste em um dos mecanismos que reflete as diferencas
dependentes do sexo (SMALL et al., 2019).

Os hormonios sexuais estao envolvidos no controle da funcéo endotelial e
no perfil secretor do PVAT e, consequentemente, na homeostase vascular. No
endotélio, tanto o estrogénio, quanto a testosterona ativam a eNOS e reduzem a
atividade enzimatica da NADPH e da enzima conversora de angiotensina (NOFER et
al., 2012; LOPES et al., 2012; VICTORIO et al., 2020). No PVAT, esses hormonios
regulam positivamente a produgdo de fatores relaxantes como o NO, H20z2,
prostaciclina (PGI2) e bradicinina (MENDIZABAL; LLORENS; NAVA, 2013). Nesse
sentido, um trabalho demonstrou que as respostas vasodilatadoras mediadas por
PVAT em arteriolas mesentéricas sdo atenuadas em ratas ovariectomizadas (WANG
et al., 2014).

Diferencas sexuais sdo observadas quanto a morfologia do PVAT
(CONTREAS et al., 2016; AHMAD; RANDALL; ROBERTS, 2017; VICTORIO et al.,
2020). Estudos em camundongos mostraram que no aPVAT e no mPVAT de machos
os adipdcitos brancos estdo presentes em maior nimero e tamanho, em comparacao
as fémeas (VICTORIO et al., 2020; VICTORIO et al., 2021). O dimorfismo sexual pode
ser observado inclusive nas células progenitoras de adipécitos (APC), que expressam
CD34, importante mediador do trafego e da morfogénese celular. As fémeas possuem
menor quantidade de células CD34+ em aPVAT, mPVATe tecido adiposo perigonadal
(GON) em comparacgao aos machos (CONTREAS et al., 2016). Em ratos alimentados
com dieta padrao ou hiperlipidica, 0 mPVAT de fémeas exibe um nimero maior de
células TCD4 em comparacdo aos machos (KUMAR et al., 2020). Assim, o perfil de
células imunes também difere entre os sexos, corroborando com as diferencas na
susceptibilidade a doengas.

Além disso, mecanismos envolvidos na fungdo anticontratii do PVAT

apresentam diferencas sexuais. Foi demonstrado que em machos, o efeito
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anticontratil do PVAT em artéria mesentérica ocorre a partir da ativacdo da proteina
quinase dependente de cGMP do musculo liso (PKG) (WITHERS et al., 2013) e dos
canais para o potassio (K*) (LOHN et al., 2002). Por outro lado, o PVAT nas fémeas
pode desempenhar efeito anticontratil e/ou potencializar o relaxamento dependente
do endotélio, como observado na aorta de ratos (AL-JARALLAH; ORIOWO, 2016).
Esses efeitos em estdo associados a producdo de NO, ativacéo de canais para o K*
dependentes de voltagem do tipo KCNQ nas células do musculo liso e aumento da
vasodilatacao induzida pela insulina (MEIJER et al., 2015).

Os efeitos da obesidade no PVAT também sdo dependentes do sexo. Um
estudo recente alimentou camundongos machos e fémeas com dieta hipercaldrica e
o resultado mostrou que a funcao anticontratil do mPVAT foi preservada em machos,
mas prejudicada em fémeas (VICTORIO et al.,, 2021). Ainda, a dieta contendo
sacarose resultou em disfuncdo endotelial mais precocemente em fémeas,
prejudicando o relaxamento dependente de endotélio. Nesse contexto, o efeito
anticontratil do NO é mais pronunciado em machos, enquanto que, nas fémeas € mais
evidente a acdo do fator hiperpolarizante do endotélio (EDHF). Sugerindo, assim, que
o mMPVAT de fémeas é mais suscetivel a disfuncdo induzida pela obesidade, em
comparacao aos machos (VICTORIO et al., 2021).

O conhecimento sobre a especificidade sexual em modelos animais,
considerando vias de sinalizacéo e fisiologia, € essencial para a compreensao de
mecanismos fisiopatoldégicos e possiveis abordagens preventivas ou terapéuticas
(VENTURA-CLAPIER et al., 2017). De modo geral, a literatura revela uma lacuna de
estudos envolvendo fémeas, e consequentemente na compreensao das diferencas
sexuais na regulacdo cardiovascular e seus impactos quanto ao risco de doencas
relacionadas a obesidade, evidenciando a necessidade de mais pesquisas em
modelos animiais de fémeas para elucidacdo desses mecanismos.

2.4 Exercicio fisico aerdbio

Entre 2020 e 2030, estima-se que cerca de 500 milh6es de pessoas irdo
desenvolver doencas cardiacas, obesidade, diabetes ou outras doencas nao
transmissiveis devido a falta de atividade fisica (OMS, 2022). Entre as estratégias e
terapias que podem influenciar no controle da obesidade, destaca-se o treinamento
fisico aerdbio (LAVIE et al., 2015). Nesse contexto, diversas organizacdes de saude
no mundo tém recomendado a pratica regular de exercicios fisicos como uma

intervencdo importante para saude da populagdo (OMS, 2022).
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A atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal produzido
pela contracdo do musculo estriado esquelético que resulte em aumento substancial
do gasto energético em repouso, com consequente aumento no consumo de oxigénio
devido a demanda muscular. Além disso, exercicio fisico € um tipo de atividade fisica,
que consiste em movimentos corporias planejados, estruturados e repetitivos,
realizados para manutencdo ou melhora de um ou mais componentes do
condicionamento fisico (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985).

O exercicio fisico leva a uma variedade de alteragbes no sistema
cardiovascular para manter o aumento da demanda metabdlica associada a contracao
muscular. O exercicio fisico é reconhecido pelo organismo com o envolvimento de
respostas homeostaticas complexas, conhecidas como efeitos agudos ou respostas
fisiologicas ao exercicio (Figura 4). Assim, a prética repetitiva e regular de exercicios
desencadeia modificacbes morfologicas e funcionais, conhecidas como efeitos
cronicos do exercicio (DA NOBREGA, 2005). Esta bem estabelecido que o exercicio
aerébio, envolvendo grandes grupos musculares é recomendado para a manutencao
ou melhoria da aptidao cardiovascular (GARBER et al., 2011).

A intensidade do exercicio fisico pode determinar o grau de beneficio no
sistema cardiovascular, sabe-se que o treinamento fisico aerébio de moderada
intensidade, realizado continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevencéao
quanto no tratamento das doencas cardiovasculares e enddcrino-metabdlicas
(CIOLAC; GUIMARAES, 2004; KO et al., 2022; SHI et al., 2022). Efeitos ja bem
documentados do exercicio fisico aerdbio demonstram sua capacidade em promover
uma série de respostas fisiologicas nos sistemas (FIUZA-LUCES et al., 2018).

Foi demonstrado que o exercicio fisico agudo de moderada intensidade
estimula importantes propriedades anti-inflamatérias, que atuam melhorando a acao
da insulina e reduzindo a inflamacdo na fracdo vascular estromal (SVF) do tecido
adiposo epididimal (OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, a pratica regular de exercicio
aerobio de moderada intensidade reduz a gordura corporal, a hipertrofia dos
adipacitos e, consequentemente, o numero de células inflamatérias contidas no tecido
adiposo epididimal (KAWANISHI et al., 2013). Sugere-se que 0 possivel mecanismo
pelo qual o exercicio pode reduzir a inflamacdo do PVAT consiste na regulacdo
negativa da expressao do receptor toll like 4 (TLR4) em mondcitos e macrofagos
(GLEESON et al., 2011; BOA et al., 2017).
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Foi demonstrado que o exercicio fisico aerdébio induz a mudanca fenotipica
de macrofagos M1 (pré-inflamatérios) para M2 (anti-inflamatorios) (KAWANISHI et al.,
2010; KAWANISHI et al., 2013). Em camundongos machos, alimentados com dieta
hiperlipidica e treinados em esteira (12-20 m/min), observou-se reducéo da expressao
de TNF-qa, IL-6, molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM1) e molécula de adesédo
celular vascular 1 (VCAM1), CD11c e TLR4; e aumento da expressao do marcador de
M2 (CD163) (KAWANISHI et al., 2010) no tecido adiposo gonadal. Demonstrando que
o exercicio fisico aerdbio pode prevenir a infiltracdo de células imunes no PVAT,
melhorando a sensibilidade a insulina e a funcéo vascular (BOA et al., 2017).

Outro processo associado aos efeitos do exercicio fisico € o browning do
tecido adiposo. Maiores quantidades de adipécitos marrom ou bege séo indicativos
de um fenotipo metabolicamente saudavel (MIN et al., 2016). O processo de browning
do tecido adiposo € mediado pelas adipocinas do TAB e pela ativacao de receptores
do peptideo natriurético (NPR) (MORRISON, 2011). Foi demonstrado que o
treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada (1 ou 6 semanas) em ratos
Sprague Dawley aumentou o tdnus adrenérgico simpatico, tornou uniforme a
distribuicdo de goticulas lipidicas e aumentou a expressao de UCP-1 em adipdcitos
marrons da regido visceral (DE MATTEIS et al., 2013).

