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GILIO, Gustavo Renan. Perfil adipogénico do tecido adiposo branco de camundongos
submetidos a diferentes modalidades de treinamento. 2016. Dissertagédo (Mestrado ¢
Educacgao Fisica) — Centro de Ciéncias da Saude. Universidade Estadual de Marir
Maringa, 2016.

RESUMO

O tecido adiposo branco é um érgdo metabdlico com ampla plasticidade. Os adipdcitos conseguem
armazenar grande volume lipidico de triacilglicerol e sua génese € sensivel a fatores externos como o
exercicio fisico. Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia de diferentes modalidades de exercicio
na estrutura do tecido adiposo e os fatores que caracterizam a adipogénese, sobretudo
considerando-se a heterogeneidade dos diferentes depdsitos de gordura. Portanto, o objetivo do
trabalho foi determinar o perfil adipogénico do tecido adiposo branco de camundongos submetidos a
diferentes modalidades de treinamento. Para o protocolo experimental foram utilizados 80
camundongos da linhagem Swiss machos divididos em 4 grupos: sedentario (SED - controle) (n=20)
e os treinados: aerdbio — esteira (AER) (n=21), resistido — escada (RES) (n=19) e combinado (COM —
aerdbico e resistido) (n=20), agua e ragao ad libitum e treinamento fisico foi realizado 5x por semana,
durante 8 semanas. Ao final do protocolo experimental, o peso corporal e comprimento naso-anal
(CNA) (para estimacdo do indice de Lee) dos animais foram aferidos, o coxim adiposo RET —
retroperitoneal, MES — mesentérico e EPI — periepididimal (viscerais), e ING — inguinal (subcutaneo)
foram coletados e pesados. Para analise histoldégica os coxins RET, EPI e ING foram fixados em
parafina, cortados e corados com hematoxilina e eosina para medir a area dos adipécitos dos coxins.
Para analise da expressao génica o RNA total dos coxins RET e ING foi extraido, amplificado e
quantificado pelo método de PCR em tempo real para os genes PPARy, C/EBPa, Pref1 e Perilipina. A
normalidade dos dados foi conferida; os testes ANOVA one-way (pds teste de tukey) e Kruskal Wallis
(p6s teste de Dunns) foram utilizados para calcular a magnitude de diferenga entre os grupos,
adotando-se o P<0,05. Os resultados foram expressos em média e erro padrao da média. Além da
estatistica convencional, o tamanho de efeito por d de Cohen foi utilizado, onde valores >0.8 ou <-0.8
foram tidos como efeito “grande” comparados a linha de base (valores relativos ao grupo SED). Os
resultados apontam que: o grupo RES foi o Unico que apresentou menor peso corporal; AER, RES e
COM menor peso nos coxins viscerais e RES e COM menor peso no coxim ING, todos comparados
ao grupo SED. Nao houve diferenga estatistica para area de adipdcitos entre os grupos. No entanto,
os grupos RES e COM apresentaram tamanho de efeito grande (<-0.8) para a area dos adipdcitos em
relacdo ao grupo SED em RET, EPI e ING enquanto o grupo AER apenas nos coxins EPI e ING (<-
0.8). Para as expressdes génicas (RNAm), Nao houve diferenca estatistica de qualquer RNAm para o
grupo AER, nem para qualquer grupo no coxim RET, porém o grupo RES apresentou menor
expressdo de PPARy e o grupo COM menor expressdo de C/EBPa e perilipina, comparados com o
grupo SED para coxim ING. Ja para o tamanho de efeito da expressao génica, os grupos RES e
COM apresentaram tamanho de efeito grande para C/EBPa (>0.8) e o grupo AER para o gene Pref1
(<-0.8). Os grupos RES e COM também tiveram tamanho de efeito grande para a expressdo de
PPARy, C/EBPa e Perilipina (<-0.8) no coxim ING. A partir dos resultados podemos observar o
treinamento resistido e combinado tiveram maior destaque porque puderam diminuir o peso dos
coxins viscerais e o subcutaneo. O treinamento combinado parece ser a melhor opg¢ao para reduzir
fatores adipogénicos (a partir das menores expressdes génicas de C/EBPa e Perilipina), assim como
o treinamento resistido isoladamente para menor expressdo de PPARy, ambos no coxim inguinal
(subcutaneo). Desta forma, podemos concluir que o tipo de exercicio bem como o coxim parecem
influenciar nos padrdes de adaptag¢des analisados. De qualquer forma, o treinamento fisico resistido e
combinado é um estimulo eficiente na modulagéo da adipogénese in vivo.

Palavras-chave: tecido adiposo, adipogénese e treinamento fisico.



GILIO, Gustavo Renan. White adipose tissue adipogenic profile of mice submited to
differents training modalities. 2016. Dissertation (Physical Education Master) — Health
Science Center. Maringa State University, Maringa, 2016.

ABSTRACT

The white adipose tissue is a metabolic organ with wide plasticity. The adipocyte stores a great lipid
volume of triglycerides being adipogenesis sensitive to external factors such as physical exercise. In
addition, exercise modulation of adipogenesis is poorly understood when comes to influence of
different exercise types. Therefore, the aim of this study was to determine the adipogenic profile of
different white adipose tissue depots of mice submitted to different training modalities. The
experimental protocol was conducted using 80 male swiss mice, 45 days old, grouped as follow:
sedentary control (SED) (n=20), aerobic training — treadmill (AER) (n=21), resistance training — ladder
(RES) (n=19) and combined training (COM - aerobic and resistance) (n=20). Animals had free access
to water and food. Physical training was realized 5x/week, throughout 8 weeks. After the end of
experimental protocol, the animals body weight and naso-anal lenght (Lee’s index) were determined,
RET, MES, EPI, e ING were collected and weighed, the RET, EPI e ING fat pad were fixed in
paraformaldehyde, embbed in paraffin, cut and stained in hematoxylin and eosin to measure
adipocyte area. The RET e ING fat pad total RNA were extracted, amplified and quantified by real time
PCR in order to determine PPARYy, C/EBPa, Pref1 e Perilipin mRNA expression. The data normalities
were determined, ANOVA one-way test (Tukey post-hoc) and Kruskal Wallis (Dunns post-hoc) were
used to calculate the different magnitude among the groups, adopting P<0,05. The results were
provided as mean and mean standard error. Moreover, size effect by Cohen’d was used, being values
>0.8 or <-0.8 considered as “great size effect”. The results show that: the RES group was the only one
who had lower body weight; AER, RES and COM lower weight in visceral fat pad and RES and COM
lower weight on the ING fat pad, all of them compared to the SED group. There was no statistical
difference for adipocytes area among the groups. However, the RES and groups showed large effect
size (<-0.8) to the area of adipocytes compared to the SED group in RET, EPI and ING whilst the AER
group only in EPI and ING fat pad (<-0.8). For gene expression (mRNA), There was no statistical
difference in any mRNA for the AER group or to any group in the RET fat pad, but the RES group
showed lower expression of PPARy and COM group lower expression of C/EBPa and perilipin, both
compared to the SED group to ING fat pad. At the effect size of gene expression, the RES and COM
groups showed large effect size for C/EBPa (> 0.8) and the AER group for Pref1 mRNA (<-0.8). The
RES and COM groups also had large effect size for the expression of PPARy, C/EBPa and perilipin
mRNA (<-0.8) in ING fat pad. From the results we can see the resistance and combined training stood
out because they could reduce the weight of visceral and subcutaneous cushions. The combined
training seems to be the best option to reduce adipogenic factors (from the smaller gene expression of
C / EBPa and perilipin), as well as the isolation resistance training to lower expression of PPARYy, both
in the inguinal fat pad (subcutaneous). Thus, we can conclude that the type of training and the fat pad
seem to influence the patterns of analyzed adaptations. In summary, resistance and combined
exercise training is a powerful stimulus for modulating adipogenesis in vivo.

Key-words: adipose tissue, adipogenesis, physical training.
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1 INTRODUGCAO

Apo6s 40 anos de registros de indice de massa corporal pelo mundo em
nenhum momento o quadro de obesidade deixou de se tornar problema de saude
publica. Segundo o jornal The Lancet (2016), caso as tendéncias corresponderem
aos registros obtidos, em meio século (1975-2025) a obesidade ira atingir 19% dos
homens e 21% das mulheres da populagdo mundial. O excesso de peso é
caracterizado pelo aumento descontrolado do tecido adiposo que perde seu
equilibrio funcional associando-se a evolugcdo de varias outras doengas como
diabetes melitus tipo 2 e doencgas cardiovasculares (HAJER et al., 2008).

Apesar de existirem duas formas definidas de tecido adiposo, o marrom
(TAM), com propriedades termogénicas, e o branco (TAB), grande estocador de
lipideos, sdo as células do TAB que s&o programadas a armazenar energia na forma
de triacilglicerol, apresentando assim grande expansdo do tecido adiposo
(hipertrofia), associado a capacidade adipogénica (hiperplasia), ambas relacionadas
com o processo anabdlico continuo onde o estilo de vida sedentario pode se tornar
sua maior causa (GONZALEZ-GROSS; MELENDEZ, 2013). Isso ocorre porque ha
uma constante e entrada e saida de triacilglicerol nos adipocitos que ocorrem para
suprir a demanda de substrato energético dos outros tecidos como o muscular
(HALL, VAN, 2015). Todas essas alteragbes sao possiveis devido a adipogénese do
TAB ocorrer de forma constante sendo que as fungdes estruturais e funcionais do
tecido estdo sempre relacionadas a atividade transcricional de fatores proé-
adipogénicos chaves como PPARy e C/EBPa na célula comprometida a se tornar
adipdcito, concomitante com a ativagao de outras cascatas transcricionais que séo
responsaveis pelas caracteristicas fenotipicas relacionadas ao controle metabdlico
do adipdcito (WU et al., 2012).