Com relacao a fungéo vascular, os efeitos do treinamento fisico aerdbio nas
melhorias da fungdo endotelial s&o decorrentes da forgca de cisalhamento. Esse
estresse mecéanico € gerado pelo fluxo sanguineo e estimula a vasodilatacédo
dependente do endotélio por meio do aumento da sintese de NO (FIUZA-LUCES et
al., 2018). O exercicio fisico aerébio aumenta a producéo e/ou biodisponibilidade de
NO, aumentando a expressdo da enzima eNOS, pela via de sinalizacdo da
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K)-RAC-a serina/treonina-proteina quinase (AKT)
(HAMBRECHT et al., 2003; FIUZA-LUCES et al., 2018).

Outro mecanismo pelo qual o treinamento fisico aerébio, em intensidade
moderada, parece melhorar a biodisponibilidade de NO envolve a sinalizagcdo mediada
por receptores beta 3-adrenérgicos (B3AR) e a ativagcdo de eNOS nos adipdécitos
(MEZIAT et al., 2019). O exercicio aumenta a expressao de B3AR, potencializando a
sintese de NO em resposta ao estresse adrenérgico (CALVERT et al.,, 2011). Em
contrapartida, a obesidade reduz o nivel desses receptores (KLEINDIENST et al.,
2016).
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O estresse oxidativo pode causar leséo celular e tecidual, além de contribuir
para a disfuncéo vascular. O desbalanco entre as defesas antioxidantes do organismo
resulta em excesso de EROs, que ao reagir com NO, diminui sua biodisponibilidade
(ARAUJO et al., 2018). O exercicio aerébio de intensidade moderada promove
aumento nos niveis antioxidantes, melhorando a adaptacdo ao estresse oxidativo
(KORSAGER; MATCHKOV, 2015). A adiponectina também desempenha importante
papel nessa configuracao, pois ativa a eNOS na parede vascular e modula a producao
de EROs (WHITERS et al., 2013). Um trabalho, utilizando ratos obesos, mostrou que
o treinamento fisico aerdbio em moderada intensidade foi capaz de promover aumento
dos niveis de eNOS e de adiponectina no tPVAT, e reduziu a producédo de EROs na
parede vascular (MEZIAT et al., 2019).

Estudos realizados em nosso laboratério, demonstraram que o aumento de
EROs no tPVAT e da artéria femoral de camundongos machos obesos € reduzido com
o treinamento fisico aerébio de moderada intensidade (SOUSA et al., 2019; SOUSA
et al., 2021). Outro estudo, em camundongos machos, mostrou que a biossintese de
NO e a ativacéo da via de sinalizacdo Akt/eNOS no tPVAT foram melhoradas com 17
semanas de exercicio aerobio de intensidade moderada (WANG et al.,, 2023).
Também é encontrado que o exercicio fisico normaliza a expressdo de iINOS no tPVAT
de ratos Wistar machos e previne alteracées da obesidade (ARAUJO et al., 2018).

Durante a prética de exercicio macronutrientes sdo mobilizados para suprir
0 aumento da demanda energética, esse processo impede o estresse metabdlico nas
células do tecido adiposo e, consequentemente, sua transicdo para um estado
senescente. Foi demonstrado que o exercicio aerobio de baixa intensidade previne a
senescéncia precoce em camundongos machos de meia idade alimentados com dieta
hiperlipidica, com reducédo da expressao génica de p16, p21 e p56 no tecido adiposo
visceral, bem como, da marcacdo de B-gal (SCHAFER et al., 2016). Além disso, 0
exercicio previne os danos no DNA, o encurtamento dos teldbmeros, o estresse
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial em varios tipos de células; gerando, assim, um
efeito protetor contra os estimulos da senescéncia celular (SAFDAR et al., 2011,
SCHAFER et al., 2016; CARAPETO; MAZZUCATO, 2021).
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Figura 4. Efeitos do exercicio fisico aerébio de moderada intensidade nas vias de sinalizacéo
envolvidas na disfuncéo do tecido adiposo (TA). A alimentagdo com dieta hiperlipidica (obesidade) e
um estilo de vida sedentario alteram a morfologia do TA: hipertrofia e hiperplasia de adipécitos. Nessa
condicéo, o TA apresenta hipoperfuséo, inflamagéo e remodelamento, com consequente infiltragéo de
células inflamatorias e secrecdo anormal de adipocinas. O exercicio exerce um efeito anti-inflamatério
no TA disfuncional, através da ativagdo do sistema nervoso central e liberagao de miocinas. O resultado
consiste em reducdo de TA e um fendtipo funcional e metabdlico melhorado. Receptor beta adrenérgico
(BAR). (Adaptado de: Boa et al., 2017).

Apesar da utlizacdo de modelos animais ter proporcionado uma
significativa compreensdo dos mecanismos adaptativos ao exercicio fisico, ainda sdo
escassos 0s estudos na literatura que abordam esses efeitos em fémeas (ANGELIS
et al., 2017). Nesse contexto, para a conducao efetiva de estudos na area, faz-se
necessario o estabelecimento de protocolos reprodutiveis e capazes de responder aos
objetivos, considerando as diferencas sexuais (SANTOS et al., 2021). Sendo assim,
a padronizacdo de um protocolo de treinamento fisico aer6bio em modelo
experimental de fémeas € essencial para garantir a confiabilidade dos resultados.

Foi demonstrado que o exercicio de corrida em esteira ergométrica permite
uma maior compreensédo sobre o esforgo maximo e uniformidade do dinamismo dos
camundongos entre as raias na corrida, ao ter controle da velocidade, duracdo e
distancia percorrida pelo animal (KEVIN, 2006). Porém, poucos protocolos disponiveis
na literatura utilizam esteiras ergomeétricas para o treinamento fisico aerobio de
fémeas da linhagem C57BL/6J (BUCHAN et al., 2018;Le GARF et al., 2019; YANG et
al., 2021; LI et al., 2022; McGOWAN et al., 2022), pois os estudos foram
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majoritariamente realizados em machos, com padronizacdo da intensidade de
treinamento utilizando a maxima fase estavel de lactato, ou a velocidade maxima de
corrida em teste incremental (FERREIRA et al., 2007) ou ainda o consumo maximo
de oxigénio (HOYDAL et al., 2007).

Acdes usuais na padronizacdo dos protocolos devem ser mantidas para
machos e fémeas, tais como, o periodo de adaptacédo, considerado importante para a
habituacdo do animal, tanto com o local, quanto com os pesquisadores do projeto; o
teste de esforco maximo, para controle da intensidade e efetividade do treinamento;
além de, no minimo dois pesquisadores nos treinos, um responsavel pelos animais e
0 outro pelos dados a serem coletados, a fim de garantir o bem-estar do animal. O
treinamento pode ser prescrito de forma continua, mantendo-se a intensidade durante
toda sessdo, como também utilizar modelos de periodizacéo, garantindo um estimulo
eficaz (COSTA-SANTOS et al., 2021). Geralmente, as sessfes de treinos ocorrem em
intensidade baixa ou moderada e com duracdo de 30 a 60 minutos. Os principais
fatores que divergem entre os estudos consistem na velocidade de treinamento e na

inclinacdo da esteira, cujos ajustes sao feitos de acordo com os respectivos objetivos.

3. HIPOTESE E OBJETIVO
3.1 Hipotese

Nossa hip6tese € de que a obesidade induza altera¢cdes morfologicas e do
perfil de células imune no tPVAT, além de aumentar o estresse oxidativo e os fatores
pré-inflamtoérios circulantes em camundongos fémeas e que o exercicio fisico aerébio
de intensidade moderada, desempenha efeito na morfologia e no perfil de células
imune do tPVAT, além de reduzir os niveis de estresse oxidativo e inflamc¢éo
caracteristicos da obesidade.
3.2. Objetivos

O efeito do treinamento fisico aerobio de intensidade moderada no tPVAT
de fémeas obesas ainda n&do € encontrado na literatura. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar as alteracbes estruturais e moleculares induzidas pela
obesidade no tPAVT de camundongos fémeas, com énfase nos biomarcadores
inflamatorios, do estresse oxidativo e da resposta imune. Além de investigar os efeitos
do treinamento fisico aerobio de moderada intensidade no tPVAT, visando normalizar
as alteracdes decorrentes da obesidade.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

O protocolo experimental foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEUA-
IB/UNICAMP — Protocolo: 5849-1/2021).

Camundongos fémeas C57BL/6 JUnib com quatro semanas de idade foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica na Area da Ciéncia
em Animais de Laboratério da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP) e foram mantidos no Biotério-1 da Area de Fisiologia e Biofisica
do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da
(IB/JUNICAMP). Os animais com oito semanas de idade foram divididos nos seguintes
grupos experimentais:

1. Controle sedentéria (SD, n = 26): fémeas sedentarias e alimentadas com racéo
comercial controle;

2. Controle treinada (TR, n = 22): fémeas submetidas ao treinamento fisico
aerdbio e alimentadas com ragcdo comercial controle;

3. Obesa e sedentaria (OB/SD, n = 27): fémeas sedentarias e alimentadas com
dieta hiperlipidica;

4, Obesa e treinada (OB/TR, n = 22): fémeas submetidas ao treinamento fisico
aerobio e alimentadas com dieta hiperlipidica.