O exercicio fisico tem sido uma o6tima ferramenta para melhorar o perfil
metabdlico do tecido adiposo, principalmente o treinamento aerdbico que apresenta
protocolos mais controlados de testes para identificar a melhor intensidade
correspondente para obter altas taxas de oxidacdo lipidica para producao
energética(ACHTEN; JEUKENDRUP, 2004) além de reduzir da adiposidade visceral
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(VISSERS, et al. 2013),embora o treinamento resistido ocasione alteragbes
estruturais relevantes no tecido adiposo (STRASSER et al. 2010)

Atualmente a combinacao entre os exercicios aerdbicos e resistidos tem sido
muito utilizada nos programas de treinamento onde varios beneficios ao
metabolismo lipidico podem ser conferidos, sendo ele realizado em esteira com
intensidades superiores a 70% do VOzmax (MONTEIRO et al., 2015)ou uso de
sobrecargas com testes aferidos em 80% 1RM (80% do teste de forca maxima em
uma unica repeticao)(BALDUCCI et al., 2010).

Apesar desses trabalhos apresentarem melhora no perfil lipidico e reducéo do
TAB nao foi encontrado na literatura trabalhos que caracterizarem os marcadores
adipogénicos no tecido adiposo branco em modelos de comparagao entre os

treinamento aerdébico, resistido e combinado.
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2 JUSTIFICATIVA

O tecido adiposo branco desempenha papel essencial no controle do
metabolismo energético atuando ndo somente como um reservatério de gordura,
mas também um &6rgao enddécrino, sendo o exercicio um agente mediador no
equilibrio estrutural e funcional deste tecido.

Por outro lado, pouco se conhece se estrutura e funcdo do TAB séao
modificadas de maneira similar por tipos de treinamento distintos, como o aerébio,
resistido e combinado e, em nivel mais aprofundado, se marcadores moleculares
ligados a formacao (adipogénese) do tecido adiposo branco também sao afetados.
Além disso, cada depdsito de TAB apresenta particularidades funcionais, podendo o
exercicio afeta-los de forma peculiar.

Nossa hipotese € de que esta distribuicdo e a adipogénese possam ser

afetadas de maneira especifica a cada tipo de treinamento.
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3 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil adipogénico do tecido adiposo branco de camundongos

Swiss submetidos a diferentes modalidades de treinamento.
2.2 Objetivo Especifico

1. Determinar o peso dos tecidos adiposos e a area dos adipdcitos,
ambos dos coxins: viscerais (retroperitoneal, mesentérico e periepididimal) e
subcutaneo (inguinal) entre os diferentes grupos;

2. Determinar a expressao génica dos marcadores adipogénicos PPARYy,
C/EBPaq, Pref1 e Perilipina nos tecidos adiposos retroperitoneal e inguinal entre os

diferentes grupos;
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1. Distribuicao do tecido adiposo no corpo

O tecido adiposo (TA) tem a capacidade de se desenvolver em varias regides
do corpo, com areas de maior acumulo. A proporcédo estimada de tecido adiposo
para um adulto eutréfico € em torno de 20% do peso corporal total sendo que ha
uma variabilidade relacionada ao sexo, em que as mulheres apresentam maiores
taxas de massa adiposa comparada aos homens (CHUDECKA et al., 2014); com o
envelhecimento ha uma tendéncia no aumento desta porcentagem para ambos os
sexos (GALLAGHER et al.,, 2000). Alguns dados sugerem que diferencas
étnicas/raciais apresentariam também indices de massas corporais distintas
(SWINBURN et al., 2011). Essa variabilidade na composi¢cdo corporal,
principalmente no que se refere ao tecido adiposo, ocorre porque além de se alojar
em varios seguimentos corporais, ele tem a capacidade de armazenamento e
plasticidade discrepantes em valores correspondentes de 5% a 60% do peso
corporal de um humano (WALKER et al., 2014).

A variabilidade de gordura no corpo é caracteristicamente diferente do homem
para mulher. Durante os primeiros anos de vida, meninas apresentam percentual de
gordura ligeiramente maior comparado aos meninos. Ao atingir a puberdade, as
garotas tendem a aumentar a massa adiposa ao passo que os garotos aumentam a
massa muscular e acumulam TA branco (TAB) no compartimento interno da
cavidade abdominal (WELLS, 2007). Homens adultos tendem a apresentar maior
quantidade de gordura na regido visceral, enquanto mulheres na regido subcutanea,
principalmente na regido do abdémen até o quadril, classificando-os de bidtipos
androide e ginoide, respectivamente (ASHWELL et al., 1978). Apesar da proporgéao
de TAB diferente entre os sexos existir, ambos seguem basicamente com a mesma
estrutura, podendo ser classificados, a partir de sua regionalidade: Na regido
subcutanea da pele, (TAB subcutaneo - abaixo da camada dermal), além da gordura
que esta na regido glutea, femural e abdominal; na cavidade interna abdominal e
toracica (TAB visceral) esta distribuido em varios compartimentos: o coxim
retroperitoneal (regido lateral ao corpo entre a pleura peritoneal e a parede do

omento). Logo abaixo do peritbnio, hda uma a camada do coxim omental, sobre o
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intestino; o coxim mesentérico, percorrendo por toda a parede do intestino; e nos
coxins periepididimal (homens) ou utero-ovariano (mulheres), depdsitos que se
localizam proximos as regides do aparelho reprodutor (SMITH et al., 2001).

Os diferentes depdsitos de TAB distribuem-se por praticamente toda a area
corporal, porém é possivel que haja acumulo ectdpico de gordura no musculo,
figado e pancreas (SUGANAMI et al.,, 2012). Normalmente, esta distribuicdo
incomum pode ser decorrente de doencas metabdlicas, hormonais, sindrome
genéticas ou até mesmo por uso de medicamentos de forma continua. Dentre as
doengas ou sindromes metabdlicas que ocasionam disfungdes no TAB em regides
especificas do corpo, tem-se a Obesidade e doengas correlatas que caracterizam a
sindrome metabdlica (GUSTAFSON et al., 2015) e outras pouco comuns como: 0
Hipogonadismo e sindrome de Cushing que resultam em acumulo de depdsito
adiposo elevado em areas especificas do corpo. Diferente do que acontece com
pacientes vivendo com a HIV (BEHRENS et al., 2005) que fazem uso do tratamento
antirretroviral e dos pacientes com caquexia (PETRUZZELLI et al., 2014; BATISTA
et al.,, 2016), que apresentam redistribuicdo anormal e lipodistréfica de TA pelo
corpo; por fim, sindromes genéticas (falha cromossémica) como de Klinefelter,
Turner e Hiperandrogenismo ovariano que ocasionam acumulo diferenciado de
gordura devido a falha de secre¢cdo de horménios gonadais e consequente alteragcéo
das caracteristicas sexuais (WELLS, 2007) Ha varios mecanismos que explicam a
distribuicao de tecido adiposo no corpo humano, embora muitos ainda ndo concisos.

E possivel ilustrar a distribuigdo do tecido adiposo em modelo murino com
objetivo de compreender a distingdo e caracteristicas dos diferentes coxins adiposos

(TRAN; KAHN, 2010), contribuindo com pesquisas na area, como ilustra a figura 1.
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Tecido adiposo Branco Subcutdneo:
a. Tecido adiposo anterior
b. Tecido adiposo do flanco

Tecido adiposo Branco Visceral:
c. Tecido adiposo mesentérico

d. Tecido adiposo retroperitoneal
e. Tecido adiposo perirenal

f. Tecido adiposo gonadal

Tecido Adiposo Marrom:
g. Tecido adiposo marrom interescapular
h. Tecido adiposo mediastinal

Figura 1. Distribuicdo dos principais tecidos adiposos Branco e Marrom adaptado de Tran; Kahn,
(2010).

O modelo murino apresenta o tecido adiposo branco e marrom muito similar
ao humano, embora o tecido adiposo marrom seja proporcionalmente maior em
camundongos. A imagem apresenta, assim como sua coloragdo, uma forma didatica
de compreender as caracteristicas desses coxins adiposos. Do centro para a
periferia: os depdsitos viscerais que sao mais “brancos” e estocadores de
triacilglicerol; aqueles da regido toracica com caracteristicas mistas apesar de
estocarem lipidios estdo préximos do tecido cardiaco com grande atividade
metabdlica; os coxins subcutaneos brancos e entdo alguns coxins se apresentam
como “marrons” sendo um na cavidade toracica (mediastinal) e o outro na regido

posterior (interescapular).

4.2. Os “adipocitos brancos e marrons”.

Os componentes que integram o Tecido Adiposo e que podem ser extraidos a
partir da fraccdo do estroma vascular (FSV) do tecido sdo: células endoteliais,
células estaminais multipotentes, células do sistema imune (macréfagos, neutrofilos,

linfocitos e células-T), fibroblastos e adipoblastos, que sdo pré-adipdcitos (células
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comprometidas a se tornarem adipocitos) e, por fim, os adipodcitos, a principal célula
do tecido; (BAKKER et al., 2004). A distribuicdo desses componentes teciduais se
difere principalmente pelo tipo de tecido adiposo. Atualmente, temos caracterizado
tanto no corpo humano quanto no modelo murino o tecido adiposo Branco, Marrom,
Tecido Adiposo “Bege” (caracteristicas termogénicas encontradas no TAM)(WU et
al., 2012), e o ultimo caracterizado apenas em humanos como “Rosa”, presente na
regiao mamaria em mulheres(GIORDANO et al., 2014).