Todos os animais foram mantidos em salas com temperatura entre 20-
21°C, ciclo normal de 12 horas claro/escuro, caixas coletivas com dois ou trés animais
em cada, livre acesso a agua, e alimentacdo padrdo (composta por 64% de
carboidratos, 22% de proteinas e 4% de lipidios, 3,6 kcal/grama, Nuvilab CR1, Brasil)
ou hiperlipidica (composta por 32% de carboidratos, 20 % de proteinas e 38 % de
lipidios 6,2 kcal/grama, PragSolu¢cdes Biociéncias, Brasil, SOUSA et al., 2019). A
inducao da obesidade foi verificada pelo aumento progressivo do peso corporal e, ao
final do protocolo, pelo peso do tecido adiposo perigonadal.

Ao inicio do protocolo os animais dos grupos OB/SD e OB/TR receberam
alimentacdo hiperlipidica por 8 semanas para o desenvolvimento de adiposidade.
Apods este periodo, apenas o grupo OB/TR iniciou o protocolo de treinamento fisico
aerobio de corrida em esteira ergométrica com duracdo de 8 semanas. Em ambos os

grupos, a alimentacao hiperlipidica teve continuidade por mais 8 semanas, totalizando
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assim 16 semanas de protocolo experimental. O mesmo protocolo foi aplicado para

0s grupos controle, SD e TR, no entanto foi fornecida alimentacéo padréo (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo experimental.

4.2 Peso corporal, consumo hidrico e consumo alimentar

O peso corporal, 0 consumo hidrico e consumo alimentar dos animais
foram mensurados ao inicio do protocolo experimental e semanalmente até o final do
protocolo. O consumo alimentar foi mensurado pela pesagem das dietas controle ou
hiperlipidica ao inicio e ao fim da semana, sendo calculada a quilocaloria (kcal)
dividida pelo numero de animais na caixa. O mesmo foi feito para o0 consumo hidrico,
cujo volume de agua resultante foi verificado utilizando uma proveta.
4.3 Presséo arterial sistdlica e frequéncia cardiaca

A pressdo arterial sistélica e frequéncia cardiaca dos animais foram
mensuradas ao inicio do protocolo experimental e nas semanas 8 e 16, usando o
método ndo invasivo de pletismografia de cauda para camundongos (Pressure meter,
LE5001, Panlab-Harvard Apparatus, Espanha). Para evitar coincidir com o0s horarios
de treinamento, as medidas foram realizadas no periodo da tarde entre 13:00 e 15:00
horas.

Previamente ao experimento, 0s animais passaram por um periodo de 4
dias de habituagéo, que consistiu em encoraja-los a entrar e permanecer dentro do
contensor, aquecido por um termostato a temperatura de 33 a 35 °C, durante 5
minutos. No quinto dia, antes do inicio do experimento, os animais foram mantidos por

uma hora no laboratério de medida. Para o protocolo foram feitas 20 medigbes em
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cada animal, sendo as primeiras 5, excluidas. Assim, cada valor foi expresso a partir
da média das 15 medidas restantes (WILDE et al., 2017).
4.4 Treinamento fisico aerobio

O treinamento fisico empregado foi o de corrida em esteira ergométrica
para camundongos (AVS Projetos, Brasil). Na semana anterior ao inicio do protocolo
experimental os animais passaram por um periodo de adaptacdo a esteira, cuja
velocidade imposta variou de 3 metros/minuto (m/min) a 9 m/min e o tempo entre 20
min no primeiro dia e 30 min no quarto dia. Somente os animais adaptados a esteira

foram utilizados no estudo (Tabela 1).

Tabela 1: Descricdo da velocidade e do tempo no protocolo de adaptacdo a esteira.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5
5 min - 3 m/min 5 min - 6 m/min 5 min - 6 m/min 5 min - 6 m/min Teste de Esforgo
15 min - 6 m/min 5 min - 9 m/min 10 min - 9 m/min 10 min - 9 m/min Maximo

15 min - 6 m/min 15 min - 6 m/min 15 min - 6 m/min

Legenda: minutos (min); metros por minutos (m/min).

No quinto dia da semana de adaptacdo os animais realizaram o teste de
esforco maximo em que a velocidade da esteira foi aumentada em 3 m/min (iniciando
em 6 m/min) a cada 3 min, 0 % de inclinacdo até a exaustdo (FERREIRA et at., 2007).
O critério utilizado para a determinacéo da exaustdo do animal e interrup¢ao do teste
foi o momento em que o camundongo nao foi mais capaz de correr mediante
incremento da velocidade da esteira (BROOKS et al., 1978). A velocidade maxima
(VMAX) atingida foi utilizada para padronizar o protocolo de treinamento fisico com
intensidade moderada, entre 50 a 60% da VMAX.

Na primeira semana, o treinamento comegou com uma velocidade de 9
m/min aumentando gradualmente até alcancar a velocidade final, entre 50 e 60% da
VMAX. Aumentos progressivos na duragdo das sessdes foram feitos até que os
animais fossem capazes de correr por 60 minutos. E importante destacar que o0s
animais foram agrupados para o treinamento conforme a velocidade de treinamento.
Apo6s 4 semanas de treinamento fisico, foi realizado teste de esforgo maximo para
eventual necessidade de ajuste da carga de trabalho (para manutencdo da
intensidade imposta).

O programa teve duracédo total de 8 semanas de treinamento fisico em

esteira, 5 dias por semana, com duracao de 60 min por sessao e velocidade distribuida
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da seguinte maneira: 10 min a 40 % da VMAX, 40 min a 50-60 % da VMAX e 10 min
a 40 % da VMAX, 0% de inclinacédo e sempre no periodo da manha.

Para avaliar a eficacia do treinamento fisico ao final do protocolo, todos os
animais, sedentarios e treinados, foram submetidos ao teste de esforco maximo, onde
o tempo total, distancia total e velocidade maxima foram calculadas.

Ao final do periodo de treinamento, os animais foram mantidos em repouso
por 48 horas (para verificacdo dos efeitos cronicos do treinamento fisico) e jejum de
12 horas.

4.5 Medida de glicemia, obtencdo das amostras de soro e tecido

A glicose sanguinea em jejum foi medida a partir de uma gota de sangue
da cauda, utilizando fitas reativas de teste (Advantage Roche, Brasil) @ um monitor
digital de glicemia (Advantage Roche) seguindo as instru¢fes do fabricante.

Os animais foram anestesiados com cetamina 80mg/kg e xilazina 10 mg/kg
intraperitoneal. As amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca,
centrifugadas por 15 minutos a 10000 rotacbes/minuto para obtencédo do soro e
congeladas em freezer -80 °C. A eutanasia foi realizada apds exsanguinagdo por
aprofundamento da anestesia. A aorta toracica na presenca do PVAT foi retirada e
mantida em solucédo preparada de Krebs contendo (mM): NaCl- 118; NaHCOs- 25;
glicose- 5,6; KCI- 4,7; KH2POas- 1,2; MgS04.7H20- 1,17 e CaCl2.2H20- 2,5. Anéis de
aorta com PVAT foram coletados para histologia e amostras de PVAT isolado foram
congeladas em freezer -80 °C para eventuais analises. Além disso, o tecido adiposo
branco da regido perigonadal foi coletado e pesado para avaliacdo da inducdo de
adiposidade. Também foram coletados Uteros e ovarios para pesagem. O peso dos
orgaos e tecidos foi corrigido pelo comprimento da tibia, medido com um paquimetro.
4.6 Determinacédo de fatores bioquimicos

Amostras de soro foram utilizadas para determinacdo de fatores
bioguimicos pelo método de ELISA utilizando kit comercial e seguindo as instrucdes
do fabricante. Foram determinadas as concentracdes de 17f-estradiol (#KB30, Arbor
Assays, Ann Arbor, Estados Unidos), leptina (ELM-Leptin-1, RayBiotech, Estados
Unidos), adiponectina (ELM-Adiponectin, RayBiotech) e TNF-a (MHSTA50, R&D
Systems, Estados Unidos). Por fim, amostras de soro foram utilizadas para avaliar a
peroxidacdo lipidica pelo método colorimétrico utilizando kit comercial (10009055,

Cayman, Estados Unidos).
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Amostras de PVAT da aorta toracica foram coletadas e homogeneizadas
em 100uL de tampao RIPA, utilizando o TissueLyser LT (QIAGEN). Em seguida, o
homogenato foi centrifugado e o sobrenadante coletado. A quantificagdo das
proteinas foi realizada com kit (BCA — Protein Assay, Pierce Protein Research Prod.
#23227). Para dosagem de adiponectina e leptina no tPVAT foram utilizadas amostras
na concentracdo de 0,02 pg/uL (20 ug de proteina em 100 uL de diluente) em kit
comercial (ELM-Adiponectin, ELM-Leptin-1 RayBiotech). Para a dosagem de TNF-a
no tPVAT foram utilizadas amostras na concentracdo de 0,01 pug/uL (10 ug de proteina
em 100 uL de diluente) também em kit comercial (MHSTA50, R&D Systems, Estados
Unidos).
4.7 Histologia