Os adipdocitos sdo as principais células do tecido adiposo e sao
funcionalmente diferentes entre o TAB e o TAM. Os adipdcitos do TAM possuem
varias goticulas de gordura tamanhos diferentes em seu interior sendo, portanto,
multiloculares. Eles sdo especializados em utilizar o estoque lipidico em seu interior
para a produgdo de calor. Possuem grande quantidade da proteina desacopladora
de protons 1 - UCP1, que proporciona a entrada de prétons para a matriz
mitocondrial, desacoplando a sintese de ATP e gerando calor que € irradiado para
os capilares e corrente sanguinea (BRONDANI et al., 2012).Ja os adipécitos do TAB
sdo células uniloculares que compreendem uma unica gota de lipidio que ocupa
praticamente todo interior celular, afastando o citoplasma e nucleo que estdo em
torno dela para junto a membrana. O TAB é considerado o maior estocador
energético do corpo em forma de gota lipidica, composta de triglicerideos (trés
moléculas de acidos graxos ligado a uma molécula de glicerol) que sao transferidos
para interior das células pela acdo da Lipase de Lipoproteina (LPL) (KERSTEN,
2014). Por muito tempo o TAB foi considerado apenas um depoésito de
armazenamento de gordura, porém a vitalidade desse tecido é crucial ndo somente
a homeostase energética, mas também ao balango endécrino do organismo.

O processo de distribuigdo do tecido adiposo, o seu desenvolvimento e suas
funcbes além das demais caracteristicas dependem de complexas redes de
sinalizagdes intracelulares que orquestram a producao de proteinas responsaveis
em manter as fungdes do tecido adiposo em estado harmonioso (MANTEIGA et al.,
2013). O estudo da adipogénese pode ajudar a compreender melhor o

comportamento do tecido adiposo.
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4.3. Adipogénese

O processo de adipogénese é bem descrito em laboratério com o uso de em
cultura de células. Inicialmente as células troncomensenquimais passam pelo
processo de “comprometimento” e apds estarem marcadas a se tornarem adipécitos,
entram de fato para o processo de adipogénese ou “diferenciacdo”(TANG; LANE,
2012). Os dois processos, comprometimento e diferenciagdo sao detalhadas a

sequir.

4.3.1. Comprometimento

Os adipdcitos sao originados de células tronco mesenquimais, que podem se
comprometer com estimulos locais (in vivo) ou quimicos (in vitro) adequados. A
passagem de um estado pré-adipocitario para uma célula adiposa é conhecido como
adipogénese. Os primeiros estudos sugerindo o fendbmeno adipogénico partiram de
ensaios realizados em 1973 no laboratério de Charles Heidelberger da Universidade
de Wisconsin, Estados Unidos. Em seu trabalho, células embrionarias de
camundongos Swiss “CH3” foram mantidas em cultura até que se identificou uma
linhagem que resistiu ao meio por varios ciclos e que pudesse se diferenciar em
células do tecido adiposo, muscular, cartilaginoso e 6sseo que, sendo definidas de
“imortalizadas” e chamadas de “CH310T1/2” e que passaram a ser reproduzidas
(REZNIKOFF et al., 1973). Desde entao estas células tronco mesenquimais (CTM)
multipotentes, tem sido utilizadas para estudar o programa de desenvolvimento dos
adipdcitos/tecido adiposo in vitro. O inicio do programa adipogénico € marcado pelo
comprometimento de CTM para pré-adipocitos, fendmeno que ocorre por influéncia
de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), que orquestram a arquitetura celular
em varios tecidos do corpo no inicio de sua formagao (BOWERS et al., 2006). As de
dominio 2 e 4 (BMP2 e 4) sdo responsaveis por uma cascata de sinalizagdo que
guando ativadas modulam a proliferagao e o formato (shape) das CTMs para células
tipo pré-adipdcitos, ao passo que inibem sua potencialidade a outras linhagens
celulares, como a osteogénica e miogénica (KANG et al., 2007). No entanto, um
segundo agente atuando paralelo as BMPs, a via da Wnt, uma proteina que quando
ligada ao seu receptor de membrana plasmatica (frizzledreceptors), ativa um
mensageiro secundario, a B-catenina, que transloca-se para o nucleo. La sua

presenca inibe a transcricdo de genes que sado o gatilho para os processos
19



seguintes de bem definidos como o “comprometimento” e “diferenciagédo” (TANG;
LANE, 2012). O processo de comprometimento apenas infere que a célula, a partir
de entdo, estara direcionada a determinada linhagem celular. Ela ndo regressara a
CTM, e necessita de outros estimulos locais, originados no proprio tecido para se
diferenciar e passar a se comportar como uma ceélula madura. No entanto, em
ensaios in vitro, a linhagem CH310T1/2 apesar de apresentar grande plasticidade
celular, ndo é capaz avangar ao préximo estagio de desenvolvimento da célula
adiposa. Além da criagao dessa linhagem celular, outra foi estabelecida a partir de
uma linhagem imortalizada ja de pré-adipocitos e entdo chamadas “3T3-L1” (células
oriundas de embrides de camundongos Suigos extraidas prematuramente) (GREEN,;
KEHINDE, 1974 e 1975), que vem sendo usada até hoje devido a sua confiabilidade
em mimetizar adipécitos primarios (TANG; LANE, 2012).

4.3.2. Diferenciagcao

O processo de diferenciagao é razoavelmente compreendido in vitro a partir
de estudos que utilizam pré-adipécitos da linhagem celular 3T3-L1, e compreendem
estagios precisamente controlados. Para o inicio do programa de diferenciagéo
(maturagdo celular) dos pré-adipécitos 3T3-L1, € preciso a administragdo de
indutores quimicos presentes em coquetel contendo fator de crescimento
semelhante a insulina, dexametasona, isobutilmetilxantina, soro fetal bovino e
agentes secundarios (GREEN; KEHINDE, 1974).

Esses indutores estimulam os eventos sequenciais e temporais que dao inicio
ao processo adipogénico. Apos a exposi¢cao de pré-adipdcitos a coquetel contendo
os indutores quimicos acima descritos ocorrem duas ou trés séries de expansao
mitética que sao disparados por dois fatores transcricionais, C/EBPS e &. Estes, por
sua vez, iniciam o processo de transcricdo de dois outros fatores pré-adipogénicos
cruciais para o fendtipo celular do adipécito: PPARy e C/EBPa. Quando expressos
e, em seu apice, promovem um rearranjamento da matriz extracelular e da
arquitetura celular (GUO et al., 2015), estabelecendo uma transicdo do pré-adipécito
com formato tipo fibroblasto (estrelado) para um adipocito maduro, adotando um
formato caracteristico esférico. Para que o programa adipogénico ocorra em perfeito
estado, ambos C/EBPa e PPARy induzem a expressdo de outros fatores

adipogénicos garantindo a manutencao estrutural celular e a transcricdao de outros
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fatores relacionados ao fendtipo celular. Tanto C/EBPa quanto PPARy quando
ectopicamente expressos em células fibroblasticas s&o capazes de induzir a
adipogénese, porém o0s animais knockout das mesmas proteinas desenvolvem
resisténcia adiposo-tecidual a insulina ou morte poucas semanas apos o nascimento
(FARMER, 2006). Um terceiro fator de transcrigdo orquestra a expressao de genes
relacionados a lipogénese e ao metabolismo lipidico, os SREBPs (proteinas ligantes
ao elemento receptor de esterdis). A isoforma SREBP1c é responsavel pela
expressao de genes relacionados a sintese de acidos graxos enquanto a SREBP2
estimula a transcricdo de genes biosintéticos de colesterol (WHITE; STEPHENS,
2011).

O adipdcito maduro ja consegue exercer suas fungbes enddcrinas e de
estocagem de gotas de gordura. No entanto depende dos reguladores PPARy e
C/EBPa atuando juntos para manter essas fungbes metabdlicas: Ambos induzem a
expressado de genes que estdo envolvidos na sensibilidade a insulina, lipogénese e
lipdlise, transporte de glicose - GLUT4, proteina de ligagdo de acidos graxos
(FABP4, ou aP2), lipase de lipoproteina, perilipina e horménios secretados como
leptina e adiponectina (LOWE et al., 2011).

Ainda sobre o seu fendtipo, os adipécitos quando imaturos sdo menores e
praticamente com pouco conteudo de lipideos em seu interior. Dentro dos
adipdcitos, a peripilina (PLIN gene), se constitui como uma proteina essencial para a
formacdo da gota de gordura, pois a envolve protegendo-a do meio liquido do
citosol. Ao mesmo tempo ela € fundamental no controle da lipdlise, pois evita o
contato direto de enzimas lipoliticas do meio externo do citosol como a lipase de
triacilglicerol de adipécitos (ATGL) (BRASAEMLE, 2007). Além da perilipina, outras
proteinas interagem com a gota de gordura durante o processo de lipdlise e
lipogénese. A proteina de ligagédo de lipideos (FABP) em adipdcitos (dominio 4) —
FABP4 (BAXA et al., 1989), se liga aos acidos graxos que sao expostos apos o
afastamento das perilipinas (processo no qual elas sao fosforiladas e
consequentemente dispersas para agao da FABP4) provenientes da lipdlise,
transportando-os pelo meio intra celular do adipdcito (FONSECA ALANIZ et al.,
2006).
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4.4. Exercicio e adipogénese

A génese do tecido adiposo parece sofrer a influéncia de fatores externos
como dieta e atividade fisica, que modulam os mecanismos de traducdo e
transcricdo de mediadores adipogénicos e que ainda nao estdo claros nem concisos.
O que se tem elucidado € que o exercicio fisico pode aumentar a taxa de oxidagao
de acidos graxos pela agdo muscular, equilibrando o balango energético e sua
consequente disfungdo tecidual, prevenindo assim algumas doengcas como
obesidade (associada a hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos) e diabetes mellitus
tipo 2 (associada a disfungdo insulinémica sobre os adipdcitos), entre outras
doencas correlatas (STANFORD et al., 2015).