Amostras de aorta toradcica com PVAT foram fixadas por imersdo em
paraformaldeido 4% em solucéo-tampéo de fosfato salino 0,1M (PBS, pH 7,4), a 4°C.
Em seguida, as amostras foram lavadas em solucdo-tampédo e desidratadas em
bateria de &lcoois e embebidas em Historresina (Leica Microsystems Heidelberg,
Alemanha), de acordo com instru¢gdes do fabricante. Cortes de 5 um foram corados
pelo método de hematoxilina e eosina-floxina B 1%. Os materiais foram
documentados em fotomicroscopio Eclipse 800 (Nikon, Jap&o), utilizando-se a camera
digital P6FL PRO (Optika, Italia) (BENNETT et al., 1976; CASTELUCCI et al., 2019).
As imagens obtidas foram quantificadas utilizando o software ImageJ (National
Institute of Health, Estados Unidos). A quantificagdo do percentual de gordura
presente na area tecidual foi adaptada de método previamente descrito (PARLEE et
al., 2014).
4.8 Citometria de fluxo

Amostras de PVAT da aorta toracica foram coletadas e a fracdo vascular
estromal (SVF) isolada de acordo com protocolo adaptado (THELEN et al., 2017).
Durante as coletas, o tPVAT foi mantido no gelo em solu¢cdo KRBB, pH=7,4 (NaCl
135mM; KCI 5mM; MgSO4 1mM; KH2PO4 0,4mM; antibiotico/ antimicético (Vitrocell,
Brasil) 1% (10000u/ml de penicilina, 10000ug/ml estreptomicina, 25ug/ml anfotericina
B); HEPES 10mM). Cada amostra de tPVAT foi pesada e picotada em tubo contendo
KRBB. Na capela de fluxo laminar, o0 KRBB foi substituido por solucéo de colagenase
tipo 1 (1mg de colagenase tipo 1 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 1mL de KRBB e
4% BSA) na proporgéo de 1mL para cada 50mg de tecido. Em seguida, as amostras

foram incubadas a 37°C em agitador por 1h para digestdo. Novamente na capela de



38

fluxo laminar, o material digerido foi filtrado sequencialmente em filtros (Corning,
Estados Unidos) de células de 100um e 40um para tubos de centrifuga de 50mL. O
filtrado resultante foi centrifugado a 4°C por 10min a 1640rpm e os pellets contendo
as células do SVF foram ressuspendidos em 1mL de solugdo tampéo de lise de
eritrocitos 1X (Transgen Biotech, China) em incubacéo protegida da luz, durante 5
minutos em temperatura ambiente (THELEN et al., 2017). As amostras foram
novamente centrifugadas e ressuspendidas em 500uL de Wash Buffer (PBS 10X;
NaNs 1M; BSA).

Em uma placa estéril de 96 pocos (NEST Biotechnology Co, China), foram
adicionados 50uL da amostra preparada e 0s respectivos anticorpos. Assim, as
populagBes de células imune no tPVAT foram determinadas por marcacao especifica:
macréfagos totais (F4/80+, CD11b+), macrofago proé-inflamatério M1 (F4/80+,
CD11b+, CD11c+), macréfago anti-inflamatério M2 (F4/80+, CD11lb+ CD206+),
eosinofilos (CD11b+, SiglecF+), células dendriticas (CD1lc+, MHCII+, CD47+),
células T (CD4+), Treg (TCRB+, CD4+, Foxp3+), células natural killer (TCRB-, NK1.1)
e células B (TCRB-, CD19+) em citometro de fluxo (NovoCyte — ACEA, Bioscience).
O experimento foi realizado em colaboracédo com a Dra. Lilian de Oliveira Coser e com
o Prof. Dr. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira (Laboratorio de Regeneracao
Nervosa, IB/UNICAMP).

4.9 Anédlise Estatistica

Os valores experimentais foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) de n experimentos indicados em cada caso. Analise de variancia,
ANOVA duas vias, seguida de poOs-teste de Bonferroni, foi empregada para avaliar
diferencas entre os grupos experimentais, utilizando o programa GraphPadPrism
(GraphPad Software, Estados Unidos). Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.

5. RESULTADOS
5.1 Teste de esforgco maximo e eficacia do Protocolo de treinamento fisico

O teste de esforco maximo inicial (pré-treinamento) foi realizado para
determinacao da velocidade de treinamento em intensidade moderada para 0s grupos
TR e OB/TR, além de determinar a distancia e o tempo total (Tabela 2). Os animais
dos grupos SD e TR apresentaram resultados similares para as variaveis analisadas.

Os animais dos grupos OB/SD e OB/TR apresentaram reducédo da capacidade de
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exercicio em todas as variaveis analisadas quando comparados aos grupos SD e TR,
respectivamente (Tabela 2).

A intensidade moderada do treinamento fisico aerébio para o grupo TR foi
determinada no intervalo entre 14,3 m/min a 17,2 m/min, correspondente a 50-60%
da VMAX. A intensidade moderada do treinamento fisico aerébio para o grupo OB/TR
foi determinada no intervalo entre 11,7 m/min a 14,1 m/min, correspondente a 50-60%
da VMAX.

O teste de esforco maximo foi realizado novamente em todos os grupos
experimentais ao final do protocolo experimental (pos-treinamento). Os animais dos
grupos TR e OB/TR apresentaram aumento das varidveis analisadas quando
comparados aos grupos SD e OB/SD, respectivamente, demonstrando assim melhora
da capacidade de exercicio (Tabela 2). Os grupos OB/SD e OB/TR apresentaram
reducdo da capacidade de exercicio em todas as variaveis quando comparados aos

respectivos grupos controle, SD e TR (Tabela 2).

Tabela 2: Valores do teste de esforco maximo pré e pds-treinamento: tempo total (minutos), distancia
total (metros) e velocidade maxima (m/min). Grupos: controle sedentaria (SD), controle treinada (TR),
obesa sedentaria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR).

Pré-treinamento ‘ Pds-treinamento
Grupos Tempo Distancia V max. Tempo Distancia Vmax.
(min) (m) (m/min) (min) (m) (m/min)
SD 22,5+1,2 411,0+32,4 27,6+1,1 20,6+1,1 360,5+31,2 254+1.1
TR 24,7+0,9 473,3+30,6 29,4+1,0 28,8+1,4* 610,8+45,9* 32,9+1,5%

OB/SD 17,7£1,1* 279,4+23,8* 22,7+1,0* 13,2+0,8* 177,9+15,6* 17,7+0,9*

OB/TR 17,7+0,9% 276,3+20,6% 22,5+0,9% 17,9+0,8# 283,4+19,0%" 22,7+0,7#

Valores apresentados como média + erro padrédo da média (EPM). ANOVA duas vias, seguida de
pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR; 1p<0,05 comparado ao
OB/SD. N= 22 a 27 animais.

5.2 Parametros corporais, consumo hidrico e alimentar

O peso no inicio do protocolo experimental foi semelhante em todos os
grupos experimentais (Tabela 3 e Figura 6). Apdés 2 semanas de alimentacdo
hiperlipidica, houve um aumento significativo no peso corporal dos animais dos grupos
OB/SD e OB/TR em comparacao aos grupos SD e TR, respectivamente (Figura 6).
Apos 8 semanas, 0 aumento no peso corporal dos grupos OB/SD e OB/TR foi de
aproximadamente 64% e 55% em comparagao aos grupos SD e TR, respectivamente

(Tabela 3). E ao final do protocolo, ap6s 16 semanas, 0 aumento no peso corporal dos
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grupos OB/SD e OB/TR foi de aproximadamente 91% e 88% em comparacao aos
grupos SD e TR, respectivamente (Tabela 3). Demonstrando que a alimentacao
hiperlipidica empregada foi eficaz na indugdo do modelo de obesidade.
Adicionalmente, o peso do tecido adiposo perigonadal, corrigido pelo comprimento da
tibia, foi maior nos grupos OB/SD e OB/TR, quando comparados aos seus controles.
O treinamento fisico aerobio de intensidade moderada nédo apresentou efeito
significativo na reducdo do peso corporal e do peso do tecido adipoperigonadal,

quando comparados os grupos OB/TR e OB/SD.
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Figura 6. Peso corporal semanal. Grupos: controle sedentaria (SD), controle treinada (TR), obesa
sedentaria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR Valores apresentados como média + erro padréo da
média (EPM). ANOVA duas vias, seguida de pds-teste de Bonferroni:*p<0,05 comparado ao SD;
#p<0,05 comparado ao TR. N = 20 a 30 animais.

A medida de glicemia em jejum demonstrou que a concentracdo de glicose
€ maior nos animais dos grupos OB/SD e OB/TR, em comparacdo aos seus
respectivos controles, SD e TR (Tabela 3). Em relacdo ao consumo alimentar, 0s
animais que receberam alimentacao hiperlipidica tiveram maior ingesta calorica diaria
em comparacao aos controles. Em contrapartida, o consumo hidrico foi menor nos
grupos OB/SD e OB/TR quando comparados aos controles (Tabela 3).



41

Tabela 3:Peso corporal, tecido adiposo perigonadal, glicemia em jejum, consumo alimentar e hidrico
dos camundongos fémeas. Grupos: controle sedentaria (SD), controle treinada (TR), dieta obesa
sedentéria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR).