Nos protocolos de treinamento, a periodizacdo dos exercicios (volume e
intensidade de cada sessdo, além de sua duragdo), pode interferir no grau de
resposta do metabolismo do TAB, como os exercicios aerdbicos sustentados por
médios e longos periodos de duragédo com intensidade moderada em que a taxa de
oxidagao de acidos graxos é mais efetiva principalmente porque os niveis de insulina
circulantes estao reduzidos, suprindo a demanda energética limitada de glicogénio
para o musculo em atividade (HOROWITZ; KLEIN, 2000). O evento lipolitico em
resposta ao exercicio pode diminuir o conteudo interno de triacilglicerol dos
adipocitos, ou seja, e o seu volume celular (ASKEW; HECKER, 1976). Esse
mecanismo de reducdo acontece com a hidrolise de triacilglicerol pelas enzimas
ATGL e lipase sensivel ao hormbnio - HSL que agem estimuladas pela redugéo dos
niveis de insulina e acédo do PPARy2 (OGASAWARA et al., 2012). Dentre os fatores
externos que influenciam tal reagéo lipoliticas destacam se alguns hormdnios como
catecolaminas, T3 e T4, GH e insulina (LANGIN, 2006) estimulando ou inibindo
mecanismos internos moleculares relacionados ao processo da adipogénico e que
participam ativamente a favor da mobilizagao dessas proteinas. Sakurai et al. (2010)
avaliou a expressao de genes adipogénicos da fragdo vascular do estroma do tecido
adiposo epididimal em ratos que realizaram treinamento de corrida em esteira por 9
semanas (treinamento aerobio). Os animais treinados apresentaram redugdes
significativas de niveis de expressdo de RNAm de PPARy e consequente redugao
de genes transcritos por ele e que sédo responsaveis por conduzir as caracteristicas
fenotipicas: acido graxos sintate (FAS), (LPL) e acetil CoA carboxilase (ACC). O

trabalho ainda observou que houve aumento da expressdo génica de Pref-1
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(preadipocytefactor1), porem diminuicdo de Wnt10b e B-catenina, responsaveis por
manter os adipdcitos imaturos. Embora os valores de PPARYy sejam contraditérios
nos dois trabalhos acima os autores afirmam que podem ser atribuidas mais de uma
funcdo a esse gene, ele poderia gerenciar tanto fatores responsaveis pelo
andamento da adipogénese propriamente dita quanto fatores que caracterizam o
fendtipo.

Com relagao ao treinamento resistido, ndo ha trabalhos experimentais que
investigaram a acéo dele sobre a adipogénese no tecido adiposo diretamente. O
trabalho de Menukiet al. (2008), observou que o exercicio de escalada voluntaria
pode inibir a expressdo de genes adipogénicos como C/EBPB e C/EBPd além da
aP2 em células de medula éssea de camundongos C57BL/6J com apenas 4 dias.
Tais alteragdes, segundo o autor, foram possiveis devido a estimulos mecanicos
incididos no tecido 6sseo dos animais, e que a caracteristica do exercicio utilizado
permitiu classifica-lo como resistido devido o proprio peso corporal do animal servia

como a carga tracionada durante a subida na escada.
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Figura 2. Esquema da diminuicdo do adipdcito e expresao de citocinas pelos tipos de exercicio fisico:
Resistido (com pesos) x Endurance (corrida). WAT — Tecido adiposo branco; MCP-1 —Proteinas
quimiotaticas de mondcitos 1; IL-6 — interleucina 6 (Adaptado de SAKURAI et al., 2013).
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Em outro interessante estudo Case et al. (2012), demonstraram que células
mesenquimais derivadas da medula 6ssea de camundongos mantidas em placa de
cultura e submetidas a estimulos mecanicos em sua base apresentaram reduzida
expressdo PPARy2, aP2 e adiponectina. A tensdo mecanica parece mimetizar o
exercicio fisico resistido sendo que os microimpactos oferecidosna placa
estariamativandoa via da B-catenina. No entanto, esse modelo € mais controlado e
isolado de diversos outros fatores fisiolégicos e o estimulo pouco se equipara ao
modelo in vivo enem mesmo a uma modalidade de treinamento como a de pesos.

Atualmente, dentre os modelos de treinamento resistido em animais, o
aparato de escalada (HORNBERGER; FARRAR, 2004) proporciona um dos
melhores mecanismos de treinamento de forga para animais por caracterizar um
treino com sobrecarga e nao utilizar de estimulos elétricos (TAMAKI et al., 1992).
Diferente de outros protocolos de alta intensidade realizados em esteira (sprints),
onde a intensidade é elevada sem uso de sobrepesos (MARCINKO et al., 2015).

Por fim, tanto o treinamento de corrida quanto o de escalada sdo capazes de
modificar o perfil metabdlico do tecido adiposo, mas dificiimente os trabalhos atuais
conseguem apresentar fortes relagbes com os modelos de treinamento e os
processos de génese tecidual adiposo. Speretta et. al. (2012) comparou os efeitos
de duas modalidades de treinamento: a natagao (aerdbico) e a escalada (resistido,
com carga atada) para verificar a &area dos adipécitos periepididimal e
retroperitoneal. O treinamento aerdbico foi eficaz em reduzir os adipécitos dos
animais com dieta padrao nos coxins epididimal e retroperitoneal, sendo mais efetivo
do que o treinamento resistido inclusive para os adipdcitos viscerais em uma
comparagao entre protocolos de treino.

O exercicio fisico parece modular de alguma forma a expressao de genes
caracteristicos adipogénese por causa e efeito. Afinal, o desenvolvimento dos
adipdcitos inicia-se com a incorporacédo de gotas de lipidio em que envolve a agéo
ao menos de PPARy, ATGL e perilipina. No tecido muscular tanto o exercicio
aerobico quanto o resistido estimulam vias diferentes de transcricdo de proteinas
que primam pela adaptacdo do tecido ao exercicio fisico (COFFEY; HAWLEY,
2007). Porém ha poucos trabalhos observaram caracteristicas de alguns genes

adipogénicos alterados no TAB com intervengdes do treinamento aerdbico, sendo
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que n&o ha na literatura uma caracterizagdo da expressao desses genes quando

usado do treinamento resistido e combinado.
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5 METODOLOGIA

5.1. Animais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentagdo da Universidade Estadual de Maringa para avaliagao dos aspectos
éticos envolvidos neste trabalho (Protocolo 148/2014, Parecer 009/148) (ANEXO I).

Foram utilizados 80 camundongos da linhagem Swiss, machos, com 45 dias
de vida, provenientes do Biotério Central e mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (DFS) da Universidade Estadual de Maringa
(UEM). Os animais foram alojados em gaiolas individuais, em sala automatizada
para controle de fotoperiodo (ciclo claro e escuro) de 12/12 horas (periodo claro
iniciado as 6 horas), com temperatura controlada de 20 a 24°C, com fornecimento de

ragao padrao balanceada e agua “ad libitum”.

5.2. Procedimento experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos com médias
semelhantes de peso, como a seguir: Sedentarios — SED (n=20), Treinamento de
corrida realizado em esteira (aerdbico) — AER (n=21); Treinamento resistido
realizado em escada, (anaerobio) — RES (n=19); Treinamento combinado (corrida e
escalada em dias alternados) — COM (n=20). Todos os grupos de intervencéo
realizaram os treinamentos as 16 horas, 5x por semana durante 8 semanas,

totalizando 40 sessoes.

5.3 Protocolo de treinamento Fisico

5.3.1. Treinamento Fisico Aerébio

Inicialmente os animais foram submetidos a trés dias de adaptagao a esteira
ergomeétrica programavel (Inbrasport, Porto Alegre, Brasil) (ANEXO 2) adaptada para
acomodar 10 camundongos simultaneamente, e ao exercicio proposto, realizado a
uma velocidade inicial de 0,3 até chegar a 0,6 km/h com duracdo inicial de 20
minutos até chegar a 30 minutos.

Apo6s o periodo de adaptacdo foi realizado um teste incremental para a

determinagdo da maxima velocidade alcangada (V,ico), correspondente a 100%. O
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teste incremental para a determinacdo da V,i, constitui-se de sucessivos
acrescimentos de 0,3 km/h a cada trés minutos até a exaustdo do animal,
caracterizada pela auséncia de corrida do camundongo no tercgo final da raia por
mais de 10 segundos (AOKI; BELMONTE; SEELANDER, 2003), realizado em
esteira prépria para roedores Panlab® (Barcelona, Espanha).

O teste incremental foi realizado quinzenalmente para a prescricdo do
protocolo de treinamento aerébio com duragao de 8 semanas, realizado 5 vezes por
semana, a partir das 16 horas. A velocidade foi ajustada a 70% da Vpico e adaptado
ao protocolo de treinamento estabelecido por Iwamoto et al. (2004), iniciado a 30
minutos na primeira semana até que chegasse a 60 minutos na oitava semana.

A Vo foi considerada a maxima velocidade atingida durante o teste
incremental, correspondendo a 100%, sendo realizado um ajuste a partir da equacao
proposta por Kuipers et al. (2003) e adaptada para camundongos, quando o ultimo
estagio atingido durante o teste ndo fosse completado:

Vyico = Vecompletado + t/T x incremento de velocidade

Essa equacdo leva em consideracdo a Vcompletado correspondente a
velocidade do ultimo estagio completado (km-h-1); a velocidade do ultimo estagio
completado (t é o tempo (segundos) em que animal permaneceu no estagio
incompleto; T & a duragéo total (segundos) de cada estagio; e o incremento de

velocidade é a taxa de aumento em cada estagio (km-h-1).

5.3.1. Treinamento Fisico Resistido

O aparato utilizado para realizar o exercicio resistido (forga) consistia em uma
escada (ANEXO 3) com dimensbes de 105 cm de altura por 5 cm de largura
(interno), inclinada 80° e com espagamento de 1 cm entre os degraus. No topo da
escada havia uma camara de 9 x 9 x 9 cm (interno) que servia de abrigo durante o
repouso entre as séries de escalada. Para a fixagdo da sobrecarga foram utilizados
alguns itens (duas presilhas, tubo e fita adesiva) além da propria sobrecarga
(esferas de chumbo com diferentes pesos 2g, 8g e 129).

Antes de iniciar o treinamento os animais passaram por adaptacdo com o
aparato que constituida de trés tentativas por dia, conduzidos por um periodo de trés
dias consecutivos. Antes da primeira tentativa, cada animal ficou dentro da camara

durante 2 minutos (topo da escada) com o intuito de perceber que aquele ambiente
27



nao oferecia perigo. Na primeira tentativa, o animal foi colocado na parte proximal da
escada a uma distancia de aproximadamente 20 cm da entrada da camara, sendo
esta considerada uma tentativa facil. Na segunda tentativa, comegou na metade da
escada (50 cm) considerada uma tentativa de dificuldade média. Na terceira e ultima
tentativa, na parte distal (base) da escada (80 cm), considerado dificil. Quando
necessario, estimulos mecanicos manuais eram utilizados na cauda do animal para
que ele subisse (estimulos caudais).

Apo6s a familiarizagao, foi realizado um teste para determinar a carga maxima
carregada para cada animal. A primeira escalada era realizada com uma sobrecarga
referente a 75% do peso corporal do animal. Em seguida, um incremento de 4g
(baseado em 10% do peso corporal) era adicionado, para a execugéo da segunda
série. A cada série vencida era adicionado mais 4g. A falha na execugédo era
determinada quando o animal ndo conseguisse escalar os degraus mesmo apos
dado trés estimulos caudais sucessivos. A carga maxima (CM) era estabelecida pela
maior carga carregada pelo animal por todo o comprimento da escada sem que
houvesse falha, ou seja, a ultima escalada completada com sucesso. Essa carga
entdo era definida como 100% da CM. A quantidade de séries realizadas para atingir
a CM poderia variar, sendo nove séries o limite adotado.

Durante todo o periodo de treinamento os animais eram colocados numa
porcdo da escada em que o possibilitasse de executar de 8 a 12 movimentos
(repeticbes) e a sobrecarga imposta na primeira série, era equivalente a 50% da CM,
75% para a segunda, 90% na terceira e 100% da CM na quarta e ultima série, com
60 segundos de intervalo entre elas. Os testes subsequentes para reajuste de carga
eram realizados no primeiro dia de cada semana, seguindo 0 mesmo protocolo de
treino (4 séries: 50, 75, 90 e 100% da ultima CM estabelecida) porém era realizado
séries adicionais com incremento de 4g a cada série vencida (intervalo de descanso
de 120s entre as séries) até que houvesse falha. A nova CM entdo era estabelecida
com a carga em que fora realizado a ultima escalada com sucesso (sem falhas).

O método de reajuste possibilitou que cada animal se adaptasse ao treino de
forma distinta sem que houvesse qualquer outro estresse adicional. O protocolo
aplicado foi adaptado de ratos Wistar para camundongos Swiss, seguindo
proporgdes equivalentes de tamanho e peso de acordo com protocolo de

(HORNBERGER; FARRAR, 2004). A escolha deste aparato para treinamento
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resistido foi devido a rapida adaptagdo que os animais adquiriam em relacdo ao
aumento de carga e consequente hipertrofia muscular, caracteristica dos
treinamentos de forca (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

5.3.3. Treinamento Fisico Combinado

O Treinamento Fisico Combinado — COM combinou dos dois treinamentos
(corrida — AER e escalada — RES), porém com 20 sessdes de cada, no protocolo de
8 semanas. Ambos os treinamentos foram realizados 5 vezes durante 14 dias cada
um: sendo 2 sessdes de escalada + 3 sessdes corrida em uma semana e invertendo
as modalidades na outra. Assim o grupo COM realizou 5 sessdes de treinos por
semana, alternando a cada semana a prevaléncia de cada modalidade. O teste de
carga também foi realizado para as duas modalidades, um em cada semana, sendo
que a sessao de teste também foi considerada uma sesséao de treino. Ela ocorreu no

inicio da semana, seguindo o seguinte esquema:

Tabela 1 — Esquema das primeiras duas semanas de treinamento do grupo
COM.

Semanas Segunda Terca Quarta Quinta Sexta

ESCALADA* CORRIDA ESCALADA CORRIDA ESCALADA

ESCALADA

22s CORRIDA ESCALADA CORRIDA

Esquema de treinamentos de corrida e escalada do grupo combinado.por duas semanas seguindo
dessa forma até completar 8 semanas. *teste incremental na esteira (aerdbico); *Teste incremental na

escada (anaerdbio).

5.4. Coleta dos Tecidos

Ao final do periodo experimental os animais foram pesados e anestesiados
com a mistura de 80 mg de cetamina + 15 mg de xilazina por kilograma de peso
corporal, via intraperitoneal. O comprimento naso-anal foi aferido para estipular junto
com peso, o Indice Lee (peso®***/CNA)(LEE, 1929). Em seguida os animais foram
submetidos a uma laparotomia mediana para a coleta de 1mL de sangue por pungao
cardiaca e remogao dos coxins adiposos inguinal (subcutaneo), mesentérico e

retroperitoneal (viscerais) e epididimal.
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5.5. Histologia do tecido adiposo branco

Apos a coleta dos coxins de gordura (retroperitoneal, mesentérico,
periepididimal e inguinal), partes das amostras foram fixadas em paraformaldeido
4% por 8 horas, lavadas e mantidas em alcool etilico 70%. O protocolo de inclusdo
em parafina consistiu sequencialmente na: desidratagdo do material em série de
concentragdes crescentes de alcool (80%, 92% 95% 100%), diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina para realizagao de cortes histolégicos semi-seriados (100 um)
de 6 uym de espessura para anadlise morfométrica. Foram utilizados 5 cortes por
ldmina histologica e corados com hematoxilina e eosina (HE), na sequéncia, 50
imagens foram capturadas em microscopio Optico (Nikon Eclipse E110, Tokyo,
Japan) com objetiva de 40X; para as analises, 10 imagens foram capturadas e 10
adipdcitos cada imagem foram aferidos de cada animal referentes aos diferentes
coxins (total de 100 adipdcito por coxim) para determinar a média da area em pm?
®

dos adipdcitos por meio do programa de analise de imagens - Image-Pro Plus

(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

5.6. Expressao génica — RT-PCR

Para a determinagdo da expressdo génica de PPARg, C/EBPa, Prefl e
Perilipina a adotamos a analise por RT-PCR em Tempo Real. O RNA total do tecido
adiposo inguinal e retroperitoneal foi isolado utilizando-se o mini kit de purificagcao de
RNA (PureLink® Life Technologies) seguindo-se o procedimento descrito pelo
fabricante. A quantificacgdo do RNA total foi realizada mediante leitura
espectrofotométrica da absorbancia em 260 nm e as amostras foram armazenadas a
—80 °C. A transcrigao reversa (RT) para a sintese de cDNA foi realizada usando-se o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Invitrogen® Life Technologies)
seguindo-se o procedimento descrito pelo fabricante. Todas as incubag¢des foram
realizadas em termociclador Eppendorf e o material (cDNA) foi congelado em freezer
a —20 °C até a realizagado da proxima etapa. A quantificagdo do RNAm dos genes de
interesse foi feita pela metodologia de PCR em tempo real utilizando-se o reagente
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), em sistema de
deteccédo ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e pares especificos de primers (direto e reverso) para os genes

alvos. O gene RPL19 foi usado como controle interno (housekeeping) para
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normalizacdo das amostras. A expressao relativa dos dados foi calculada pelo
método delta-delta Ct (2-AACT algoritmo)(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

5.7. Andlise estatistica

Foi utilizada a estatistica descritiva para analise dos dados. As variaveis
foram apresentadas em meédia + erro-padrdo da média (EPM). Para verificar a
normalidade os dados foram submetidos ao teste Shapiro-wilk (Qquando n acima de
10) ou Kolmogorov-Smirnov (quando n abaixo de 10). Para dados normais foi
realizado a anadlise de variancia (ANOVA One-Way) com post-hoc de Tukey, e
quando nao normais o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de de Dunns. As
analises foram realizadas mediante os programas Microssoft Office Excel 2010° e
GraphPad Prism® 6.0. O nivel de confianga adotado foi de 95%, com erro maximo
admitido de 5% para mais ou para menos (P<0,05).

O tamanho de efeito pelo método de “d de cohen” foi utilizado para medir o
valor dos resultados da area de adip6cito e RNAm usando a média do grupo SED
comparada isoladamente com a média de cada grupo de intervengdo, onde os
valores acima de 0,8 foram considerados um tamanho de efeito grande da
intervencdo pela variavel avaliada (COHEN, 1988). O calculo desconsidera a
quantidade da amostra levando-se em consideracéo o resultado direto do quanto a
intervencao pode alterar valores basais quando a analise quantitativa pela estatistica

convencional ndo apresenta diferenga mesmo havendo alteragdes relevantes.
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6 RESULTADOS

6.1 Teste incremental final

A figura 3. apresenta os resultados dos testes incrementais de Vo para o
grupo SED, AER e COM (fig.3A) e Carga atada atingida para o grupo SED, RES e
COM (fig.3B) no momento inicial e final do protocolo experimental.

A Evolugio da velocidade B Evolucao da carga atada
*
, , #
30- #

o Il Inicial
o 254 %, Final
o 80,3% - —
g 204 / ba
o 2,1%
® 154 T / /
el
8
© 10+
©
(8]

SED AER COM SED RES COM

Figura 3. A — Intensidade final atingida em teste dos treinamentos de corrida em esteira para o grupo
SED - sedentario (n=10), AER - aerébico (n=21) e COM — combinado (n=10); B — Teste de forca em
escada para os grupos sedentario (n=10), RES — resistido (n=19) e combinado (n=20). Vi, —
velocidade maxima atingida em teste, cm/s — centimetros por segundos, g/10b p.c. — gramas de carga
atada por 10 gramas de peso corporal. Valores apresentados em média e erro padrao da média onde
*p<0,05 e #p<0,0001 para os momentos finais dos testes entre os grupos, e as 1 indicam o aumento
percentual do momento Inicial x Final de cada grupo.