SD TR OB/SD OB/TR

Peso inicial (9) 19,7+0,3 19,8+0,2 21,3+0,4 21,4+0,4
Peso 8 sem. (g) 22,7+0,4 22,8+0,3 35,6+1,1* 34,4+1,2%
Peso final (g) 24,4+0,4 24,0+0,4 47,8+1,0* 46,0+1,4%
Ganho de peso (g) 4,610,2 3,940,3 26,7+0,8* 25,7+1,3*
TA perigonadal (mg/cm) 289,9+51,8 219,6+29,2 2535,0+134,6* 2243,8+147,1%
Ingesta calérica (kcal/dia) 11,7+0,2 11,0+0,5 30,4+2,2* 27,6+1,8%
Consumo hidrico (ml/dia) 20,9+0,5 20,0+0,7 12,4+0,5* 10,6+0,8%
Glicemia (mg/dL) 82,3+2,9 85,4+3,4 135,0+5,8* 125,6+6,9"

Valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e corrigidos pelo comprimento da
tibia (cm). ANOVA duas vias, seguida de pds-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05
comparado ao TR. N = 22 a 27 animais.

5.3 Medida de presséao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca

A medida da pressao arterial sistélica (PAS) realizada no inicio do
protocolo ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos experimentais
(Figura 7, painel A). Também ndo foram observadas diferencas na PAS apds 8
semanas de protocolo experimental (Figura 7, painel B). No entanto, ao final do
protocolo, apés 16 semanas, 0 grupo OB/SD apresentou aumento na PAS, em
comparacao ao seu controle SD. O mesmo foi observado nos animais OB/TR, quando
comparados ao controle TR (Figura 7, painel C). O treinamento fisico aerdbio de
intensidade moderada ndo produziu efeito na PAS, quando comparados 0s grupos
OB/TR e OB/SD. Quanto a frequéncia cardiaca, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos experimentais (Tabela 4).
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Figura 7. Presséo arterial sistolica inicial (mmHg, painel A), apos 8 semanas de protocolo experimental
(mmHg, painel B) e final, p6s 16 semanas de protocolo, (mmHg, painel C). Grupos: controle sedentaria
(SD), controle treinada (TR), obesa sedentaria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR). Valores
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de
Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR. N =9 a 13 animais.

Tabela 4. Frequéncia cardiaca inicial (batimentos por minutos, bpm), apés 8 semanas de protocolo
experimental e final, apds 16 semanas de protocolo. Grupos: controle sedentéria (SD), controle treinada
(TR), obesa sedentéaria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR).

FC Inicial FC 8 sem. FC Final

Grupos (bpm) (bpm) (bpm)
SD 603£16,5 596+9,0 615£10,6
TR 593+13,5 600+12,5 600+16,8
OB/SD 638+25,0 607+12,7 592+28,2
OB/TR 596+14,5 614+18,0 589+15,8

Valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). ANOVA duas vias, seguida de pds-
teste de Bonferroni: N = 9 a 15 animais.

5.4 Parametros bioquimicos

Dentre os parametros bioquimicos séricos analisados, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos quanto a dosagem de 173-estradiol (Figura 8,
painel A). Também néo foi observado diferenca nos niveis de adiponectina (Figura 8,
painel C). Por outro lado, a concentracéo de leptina foi maior no grupo OB/SD e OB/TR
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em comparacdo aos seus respectivos grupos controle, SD e TR. Além disso, o nivel
de leptina do grupo OB/TR foi significativamente menor em comparagao ao grupo
OB/SD, demonstrando um importante efeito do treinamento fisico aerébio de
moderada intensidade (Figura 8, painel B).

A andlise do TNF-a demonstra que, conforme esperado, a obesidade
estabelece um perfil pro-inflamatorio. Sendo assim, os niveis de TNF-a estédo
aumentados nos grupos OB/SD e OB/TR, em comparagéo aos grupos SD e TR. Cabe
destacar que o exercicio fisico aerébio foi capaz de reduzir o quadro inflamatoério nos
animais OB/TR, uma vez que o grupo OB/TR apresentou diminui¢cao no nivel de TNF-
a quando comparado ao grupo OB/SD (Figura 8, painel D).

A producdo das substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS),
determinado pela concentracdo de malondialdeido (MDA), € um importante marcador
de estresse oxidativo pela peroxidacao lipidica (Figura 8, painel E). Esse ensaio
demonstrou que a concentracdo de MDA foi maior no grupo OB/SD em comparacao
ao seu controle SD. Nao houve diferenca significativa entre o OB/TR e seu controle
TR. O treinamento fisico aerdbio promoveu uma diminuicdo na concentracdo de MDA
no grupo OB/TR, quando comparado ao OB/SD. Isso sugere um possivel efeito

protetor do exercicio fisico aerébio contra o estresse oxidativo.



44

A 600+ B 2000- «
g —|— ~ 1500
2 - T
£ 400 . £ 1000
° £ 500+ PR
8 g 1007
& 200+ = 75
@ —- 50+ -
— 25_
0= 0= I I
454,2 + 51 359,0+15,7 367,6 +12 442,0+ 452 46,2+9,0 23,2+2,9 1427,1+256,0 616,7 +153,2
T L) L] T I I | T
SD TR OB/SD  OB/TR SD TR  OB/SD OB/TR
C 25+ D 5+
= *
E 20+ _ ~ 47
g b g #T
£ 159 g3
5] o
2 104 QL 2+
=] zZ
2 = 1 —_ o
2 5
0= o=

176+06  184%04 16912  17,0£04 1201  12%02 3503 2403

T T T T 1 1 T T
SD TR OB/SD OBJ/TR SD TR OB/SD OB/TR

E
250
.
200
E 1504
S 1004
=
50 *
0= 21,0+50 244+18 168,3+42,0 328+45
1 1 1 1
sD TR OB/SD OB/TR

Figura 8. Niveis séricos de 173-Estradiol (pg/mL, painel A), leptina (pg/mL, painel B), adiponectina
(ng/mL, painel C), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, pg/mL, painel D) e malondialdeido (MDA, pm).
Grupos: controle sedentéaria (SD), controle treinada (TR), obesa sedentaria (OB/SD) e obesa treinada
(OBI/TR). Valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). ANOVA duas vias, seguida
de pds-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR; 1p<0,05 comparado
ao OB/SD. N =5 a 9 animais.

A andlise de adiponectina no tPVAT revelou aumento significativo dessa
adipocina no grupo OB/TR em comparacdo ao OB/SD e nenhuma diferenca foi
observada nos grupos SD e TR (Figura 9, painel A). Em relagéo a concentracdo de
leptina no PVAT, foi observado reducdo no grupo OB/SD em comparacdo ao grupo
SD (Figura 9, painel B). Quanto ao marcador de inflamag&o TNF-a, sua concentragao
foi menor no tPVAT dos animais do grupo OB/TR em comparacao ao grupo TR (Figura
9, painel C).
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Figura 9. Concentracdo de adiponectina no PVAT da aorta toracica de camundongos fémeas (ng/mg
de proteina, painel A), de leptina (ng/mg de proteina, painel B) e de TNF-a (ng/mg de proteina, painel
C). Grupos: controle sedentaria (SD), controle treinada (TR), obesa sedentaria (OB/SD) e obesa
treinada (OB/TR). Valores apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). ANOVA duas
vias, seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR;
1p<0,05 comparado ao OB/SD. N = 3 a 6 animais.

5.5 Histologia

A quantificacdo da area lipidica demonstrou que o PVAT dos animais
OB/SD apresenta maior contetdo lipidico em comparacédo ao grupo SD. Ndo houve
diferenca significativa entre OB/TR e seu controle TR. O treinamento fisico aerébio foi
eficiente ao promover reducéo no conteudo lipidico do grupo OB/TR, em comparacao
ao grupo OB/SD. (Figura 10).
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Figura 10. Quantificacao de adipdcitos brancos e marrons do tecido adiposo perivascular (PVAT) da
aorta toracica de camundongos fémeas. Grupos: controle sedentaria (SD), controle treinada (TR),
obesa sedentaria (OB/SD) e obesa treinada (OB/TR). Valores apresentados como média * erro padrao
da média (EPM). ANOVA duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni;: *p<0,05 comparado ao SD;
1p<0,05 comparado ao OB/SD. N= 4 a 5 animais.

A obesidade também induziu alteracdes na morfologia da aorta toracica e
do PVAT (Figura 11). O grupo controle (SD) apresentou morfologia tipica de tecido
adiposo perivascular (PVAT) da aorta toracica, caracterizando-se por um fenétipo
mais semelhante ao tecido adiposo marrom (TAM), isto €, células com diversas
goticulas de lipidios e nucleo central de cromatina frouxa. Nesse grupo, os adipécitos,
predominantemente marrons, estdo organizados em arranjos elipsoides, formando
massas compactas em associacdo com vasos sanguineos, embora também se
observe adipécitos brancos, em menor propor¢ao, reconhecidos pela Unica goticula

de lipidio e seu nucleo deslocado perifericamente.

Em relacdo ao grupo treinado (TR), ha predominancia de adipécitos
marrons, com nucleos arredondados e localizados centralmente, e aparentemente as
goticulas de lipidios apresentam-se menores. Além disso, o TAM é marcado pela
presenca abundante de mitocondrias e de vasos sanguineos, conferindo-lhe uma

coloracdo mais escura macroscopicamente.

Com a inducédo da obesidade, aliada ao sedentarismo (OB/SD), houve
aumento no tamanho dos adipdcitos, predominéncia de tecido adiposo branco (TAB)
e coalescéncia das goticulas de lipidios dos adipdcitos, cujos nucleos estédo

deslocados para a periferia. A forma nuclear € predominantemente achatada,

entretanto sdo observados nucleos com formatos alterados, a depender de sua fase
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de diferenciacédo celular. O exercicio fisico na condicdo de obesidade (OB/TR) foi
capaz de alterar a morfologia do PVAT, apresentando um aparente predominio de
adipdcitos marrons. Embora as goticulas lipidicas sejam maiores quando comparadas
ao respectivo grupo controle (TR), os adipdcitos apresentam goticulas lipidicas
menores em comparacao ao grupo OB/SD. Assim, o exercicio aerdbio demonstrou

capacidade de mitigar as alteracdes lipidicas decorrentes da obesidade.

A andlise qualitativa a partir da coloracdo de hematoxilina e eosina, revelou
diferencas significativas na arquitetura e estrutura do PVAT entre os grupos. O grupo
TR se destaca pelo predominio do TAM, enquanto o OB/SD evidenciou aumento
volumétrico das goticulas lipidicas e predominio do TAB. No OB/TR, observou-se
menor quantidade de TAB em relacdo ao OB/SD e maior quantidade de TAM.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas do PVAT de segmentos da aorta toracica de camundongos
fémeas dos grupos sedentérios (SD), treinados (TR), sedentarios com dieta hiperlipidica (OB/SD) e
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treinados com dieta hiperlipidica (OB/TR). As Imagens digitais foram obtidas usando a objetiva 40x/1,0.
W indica goticula de lipidio de um adipécito branco; asterisco indica tecido adiposo marrom, a seta
preta demonstra o nicleo do tecido adiposo e VS indica vaso sanguineo. N= 4 a 5 animais.

5.6 Citometria de fluxo

A partir do protocolo de isolamento padronizado no laboratorio, as células
do PVAT foram isoladas e submetidas a citometria de fluxo. Em primeira instancia, as
células sdo separadas de acordo com sua complexidade, seu tamanho e volume de
particulas. Para a andlise dos dados, sdo considerados gates, que consistem na
selecédo das populacdes de interesse, de modo que se avalia a frequéncia total e a
frequéncia das subpopula¢des de cada tipo celular (Figura 12).
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Figura 12. Caracterizacdo de macréfagos isolados do PVAT da aorta toracica de camundongos
fémeas. As células foram primeiramente separadas em leuc6citos CD45+, excluindo detritos celulares.
A coloracéo de CD45 em conjunto com F4/80 é usada para delinear populacdes duplamente positivas
que se presume serem macrofagos. Foi utilizada uma marcacdo adicional para demonstrar a
porcentagem de CD11c+CD45+F4/80+ (macréfagos M1) e CD206+CD45+F4/80+ (macrofagos M2).
Em (A) sedentarias; (B) treinadas; (C) obesas sedentarias; (D) obesas treinadas.
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Na analise de macréfagos, eosinéfilos, células dendriticas, linfocitos B e
linfécitos T reguladores ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos experimentais (Figura 13). Embora exista uma tendéncia de que a raz&o de
macréfagos M2/M1 seja menor no grupo OB/SD (0,87), indicando uma maior
quantidade de macrofagos pro-inflamatorios (M1), em comparacédo ao grupo OB/TR
(0,98). Houve diferenca significativa na quantidade de linfocitos T natural killer (NK)
(Figura 14, painel D), em que o grupo OB/SD apresentou maior porcentagem quando
comparados ao seu controle SD. Além disso, o exercicio (OB/TR) demonstrou reduzir

os linfécitos NK 1.1+ na condicéo de obesidade, em comparacao ao OB/SD.
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Figura 13. Porcentagem da populacéo de células imunes no PVAT da aorta toracica de camundongos
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6. DISCUSSAO

A consideracdo das diferencas sexuais na investigacao cientifica é
essencial para garantir que o conhecimento produzido seja capaz de atender as
especificidades de cada sexo. Assim, uma melhor compreensao da influéncia do sexo
como modificador da obesidade é um passo importante para melhorar a prevencéao e
o tratamento (COOPER et al., 2021). Uma estratégia de terapia e prevencao da
obesidade consiste no exercicio regular, que exerce alteragdes fisiologicas benéficas
no sistema cardiovascular e na morfologia do tecido adiposo (BOATENG; OLFERT;
CHANTLER, 2021).

Nesse estudo demonstramos que camundongos fémeas alimentadas
com dieta hiperlipidica, para inducdo de obesidade, apresentaram aumento do peso
corporal e do tecido adiposo perigonadal, além de altera¢cdes bioquimicas no soro,
acompanhadas por mudancas morfolégicas no tPVAT. Assim, 0s animais do grupo
OB/SD apresentaram perfil pré-inflamatorio, niveis aumentados de leptina, estresse
oxidativo e adipdcitos hipertrofiados. Nesse sentido, o exercicio fisico aerobio de
intensidade moderada apresentou efeitos benéficos nos pardmetros descritos no
grupo OB/TR, mostrando-se uma importante ferramenta de intervencdo nao-
farmacoldgica.

O modelo experimental de obesidade utilizando camundongos C57BL/6
alimentados com dieta hiperlipidica jA € bem estabelecido (BUCHAN et al., 2018;
BASTU et al., 2018; Le GARF et al., 2019; SOUSA et al., 2019; VICTORIO et al.,
2021). A inducédo da obesidade foi constatada pelo aumento no peso corporal e no
peso do tecido adiposo perigonadal, além de aumento nos niveis de glicemia (SOUSA
et al., 2019). Vale ressaltar que a ingesta caldrica diaria foi maior nos grupos obesos,
OB/SD e OB/TR, enquanto que o consumo hidrico foi menor.

Ha evidéncias de que o treinamento fisico aerdbio esta associado a
diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares e mortalidade cardiovascular
(NYSTORIAK E BHATNAGAR, 2018). Na presenca de obesidade, o exercicio regular
contribui para aliviar as consequéncias adversas da doenca, incluindo perda de peso
e gordura corporal, além de melhoria metabdlica e antioxidante (BIGORNIA et al.,
2010; LARSON-MEYER et al., 2010). Os resultados obtidos em nosso estudo nao
demonstram perda de peso corporal decorrente do treinamento fisico no grupo
OB/TR, corroborando com outros estudos em que o0 exercicio regular preveniu

complicagBes metabdlicas associadas a obesidade, na auséncia de perda de peso
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(SAMAAN et al., 2014; HESPE et al., 2016; PETRIDOU et al., 2018). Além disso, tem
sido sugerido que a funcionalidade e integridade do tecido adiposo sédo aspectos mais
importantes para o risco cardiometabdlico do que a sua quantidade total (BASTIEN et
al., 2014; KOLIAKI et al., 2018, SOUSA et al., 2019).

As disfuncdes do PVAT induzidas pela obesidade estdo associadas ao
aumento da presséao arterial em modelos animais com obesidade induzida por dieta
(AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2015), demonstrando a importancia da funcdo do
PVAT nas doencas cardiovasculares. As adaptacbes vasculares funcionais em
resposta ao treinamento fisico aerébio ocorrem tanto em individuos saudaveis, quanto
em individuos com doencas crénicas. Estimulos hemodinamicos repetidos durante o
treinamento regular podem resultar em melhor regulagcdo da pressdo arterial nas
artérias condutoras, bem como nos pequenos vasos (KONIGSTEIN et al., 2023).

Sabe-se que a obesidade exerce maior influéncia na presséo arterial de
mulheres, assim, a hipertensdo induzida pela obesidade tem vias especificas
dependentes do sexo (SHARABI et al., 2004; FUJITA; HATA, 2014) e nossos dados
demonstraram aumento da pressdo arterial sistélica (PAS) no grupo OB/SD. Um
estudo conduzido em camundongos machos e fémeas, sugere que 0s componentes
do SRAA do tecido adiposo, incluindo a ECA2, podem contribuir para a suscetibilidade
diferencial a hipertensédo induzida pela obesidade entre camundongos machos e
fémeas (WANG et al., 2017).

Outro estudo demonstrou que, em camundongos machos hipertensos, o
exercicio fisico aerdbio moderado atenuou a pressao arterial e melhorou a funcgéo
cardiaca (YUAN et al., 2021). Entretanto, outro estudo sugere que o treinamento
aerébio de moderada intensidade foi prejudicial em camundongos machos obesos,
enquanto que em fémeas obesas o efeito do exercicio promoveu melhoras na
morfologia cardiaca (TOTH et al., 2022). Em nosso estudo, o treino aerébio moderado
nao apresentou efeito na PAS no grupo OB/TR.

Ainda considerando as diferencas sexuais, tanto o estrogénio quanto a
testosterona modulam a funcéo das células endoteliais, levando a ativagcao da eNOS
e reducdo da enzima pré-oxidante NADPH oxidase. Além disso, niveis reduzidos de
horménios gonadais feminino estdo associados a um fendtipo pro-inflamatério e proé-
oxidante, demonstrando a relevancia dos estrogénios na funcéo do PVAT (WANG et
al., 2014; VICTORIO et al., 2020). O 17B-estradiol € um esteroide sexual feminino com

fungBes imunoldgicas, cardiovasculares e neuronais, bem como participa da
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regulacdo do metabolismo da pele, dos ossos e dos lipidios (CHOUDHRY;
CHAUDRY, 2008).