A evolucédo da velocidade em teste incremental na esteira para os grupos
SED, AER e COM apresentaram um aumento percentual de 42,7%, 71,9% e 40%
respectivamente em 8 semanas do protocolo. Os valores da Vi, N0 momento inicial
entre os grupos foram diferentes devido a uma limitagdo do estudo (discussao). Os
Valores da Vyico N0 momento final foram diferentes entre todos os grupos sendo o
grupo AER aquele que atingiu a maior Vyico (SED - 35,9+2,67 vs AER - 57,2+2,76 vs
COM - 46,6+2,95 vs SED) (fig.4A).

A evolugdo da carga atada em teste na escada para os grupos SED, RES e
COM apresentaram um aumento percentual 2,1%, 80,3% e 62,9% respectivamente
em 8 semanas do protocolo. Os valores da carga atada no momento inicial entre os
grupos foram iguais, porem no momento final os grupos treinados foram diferentes
do grupo SED (SED - 11,940,33 vs RES - 22,21+0,66 e COM - 21,310,38) (fig.4B).
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6.2 Peso corporal e peso dos coxins viscerais e inguinal.

Os animais foram distribuidos de acordo com o peso para que 0s grupos

iniciassem de forma equivalente no inicio do protocolo de treino, o peso corporal foi

aferido no inicio e ao final do protocolo experimental.

Tabela 2. Peso corporal do animal (g), delta de peso corporal (g), indice de

Lee (U.A) e peso dos coxins em gramas dividido por 10 gramas de peso corporal.

Sedentario Aerodbico Resistido Combinado p
n=20 n=21 n=19 n=20
Peso final 43,35+ 0,75 40,81 £ 0,69 40,53 £0,71* 41,08 + 0,838 0,0377
Apeso 5,93+ 0,93 4,17 £ 1,00 3,68 £ 0,83 7,03 £ 0,96 0,0503
indice de lee 321,10 = 3,60 316,60 + 3,34 315,9 £ 3,43 315,8 £ 3,30 0,6590
TAB RET 0,080+ 0,005 0,047 +0,004* 0,038 +0,004* 0,039 +£0,003* <0,0001
TAB MES 0,173 +0,010 0,130+0,008* 0,122 + 0,009* 0,124 £ 0,007* 0,0009
TAB EPI 0,246+ 0,016 0,171 +0,011* 0,160 +0,010* 0,153 £ 0,009* < 0,0001
TAB ING 0,096 + 0,006 0,072 + 0,022 0,068 £ 0,004* 0,070 = 0,004* 0,0192
TAB VISC 0,499+ 0,027 0,348 +0,020* 0,320 +£0,021* 0,317 +0,017* < 0,0001
2 COXINS 0,595+ 0,034 0,420+0,024* 0,388 +0,024* 0,386 £0,020* < 0,0001

g — gramas, Apeso — peso final-inicial, TAB — tecido adiposo branco, RET — retroperitoneal, MES —
mesentérico, EPI — periepididimal, ING — inguinal (subcutanea), VISC — visceral, p.c. — peso corporal.
Dados dos diferentes grupos apresentados com média e erro padrdo da média. Valores de
significancia (P), expressos na tabela, todos em relagao ao grupo SED.

Ao final de 8 semanas, o grupo RES foi o unico que apresentou menor peso
corporal do que o grupo SED. Nao houve diferenga do delta peso nem no indice de
Lee (calculo que mimetiza o indice de massa corporal para o0 modelo murino) entre
0S grupos.

Todos os coxins adiposos (retroperitoneal, mesentérico, periepididimal e
inguinal) dos grupos RES e COM apresentaram similaridade na diminui¢do do peso
assim como em magnitude de significAncia quando comparado ao grupo SED. O
grupo AER conseguiu apresentar diminuicdo na adiposidade para todos os coxins

viscerais exceto para o coxim inguinal (subcutaneo).
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6.3 Area de adipécitos

A figura 4. apresenta a area de adipécitos dos coxins RET, EPI e ING dos
diferentes grupos (fig.4.A) e tamanho de efeito da area de adipdcitos dos grupos
AER, RES e COM relativizados ao grupo SED (linha de base) (fig.4B).
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Figura 4. A — Area de adipécitos dos grupo: SED — sedentério, AER — aerébico, RES — resistido e
COM - combinado em micrémetros quadrados - um2. (n=4-5). Valores apresentados em média e erro
padrao da média. *p<0,05 em relagdo ao grupo SED. B — Tamanho de efeito do treinamento: RES,
AER e COM sobre a area dos adipdcitos do tecido adiposo branco RET - retroperitoneal, EPI —
periepididimal, ING — inguinal, relativizados ao grupo SED (linha de base). (n=4-5). Valores
representados pelo “d de Cohen” onde os valores: 0.2-0.5 — pequeno, 0.5-0.8 — médio e =0.8 —
grande (B).

34



A analise da area de adipdcitos ndao apresentou qualquer diferenga entre os
coxins para todos os grupos. No entanto, quando usamos a analise do tamanho de
efeito, os grupos AER, RES e COM apresentam um tamanho de efeito grande para
menores areas de adipocitos nos coxins EPI e ING quando comparados ao SED
(linha de base). O efeito continua grande para os grupos RES e COM na area de
adipdcito menores do coxim RET, sendo que o grupo AER apresentou um tamanho
efeito pequeno para o mesmo coxim. A fig.5 exemplifica a analise da area de
adipdcitos pelo calculo do tamanho de efeito sobre a area de adipdcito dos
diferentes coxins nos diferentes grupos.

Figura 5. fotomorfometria de cortes histoldgico do tecido adiposo branco dos

diferentes coxins e grupos.
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Figura 5. fotomorfometria de cortes histolégicos do tecido adiposo branco corados com hematoxilina
e eosina dos grupos: SED - sedentario, AER — treinado aerdbico, RES - resistido e COM —
combinado para os coxins: RET — retroperitoneal, EPI — periepididimal e ING — inguinal. Escala em
50um?2
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6.4 Expressao Génica

6.4.1. PPARy

A figura 6. apresenta a expressédo génica de PPARy dos coxins RET e ING
dos diferentes grupos (fig.6.A) e tamanho de efeito da expressdo génica de PPARy
dos grupos AER, RES e COM relativizados ao grupo SED (linha de base) (fig.4B).

A RNAmM

Sedentario
Aerobico
Resistido
Combinado

2.0

PPARy I RPL19

RET ING

B Tamanho de efeito dos niveis
de RNAm PPARYy

s Aerdbico
Emm Resistido
mmm Combinado

1]
© 0oe
N No o

dde Cohen
oo
[e+ B4, ]

RET ING

Figura 6. A — Expressao génica (QPCR) de PPARYy relativos ao RPL19 — gene controle interno, dos
tecidos adiposos RET — retroperitoneal e ING — inguinal dos diferentes grupos SED — sedentario,
AER - treinado aerdbico, RES — resistido e COM — combinado (n=4-5). Valores apresentados em
média e erro padrdao da média. *p<0,05 em relagdo ao grupo SED. B — Tamanho de efeito do grupo
AER, RES e COM sobre a expressao de RNAm de PPARy dos coxins RET e ING. (n=4-5). Onde
valores de “d de Cohen” representam tamanho de efeito: 0.2-0.5 — pequeno, 0.5-0.8 — médio e 20.8
grande, todos em relagédo a linha de base (valores representativos do grupo SED em comparagao
direta com cada grupo de intervengao).
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6.4.2. C/EBPa

A figura 7. apresenta a expressédo génica de PPARy dos coxins RET e ING
dos diferentes grupos (fig.7.A) e tamanho de efeito da expressédo génica de PPARy
dos grupos AER, RES e COM relativizados ao grupo SED (linha de base) (fig.7.B).
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Figura 7. A — Expressao génica (QPCR) de C/EBPa relativos ao RPL19 — gene controle interno, dos
tecidos adiposos RET — retroperitoneal e ING — inguinal dos diferentes grupos SED — sedentario,
AER - treinado aerdbico, RES - resistido e COM — combinado (n=4-5). Valores apresentados em
média e erro padrdo da média. *p<0,05 em relagdo ao grupo SED. B — Tamanho de efeito do grupo
AER, RES e COM sobre a expressdo de RNAm de C/EBPa dos coxins RET e ING. (n=4-5). Onde
valores de “d de Cohen” representam tamanho de efeito: 0.2-0.5 — pequeno, 0.5-0.8 — médio e =0.8
grande, todos em relagéo a linha de base (valores representativos do grupo SED em comparagao
direta com cada grupo de intervengao).
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6.4.3. Pref1

A figura 8. apresenta a expressédo génica de PPARy dos coxins RET e ING
dos diferentes grupos (fig.8.A) e tamanho de efeito da expressédo génica de PPARy
dos grupos AER, RES e COM relativizados ao grupo SED (linha de base) (fig.8.B).
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Figura 8. A — Expressao génica (QPCR) de Pref1 relativos ao RPL19 — gene controle interno, dos
tecidos adiposos RET — retroperitoneal e ING — inguinal dos diferentes grupos SED — sedentario,
AER - treinado aerdbico, RES - resistido e COM — combinado (n=4-5). Valores apresentados em
média e erro padrdao da média. *p<0,05 em relagdo ao grupo SED. B — Tamanho de efeito do grupo
AER, RES e COM sobre a expressao de RNAm de Pref1 dos coxins RET e ING. (n=4-5). Onde
valores de “d de Cohen” representam tamanho de efeito: 0.2-0.5 — pequeno, 0.5-0.8 — médio e =0.8
grande, todos em relagéo a linha de base (valores representativos do grupo SED em comparagao
direta com cada grupo de intervengao).
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6.4.4. Perilipina

A figura 9. apresenta a expressédo génica de PPARy dos coxins RET e ING
dos diferentes grupos (fig.9.A) e tamanho de efeito da expresséo génica de PPARy
dos grupos AER, RES e COM relativizados ao grupo SED (linha de base) (fig.9.B).
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8 -05
P 0.8
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T
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Figura 9. A — Expressao génica (QPCR) de Perilipina relativos ao RPL19 — gene controle interno, dos
tecidos adiposos RET — retroperitoneal e ING — inguinal dos diferentes grupos SED — sedentario,
AER - treinado aerdbico, RES - resistido e COM — combinado (n=4-5). Valores apresentados em
média e erro padrdo da média. *p<0,05 em relagdo ao grupo SED. B — Tamanho de efeito do grupo
AER, RES e COM sobre a expressdao de RNAm de Perilipina dos coxins RET e ING. (n=4-5). Onde
valores de “d de Cohen” representam tamanho de efeito: 0.2-0.5 — pequeno, 0.5-0.8 — médio e 20.8
grande, todos em relagéo a linha de base (valores representativos do grupo SED em comparagao
direta com cada grupo de intervengao).
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A analise de RNAm realizada por qPCR, foi utilizada para determinar a
expressdo dos genes PPARy e C/EBPa, dois fatores de transcricdo proé-
adipogénicos; Pref1, considerado neste estudo como um fator de transcricdo anti-
adipogénico e perilipina, um marcador caracteristico de adipdcitos maduros. Todos
eles analisados em dois coxins diferentes nos trés grupos de intervencgao:

Para o grupo AER, n&o houve alteragdo na expressao de qualquer RNAm
analisados para os coxins RET e ING. No entanto, o tamanho de efeito foi grande
em menor expressao de Pref1 para o coxim RET (fig.8.B) e PPARYy (fig.6.B) para o
coxim ING.

Para o grupo RES, houve diminuicdo apenas na expressdo de PPARYy
unicamente para o coxim ING (fig.6.A). Diferente do tamanho de efeito que foi
grande para menor expressao de PPARy, C/EBPa e Perilipina apenas para o coxim
ING (fig.6.B; 7.B e 9.B respectivamente).

Para o grupo COM, houve diminuigdo na expressdo de C/EBPa (fig.7.A) e
Perilipina (fig.9.A) apenas para o coxim ING. Diferente do tamanho de efeito que foi
grande para menor expressao de PPARy, C/EBPa e Perilipina apenas para o coxim
ING (fig.6.B; 7.B e 9.B respectivamente).

40



DISCUSSAO

A adipogénese é marcada por varios eventos que vao desde a diferenciagao
de células primordiais ao amadurecimento dos adipdcitos. No controle deste
processo diversos estimulos genéticos além dos ambientais como nutricdo e gasto
energético sdo decisivos. No presente estudo procurou-se avaliar pardmetros que
poderiam ser reflexos ou influenciar de forma direta e indireta a adipogénese frente a
diferentes modalidades de treinamento fisico como: peso corporal e de diferentes
coxins adiposos, area de adipdcitos e expressao génica de PPARy, C/EBPaq, pref1 e

perilipina no tecido adiposo branco.

7.1. Treinamento Fisico

As modalidades de treinamento adotadas em nosso estudo diferem entre si
devido ao volume e intensidade aplicados serem predominantemente distintos. O
treinamento aerdbico aplicado foi de longa duragdo, 1 hora, com intensidade média
de execug&o correspondente a 70% da Vi, com ajuste proposto por Kuipers,
utilizado originalmente em protocolos para prescricdo de treinamento para humanos
(MACHADO et al., 2013; PESERICO et al., 2015) e adaptado neste estudo para o
teste em camundongos. Esse parametro foi utilizado para a determinagéo da
velocidade de treino para um grande numero de animais sem utilizagado de aparatos
que aferem o consumo de oxigénio ja que a propria velocidade maxima atingida em
teste ja poderia corresponder como um melhor preditor de corrida (da SILVA et al.
2014).

O treinamento resistido teve duragao curta e intensidade elevada, préxima ao
limite do animal para desempenhar o maximo de esfor¢co numa sesséo (4-7 min.) e
que pudesse estimular efeitos caracteristicos desse tipo de treinamento
(HORNBERGER; FARRAR, 2004; DESCHENES; KREAMER, 2012).

Por fim, o treinamento combinado, a intensidade foi equivalente a maxima do
animal atingida nos dois testes durante a semana com volume de treino dividido
entre as duas modalidades (20 sessdes cada) ocasionando desempenho
ligeiramente menor que os demais devido o volume e intensidade de treino serem

divididos entre as duas modalidades.
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Os protocolos adotados mostraram se eficazes inicialmente em um estudo
piloto onde os animais apresentaram melhora no desempenho de cada treinamento
0 que nao foi diferente nos protocolos de atual do estudo. Apdés 8 semanas de
intervencao todos os animais treinados apresentaram o desempenho fisico melhor
que o grupo SED, sendo que o AER apresentou a Vi, em teste 59% maior, o RES,
em teste apresentou uma carga atada de 86% maior e grupo COM para a Ve, €
forca apresentou 29% e 78% respectivamente maior, todos comparados ao grupo
SED.

7.2. Peso Corporal

No inicio do protocolo experimental os animais apresentavam peso
semelhante e foram distribuidos para divisdo dos grupos. Ao final do protocolo de
treino, o grupo RES foi o unico que apresentou menor peso corporal comparado ao
sedentario. Ha ressalvas relacionadas a esse resultado, ja que o estimulo
hipertréfico miofribrilar acarretado pelo treinamento resistido poderia aumentar o
volume muscular ao passo que diminui o de gordura, muitas vezes mantendo o
mesmo peso corporal no estado pré (sujeito obesos (WILLIS et al., 2012)) ao inveés
de diminuir, como mostrado em nosso estudo. Os nossos resultados diferem do que
parece ser mais comum ao estimulo do exercicio aerébico de promover diminuigcéo
de peso corporal. Stephenson et al., (2013) realizaram protocolo de treinamento em
esteira rolante por 6 semanas (volume total de 10 km) e observaram que até mesmo
0s animais com capacidade de corrida intrinseca baixa (animais geneticamente
modificados devido a sucessivas geragdes com baixa resisténcia fisica em corrida)
tiveram menor peso corporal.

O treinamento combinado poderia ocasionar beneficios mistos dos dois
treinamentos para redu¢ao de peso corporal, no entanto neste estudo parece que a
combinagdo dos dois estimulos ndo resultou em alteracdo do peso corporal, algo
que foi verificado também em por WILLIS et al., (2012).

7.3. Adiposidade (peso dos coxins e area de adipécitos).

No presente trabalho todos os grupos de intervengao (AER, RES e COM)
apresentaram diminuigdo do peso de todos os depdsitos de gordura (RET, MES, EPI
e ING) comparado ao grupo SED, exceto o grupo AER que n&o apresentou tal

alteracdo para tecido adiposo ING. Este resultado pode indicar que o treinamento
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resistido seja, possivelmente, o responsavel por tal alteragdo no coxim ING, pois
tanto os grupos RES quanto o COM apresentaram valores semelhantes em peso e
magnitude de diferenga entre coxins comparado ao SED. Essa diferengca ainda
aumenta quando observamos os compartimentos adiposos viscerais, isto &,
retroperitoneal, mesentérico e periepididimal (magnitudes de diferenga nao
apresentadas). Poucos trabalhos conseguem apresentar diminuigdo de peso para
todos os coxins aqui aferidos quando administrado o treinamento resistido por 8
semanas. Um resultado semelhante foi observado com 12 semanas de treinamento
de forca a 3 sessdes semanais em um mesmo protocolo de escalada realizado com
ratos Wistar de Leite et al. (2013) sendo que o animais que treinaram escalada
diminuiram o percentual de gordura (analisado por DEXA - dual-energy X-ray
absorptiometry).

E possivel encontrar tal resultado ainda em humanos, com 12 semanas de
treinamento resistido utilizando bandas elasticas, em que cargas correspondentes
de 40% a 50% de uma repeticdo maxima de esforgco (1RM) foram suficientes para
diminuir a adiposidade subcutanea da regido abdominal, mas ndo a visceral
(tomografia computadorizada) em mulheres de meia idade com diabetes do tipo 2
(KWON et al., 2010).

As analises de porcentual de gordura corporal apenas por peso nao refletem
possiveis alteragdes na area do adipécito nem sobre o estado de maturacéo destas
células. A comparagao entre as areas do adipdcito pode nos fornecer informagdes
quanto o estado de desenvolvimento deste sendo que células menores e com pouco
conteudo lipidico em seu interior poderiam indicar um tecido funcional com bom
equilibrio metabdlico, enquanto um conjunto de grandes adipdcitos normalmente se
associam ao aparecimento de alteragdes metabdlicas (ALONSO-VALE et al., 2009).

No atual estudo ndo houve diferenga estatistica entre os diferentes grupos
para a area dos adipocitos (RET, EPI e ING), embora os tamanhos de efeito dos
grupos RES e COM apresentaram relevante redugéo (<-0.8) quando comparados ao
grupo SED isoladamente. Estudos prévios demonstraram que exercicio aerébico
(natacdo) (GUERRA et al., 2007) e treinamento resistido (SPERETTA et al., 2012)
(escada ou natagado) de 8 semanas foram capazes de ocasionar reducdo da area de

adipdcitos (periepididimal) em ratos Wistar.
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A composicao corporal nos da parametros importantes para qualificar a saude
dos animais mesmo que ainda de forma indireta. Pontuar essas evidéncias faz parte
de um objetivo maior que foi identificar a expressdao de genes relacionados a

adipogénese.