Ao avaliarmos a concentragdo de 17@-estradiol, ndo encontramos
diferencas entre os grupos. Entretanto, estudos mostraram que camundongos fémeas
knockout para aromatase (modelo pos-menopausa) e ratas ovarectomizadas (OVX)
apresentam aumento de peso corporal e maior area de tPVAT (MISSO et al., 2003;
XU et al., 2012). As alteracdes morfoldgicas observadas no PVAT de ratas OVX foram
revertidas quando tratadas com 173-estradiol (XU et al., 2012). Assim, a disfuncao do
tPVAT em decorréncia de niveis prejudicados de hormdnios ovarianos € um
mecanismo para complicacdes vasculares associadas a pés-menopausa (XU et al.,
2012). Na obesidade, apesar do aumento nos niveis de estrogénio, seu efeito
vasoprotetor é perdido (COOPER et al., 2021).

A leptina € um horménio lipostético sintetizado principalmente pelo tecido
adiposo branco e, em menor extensdo, pelo tecido adiposo marrom (GALVEZ-
PRIETO et al., 2012). Essa adipocina esta envolvida na regulacdo do apetite, gasto
energeético, inflamacgéao e respostas imunologicas (XIA et al., 2016). Também participa
na regulacao do tbnus vascular, embora os mecanismos ainda ndo sejam totalmente
elucidados. Esses efeitos vasculares resultam: ) da vasoconstricdo indireta por meio
da estimulacéo da atividade simpatica no nivel hipotalamico; e Il) da vasodilatacéo
direta, que depende de um endotélio intacto e funcional, por meio de mecanismos que
variam entre diferentes leitos vasculares e espécies (GALVEZ-PRIETO ET AL., 2012).

Sabe-se que a sintese de leptina € proporcional ao tamanho dos adipdcitos
(STANEK, et al., 2021), assim, conforme observado em nossos dados, 0s animais do
grupo OB/SD apresentam maiores concentragfes de leptina. O aumento da sua
concentracdo resulta em maior estimulacdo do sistema nervoso simpatico (SNS), de
fato a leptina pode ser um dos impulsionadores da hiperatividade do SNS na
obesidade (XIA et al., 2016). Vale ressaltar que os mecanismos pelos quais a leptina
exerce seu efeito vasodilatador difere de acordo com o leito vascular, sendo na aorta
o relaxamento dependente do endotélio, envolvendo a liberacdo de NO (STANEK, et
al., 2021). Além disso, corroborando com os dados de PAS e leptina obtidos em nosso
estudo, um trabalho demonstrou que a leptina induz hipertenséo e disfuncao endotelial
em camundongos fémeas obesas (HUBY; OTVOS; BELIN DE CHANTEMELE, 2016).

Conforme demonstrado nesse estudo, um dos efeitos do exercicio aerobio

de intensidade moderada consistiu na diminuicdo dos niveis de leptina no grupo



54

OB/TR. Outros trabalhos, inclusive em nosso grupo de pesquisa, demonstraram em
camundongos e ratos machos que o treinamento aerdbio moderado é capaz de
reduzir o quadro de hiperleptinemia em animais obesos (SPONTON et al., 2017;
SOUSA et al., 2021; WANG et al., 2023). As reducgbes nos niveis de leptina induzidas
pelo treinamento fisico podem ser atribuidas as alteracfes no balanco energético,
melhorias na sensibilidade a insulina e alteracbes no metabolismo lipidico
(KRAEMER; CHU; CASTRACANE et al.,, 2002; MURAWSKA-CIALOWICZ et al.,
2022).

A adiponectina, produzida exclusivamente pelos adipdcitos, tem efeito
protetor contra diabetes e aterosclerose (SKURK et al.,, 2007). A presenca de
receptores 3-adrenérgicos nos adipécitos esta associada a estimulagdo autonémica
e a liberagcdo de adiponectina. Nesse mecanismo, a norepinefrina produz um efeito
anticontratil induzido pela adiponectina, que € dependente do NO (WITHERS et al.,
2013). Efeitos adicionais desse hormdnio consistem na regulacdo dos niveis de
glicose no sangue por meio do aumento da captacao de glicose pelos musculos e
melhora da sensibilidade a insulina; aumento da concentracdo de lipoproteina de alta
densidade (HDL) e diminuicéo de triglicerideos (STANEK, et al., 2021).

O perfil e o papel da adiponectina derivada do PVAT na obesidade ainda
nao € bem esclarecido. Sdo encontrados na literatura estudos que demonstram tanto
aumento nos niveis de adiponectina em camundongos machos obesos (FESUS et al.,
2007), quanto reducdo. A diminuicdo dos niveis dessa adipocina foi observada no
PVAT de pequenas artérias da gordura glutea subcutédnea de individuos obesos
(AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2013) e em amostras de tPVAT de diferentes
modelos de obesidade em animais machos, como em camundongos ob/ob (AGABITI
ROSEI etal., 2023), em camundongos db/db (MEIJER et al., 2013) e em camundongos
obesos induzidos por dieta (CHATTERJEE et al., 2009; SOUSA et al., 2021; WANG
et al., 2023).

Nossos dados, em camundongos fémeas, ndo apontaram para diferencas
significativas nos niveis de adiponectina circulante entre os grupos, assim como
observado em outros trabalhos com animais machos realizados em nosso grupo de
pesquisa (SPONTON et al., 2017; SOUSA et al., 2019). Entretano, observamos
aumento na concentracdo de adiponectina no tPVAT de animais OB/TR. Em estudo
prévio com animais machos, o treinamento fisico aerobio de intensidade moderada

induziu aumento do receptor de adiponectina (AdipoR1) nos animais obesos treinados
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(SOUSA et al., 2021). Outro trabalho, também em animais machos, mostrou que o
exercicio aerdbio moderado, a longo prazo, restaurou os niveis de adiponectina em
animais obesos (WANG et al., 2023).

A disfuncdo do PVAT induzida pela obesidade causa inflamagcao no
microambiente, promovendo a infiltracdo de células imunes, como mondcitos,
macrofagos e células dendriticas (CHAK KWONG CHENG et al.,, 2023). Os
macréfagos do tecido adiposo sdo classificados de acordo com as citocinas
secretadas e seus marcadores celulares: M1 representa um perfil inflamatério e M2
possui caracteristicas imunossupressoras (MARTINEZ; GORDON, 2014). A
subclasse M1 secreta citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-1 e desempenha um papel
significativo na indugdo do estado inflamatorio (STANEK, et al., 2021).

Um dos mecanismos implicados na relacdo entre inflamacéo e obesidade
€ a hipoéxia. A hipertrofia dos adipocitos resulta em perfusdo inadequada com
consequente inflamacao local e hipoxia, mediada principalmente pelo Fator 1-alfa
induzivel por hipoxia (HIF-1a). Esse fator se apresenta elevado no tecido adiposo de
individuos obesos e é reduzido apds a perda de peso. Além disso, o HIF-1a pode
aumentar o nivel de citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-6, e reduzir a
concentracdo de adiponectina (AGABITI-ROSE et al., 2023).

Nossos dados demonstraram que 0S niveis sistémicos de TNF-a
aumentaram no grupo OB/SD. Um perfil pro-inflamatério também foi observado no
tPVAT de camundongos machos alimentados com dieta hiperlipidica (KETONEN et
al., 2010; OMAR et al., 2014; XIA et al.2016) e inclusive no soro de ratos machos
obesos (SPONTON etal., 2017; WANG et al., 2023). Outro estudo observou em vasos
arteriais de ratos machos obesos, que a indu¢éo experimental de hipoxia por 2,5 horas
seguida por aplicacdo de TNF-a e IL-6 pode causar inflamacgéo e perda da funcéo
vasodilatadora do tPVAT (GREENSTEIN et al., 2009). Além disso, a pré-incubacéo
com o antagonista de TNF-a pode restaurar a fungdo normal do tPVAT de ratos
machos obesos (AGABITI-ROSE et al., 2024).

O PVAT contém varios tipos de células imunes inatas e adaptativas,
conforme observado em nossos dados de citometria de fluxo. Os resultados mostram
que as populacdes de células imunes mais presentes no PVAT sdo os macréfagos e
as células T. Inclusive, um trabalho demonstrou que justamente essas células imunes
foram as principais responsaveis pelas diferencas entre os sexos no desenvolvimento

e na progressao da hipertensao induzida por dieta hiperlipidica (ALMABROUK et al.,
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2018; KUMAR et al., 2021). Os nossos dados demonstraram diferencas significativas
apenas na porcentagem de células T (TCR+), cujo exercicio fisico aerobio na
obesidade levou a sua reducdo.

Por outro lado, estudos sugerem que camundongos machos alimentados
com dieta hiperlipidica apresentam aumento de células dendriticas no tecido adiposo
visceral (BERTOLA et al., 2012; RACIC et al., 2012). Outro estudo, em camundongos
machos deficientes em eosinofilos, motrou que mediante dieta hiperlipidica
apresentaram acentuada resisténcia a insulina (WU et al., 2011). J4 as células Tregs
do tecido adiposo visceral sdo marcadamente reduzidas em camundongos e humanos
obesos, o que promove a inflamacéo (DEIULIIS et al., 2011; GYLLENHAMMER et al.,
2016). As células B estao entre as primeiras células imunolégicas a se infiltrarem no
tecido adiposo apdés o consumo de uma dieta hiperlilpidica consistente com um
aumento da resisténcia a insulina e inflamacao (DEFURIA et al., 2013; YING et al., 2017).

As funcBes endocrinas sdo moduladas por células imunoldgicas residentes
e infiltradas. De fato, o tecido adiposo abriga uma variedade de células imunolégicas,
que podem exercer papéis pro-inflamatoérios ou anti-inflamatérios, dependendo da
estimulacdo do microambiente e da reconfiguracdo metabdlica. O PVAT na obesidade
caracteriza-se por um estado de inflamacéo cronica devido ao aumento da hipertrofia,
hiperplasia e apoptose dos adipdcitos, acompanhado por alterac6es na producédo de
adipocinas e mediadores inflamatérios (LUMENG et al., 2018; ALZAIM et al., 2020).

O exercicio fisico possui efeitos anti-inflamatérios e é capaz de minimizar a
infiltracdo de células imunes no PVAT. Além disso, ao diminuir o tamanho dos
adipécitos, reduz a secrecdo de citocinas como TNF-a e IL-6 e aumenta a
biodisponibilidade de adiponectina e NO (FRITZEN et al., 2015; STANEK et al., 2021).
Nossos resultados também mostraram que o treino aerébio de intensidade moderada
diminuiu os niveis de TNF-a no grupo OB/TR. Resultados semelhantes foram vistos
em outros trabalhos com ratos e camundongos machos também expostos ao
treinamento aerébio de moderada intensidade (SPONTON et al., 2017; SOUSA et al.,
2019; WANG et al., 2023). Um estudo realizado em camundongos machos obesos
demonstrou que o exercicio restaurou a funcdo vasodilatadora do mMPVAT,
aumentando a expressao dos receptores 33-adrenérgicos e do OCT3, e reduzindo a
expressdo do TNF-a (SAXTON et al., 2021).

Consequentemente, a inflamagdo do PVAT na obesidade exacerba a

geragao de EROs, principalmente Oz~ e H202. Assim, a delecdo do receptor de TNF-
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a no PVAT de camundongos obesos reduz a producdo de EROs e a vasoconstricdo
(COSTA et al., 2017). No PVAT as principais fontes de EROs sao as mitocondrias, a
familia NOX da NADPH oxidase e o desacoplamento da eNOS (MAN et al., 2023). Os
superoxidos facilitam a liberacdo de calcio intracelular do reticulo sarcoplasmatico
induzida pelo IP3, processo em que a inibicdo da via pelo cGMP nas células do
musculo liso vascular esta diminuida (KORSAGER et al., 2016).

Os estados pro-inflamatérios e pré-oxidativos no PVAT alteram
significativamente a funcéo anticontratil do PVAT em condi¢cdes de obesidade (DE
MELLO et al., 2018). Essa disfuncéo resulta no desequilibrio dos fatores vasoativos
derivados do PVAT, por exemplo, na obesidade, o H202 pode atuar como um fator
contratil (MAN et al., 2023). Nossos dados demonstraram por meio do ensaio de
TBARS, que no grupo OB/SD h& aumento da concentracdo de MDA, produto final da
peroxidacao lipidica.

Outros estudos também mostram que a disfuncdo do PVAT induzida pela
obesidade esta relacionada ao aumento da geracdo de EROs em camundongos
machos obesos (KETONEN et al., 2010; GIL-ORTEGA et al., 2014; XIA et al., 2016;
DA COSTA etal., 2017). Um trabalho com camundongos fémeas obesas mostrou que
a delecéo especifica do receptor mineralocorticéide do canal de sodio epitelial nas
células endoteliais (EnNaC) diminui o estresse do reticulo endoplasmatico induzido
pela aldosterona e o estresse oxidativo mediado por NOX2, bem como respostas pro-
inflamatérias (SOWERS et al., 2019).

O exercicio aerobio de intensidade moderada melhora as defesas
antioxidantes do organismo e, portanto, € eficaz na reducdo de EROs e na prevencéao
de doencas associadas a EROs, incluindo hipertensdo (ROQUE et al., 2013; MAN et
al., 2023). Um trabalho com camundongos machos diabéticos demonstrou que o
treino aerdbio moderado melhorou a fosforilacdo da eNOS e aumentou a expressao
de enzimas antioxidantes (LEE; PARK; ZHANG, 2011). Em ratos hipertensos, 0
treinamento de corrida moderada em esteira normalizou a producéo de superoxidos
(ROQUE et al., 2013). Em nosso estudo, os animais do grupo OB/TR apresentaram
reducdo no marcador de estresse oxidativo.

Morfologicamente o tecido adiposo pode ser classificado em TAB, TAM e,
mais recentemente, bege. Nesse sentido, a cor esta associada a populacao
predominante de adipdcitos e a quantidade de mitocondrias contendo ferro. Os

adipécitos brancos do PVAT apresentam grandes goticulas lipidicas uniloculares,
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menos mitocéndrias e pequenos volumes citoplasmaticos; enquanto que adipécitos
marrons séo caracterizados por goticulas lipidicas multiloculares e alta densidade de
mitocondrias (LI et al., 2022).

O fendtipo do PVAT é dependente de seu leito vascular, sendo que o tPVAT
apresenta caracteristicas semelhantes ao TAM, cujos adipdcitos contém multiplas
goticulas lipidicas, alto conteido mitocondrial e alta expressao de UCP-1 (VICTORIO
et al., 2020). Em ambos os sexos, o tPVAT apresenta extensa marcagéo de UCP-1
com é&reas de adipocitos brancos localizados na periferia, enquanto o mPVAT exibe
predominantemente adipécitos brancos (CONTREAS et al., 2016; VICTORIO et al.,
2020).

A mudanca fenotipica dos adipdcitos do tPVAT, por vias de sinalizacdo
especificas, é evidente tanto no branqueamento, quanto no escurecimento do tecido.
Conforme observado em nossos dados, a obesidade resulta em aumento do contetdo
lipidico do PVAT e predominio de adipdcitos brancos no grupo OB/SD. Estudo prévio
observou resultados semelhantes de conteudo lipidico em ratos machos (LIAO et
al,2020). Outros trabalhos também ja demonstraram, em camundongos machos
obesos, o predominio de adipécitos brancos no tPVAT, com uma aparéncia
principalmente unilocular e lipidios maiores (GALVEZ-PRIETO et al., 2012; SACKS E
SYMONDS, 2013). No entanto, um trabalho com ratos mostrou que os adipdcitos
brancos do tPVAT e do mPVAT de machos exibem maior tamanho e nimero em
comparacao as fémeas (CONTREAS et al., 2016).

O exercicio fisico aerébio, além dos efeitos ja mencionados, também
promove alteracdes benéficas na morfologia do PVAT. Os dados de morfologia
obtidos em nosso estudo sugerem predominio de adip6citos menores, com
caracteristicas fenotipicas marrons no grupo OB/TR. Resultados semelhantes foram
observados em outros trabalhos com ratos machos, em que o treinamento fisico
aerdbio de intensidade moderada, reverteu o0 aumento e a coalescéncia de goticulas
lipidicas no tPVAT e no mPVAT de animais obesos (ARAUJO et al., 2017; LIAO et al.,
2020; WANG et al., 2023).

A pratica de exercicio fisico, especialmente o exercicio aerdbio de
intensidade moderada, realizado de forma continua, oferece beneficios significativos
tanto na prevencéo quanto no tratamento das doencas cardiovasculares e enddécrino-
metabdlicas (BOA et al., 2017; FIUZA-LUCES et al.,, 2018). Nesse sentido,

intervencdes terapéuticas ou preventivas devem considerar as diferencas sexuais,
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qgue influenciam diretamente a epidemiologia, fisiopatologia e o desfecho clinico de
muitas doencas, particularmente as nao-transmissiveis, como as doencas
cardiovasculares.
7. CONCLUSAO

Conforme demonstrado nesse trabalho, a obesidade induzida pela
alimentacdo hiperlipidica, em camundongos fémeas, resultou em alteracoes
morfolégicas no tPVAT, associadas ao aumento da resposta inflamatéria sistémica e
a peroxidacao lipidica. O treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada atenuou
as alterac6es morfologicas causadas pela obesidade e reduziu a inflamacéo circulante
e 0 estresse oxidativo, mesmo sem mudancas no peso corporal e na glicemia. A
andlise da populagdo de células imunes do tPVAT revelou efeito significativo do
exercicio fisico aerébio na reducgéo de linfocitos T NK (Figura 14).

Tendo em vista o0 aumento da prevaléncia da obesidade, principalmente
nas mulheres, é necessario que existam intervencdes terapéuticas ou preventivas
diante dessa populagdo. Nesse contexto, o treinamento fisico aerébio demonstrou
efeitos benéficos teciduais e sistémicos importantes para a manutencdo da

homeostasia cardiovascular.
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Figura 14. Sumario dos principais resultados. A obesidade, induzida por dieta hiperlipidica, promoveu
alterag6es morfologicas como hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos, com maior frequéncia de
adipdcitos brancos. Apresentando um perfil pro-inflamatério e de estresse oxidativo. O treinamento
fisico aerdbio foi capaz de reduzir niveis circulantes de fatore de necrose tumoral alfa (TNF-a), leptina
e malondialdeido (MDA), além da reducé@o de adiponectina no tPVAT. A morfologia dos adipdcitos
apresentou maior frequéncia de adipdcitos marrons e menor contetdo lipidico. A populacéo de células
imunes também apresentou importantes alteracdes.
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