7.4. Expressao génica de marcadores caracteristicos da adipogénese.

Em nosso trabalho o grupo RES foi o unico que apresentou menor expressao
de RNAmM de PPARYy (p<0,05) em relagao ao SED para o coxim inguinal, diferente do
tamanho de efeito, que foi grande para os trés grupos (AER, RES e COM) indicando
reducdo na expressdo desse RNAmM em relagdo a linha de base (SED) para o
mesmo coxim. Isso nos mostra que ha grandes chances de haver diferencas
estatisticas entre os animais que treinaram comparados aos sedentarios, sugerindo
menor expressdao de RNAm de PPARy; o treinamento resistido, isoladamente,
parece ser mais efetivo do que os demais grupos para tal. Em nosso estudo nao
foram analisadas proteinas relacionadas aos eventos lipoliticos, no entanto sabe se
pela literatura que a manutengao desse evento € mantida por proteinas ligadas ao
processo adipogénico. Ogasawara et al. (2012), avaliaram a interagdo entre
enzimas lipoliticas (ATGL e HSL) que estavam associadas ao aumento da atividade
de PPARYy2 (isoforma mais abundante do TAB) no tecido epididimal de ratos Wistar.
A expressdo elevada desse regulador chave da adipogénese poderiam estar
envolvidos na supra atividade da lipase de triacilglicerol no adipécito apds protocolo
de 8 semanas de treinamento aerdbico. Ja em um estudo transversal de Ruschke et
al. (2010), que observaram a reducdo de RNAm de PPARYy, no tecido adiposo
subcutdneo de homens que executaram modalidade aerdbicas combinadas:
caminhada, corrida, natagao e ciclismo numa mesma sessao de treino, 3 vezes por
semana, durante 4 semanas. Os valores reduzidos de PPARy ainda foram
correlacionados com menores valores de indice de massa corporal, colesterol total e
LDL.

Nao houve alteragdo entre os grupos para expressao génica de PPARy no
coxim retroperitoneal. Sertie et al. (2013), utilizaram protocolo de treinamento
aerobico semelhante ao nosso estudo e observaram aumento da expressédo génica
de PPARy e pref1, em células isoladas da fragdo vascular do estroma do tecido
adiposo periepididimal. Conquanto os niveis do RNAm de PPARYy elevados sozinhos
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nao sao indicativos direto de maior diferenciagdo de pré-adipocitos, nem de
adipogénese.

A expressdo de PPARy pode estar relacionada com a ativagdo de varios
fatores fenotipicos e pode sofrer a influencia da expressao e outros fatores
transcricionais como exemplo do Pref1 que € considerado uma proteina “anti-
adipogénica”, que quando ativa em pré-adipdcitos aumenta a expressdo de Sox9
que, no nucleo, acaba suprimindo a transcricdo de fatores pré-adipogénicos como
C/EBPS B e 8, que temporalmente e sequencialmente antecedem a transcri¢ao dos
reguladores chaves da diferenciagdo, PPARy e C/EBPa (WANG et al., 2010). Isso
aconteceu em Sakurai et al. (2010) que comparou a expressao de diversos fatores
adipogénicos da fragao vascular do estroma do coxim periepididimal de ratos Wistar
treinados com protocolo de 8 semanas de treinamento aerdbio. Este padrdao de
expressdo sugere que os niveis de PPARy foram reduzidos pela agao anti-
adipogénica de prefl e que o exercicio de alguma forma contribuiu para essa
reducao.

Em nosso estudo ndo houve alteragdo na expressdo do RNAm de pref1, no
entanto, apenas o grupo aerébico apresentou tamanho de efeito grande na reducgéo
de Pref1 (abaixo dos niveis do grupo SED), ou seja, o exercicio aerébico poderia ser
a ultima opgdo como um meétodo de treinamento para elevar a expressao génica de
pref1.

Ainda no contexto da adipogénese, a perilipina desempenha papel fenotipico
essencial da céula pois comecga ser transcrita quando se inicia a diferenciagdo do
adipocito e sua expressao se torna proporcional ao passo que aumenta o tamanho
da gota de gordura, demonstrando assim ser um 6timo marcador de adipdcitos
maduros (LYU et al.,, 2015). Em nosso trabalho, o grupo COM foi o unico que
apresentou menor expressdo do RNAm da perilipina no coxim inguinal, algo
constatado tanto pela analise estatistica quanto pelo tamanho de efeito. Além do
grupo COM, o RES também apresentou tamanho de efeito grande na reducgao de
RNAm de perilipina, no entanto nao houve diferenga entre o grupos para o coxim
retroperitoneal. A expressao reduzida de perilipina pode indicar menor diferenciacéo
dos adipdcitos, ou seja, maior numero de pré-adipocitos nos grupos RES e COM do
que adipécitos maduros comparados ao grupo SED. Dentro do programa
adipogénico, in vitro, em condigdes favoraveis, entendemos que falta ou a diminuta
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expressdo dessa proteina caracterizaria a diminuicdo do processo de
amadurecimento de adipdcitos, porem nao impossibilitaria a génese de pré-
adipdcitos, ja que dois reguladores chaves desse programa PPARy e a C/EBEPa
cooperam entre si regulando a manutengao estrutural e funcional do evento
adipogénico (PROENCA et al., 2014).

Sabendo que a presenca reduzida de adipdcitos maduros diminuiria a
capacidade geral do tecido de exercer sua fungao lipogénica ja faz do exercicio
combinado uma ferramenta importante para conter a adiposidade, o que o torna uma
boa escolha para o tratamento de doengcas como a obesidade. Interessantemente,
no estudo de Covington et al. (2015), os autores encontraram niveis elevados de
perilipina 1, 3 € 5 em mulheres com sindrome do ovario policistico que, apds 16
semanas de treinamento aerdbio, apresentaram manutengdo apenas da expressao
da perilipina 3. Os autores sugerem que essa isoforma esta diretamente associada a
proteinas lipoliticas como a ATGL e CGI-58 (Comparative gene identification 58 —
proteina associada a gota de gordura que participa da hidrélise de triacilglicerol
mediada por ATGL). Essa associagao foi confirmada recentemente em ratos
sprague dawley submetidos a 8 semanas de treinamento aerdbico em esteira
(RAMOS et al., 2016).

A literatura aqui referenciada apresenta alguns estudos com exercicio e a
expressao de genes adipogénicos, no entanto nenhum destes estudos tiveram como
objetivo central a diferenga de trés modalidades do exercicio nesse evento, assim
como tivemos. Vale a ressalva de que todos os trabalhos encontrados que
avaliaram os niveis de PPARy, C/EBPa, pref1 e/ou perilipina tendo o exercicio como
intervengao, utilizaram o coxim periepididmal para tal avaliagdo, diferente do que
decidimos utilizar (retroperitoneal e inguinal). A escolha do coxim retroperitoenal
como sendo um depdésito de gordura visceral e o inguinal como sendo um depdsito
subcutaneo. No entanto este € o primeiro estudo que avaliou a expressao dos
principais marcadores adipogénicos de dois compartimentos de gorduras que sofrem
influéncia metabdlicas distintas de animais que passaram por trés programas de
treinamentos mais praticados entre humanos.

As maiores alteragdes aqui observadas foram no coxim inguinal. Este parece
responder melhor aos treinamentos resistido e combinado, diminuindo o peso de
todos os coxins adiposos e a expressdo dos genes PPARYy para o grupo RES e,
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C/EBPa e perilipina para o grupo COM. Podemos desde ja supor que o treinamento
resistido utilizando aparato de escalada em camundongos Swiss tanto para o grupo
RES quanto para o grupo COM contribuiu de forma mais eficaz para a diminuigdo do
evento adipogénico.

De acordo com o tamanho de efeito (d de cohen) os grupos RES e COM
apresentam também grandes chances de minimizar o processo adipogénico no
tecido adiposo subcutaneo, principalmente pelos fatores adipogénicos chaves
PPARYy, C/EBPa e perilipina estarem expressos bem abaixo da linha de base (SED)
0 que caracterizaria de fato menor processo adipogénico. No entanto, em nenhum
momento tal evento pareceu ser freado por qualquer treinamento no tecido adiposo
retroperitoneal. Compreender essa complexa rede molecular que controla o
processo adipogénico torna se importante para delinear estratégias de tratamento de
doencas que alteram a estrutura e funcdo do tecido adiposo como a obesidade e
lipodistrofia. A partir deste trabalho, o treinamento resistido e o combinado parece

ser uma boa ferramenta de acompanhamento continuo.

47



Tabela 3. Apresenta o resumo dos resultados obtidos comparados ao grupo

SED.

AEROBICO RESISTIDO COMBINADO

Peso Final
Apeso
indice De Lee
Peso coxim RET
Peso coxim MES
Peso coxim EPI
2 Peso Visceral
Peso coxim ING
2 Peso total
Area adipécito RET
Area adipocito ING

PPARy
RNAmM

C/EBPa
Coxim

Pref1

RET

Perilipina

PPARy
RNAmM

C/EBPa
Coxim

Pref1

ING

Perilipina

> l >
! W W
! A A
W W W
W W W
A ! I
H W W
— l —
> > l
> > l

< - ndo houve diferenga estatistica; | - redugdo com diferenga estatistica onde o p<0,05; || -

redugcdo com diferenga estatistica onde p<0,01; ||| - redugdo com diferenga estatistica onde

p<0,001; | ||| - reducdo com diferenga estatistica onde p<0,0001.
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Tabela 4. apresenta o resumo do Tamanho de Efeito dos resultados obtidos
comparados ao grupo SED.

AEROBICO RESISTIDO COMBINADO

Area adipécito RET l L W
Area adipocito ING Y 1y W
RNAmM PPARYy ! i e
PPAR
RNAM Y 7 m m
_ CIEBPa W W A
Coxim
Pref1 > > <
RET —
Perilipina ) ) W
PPAR
RNAM Y H Wi W
C/EBPa ™ Ad W
Coxim Pref1
ING re H Wi W
Perilipina W Wl Wl

<> - N&do houve tamanho de grande relevante; Tamanhos de efeitos acima da linha de base: 1 >0.2,

11 >0.5 e 111 >0.8. Tamanhos de efeitos abaixo da linha de base: |>-0.2, | |>-0.5, ||| >-0.8.
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8 CONCLUSAO

Em nosso estudo o exercicio combinado induziu menor expressao génica de
C/EBPa e Perilipina, enquanto o grupo RES apresentou menor expressao de génica
de PPARYy, alteragdes correspondente ao coxim inguinal. O exercicio aerdbico
isoladamente nao apresentou qualquer alteragdo na expressao génica. Nenhuma
alteracao foi averiguada no coxim retroperitoneal.

O grupo RES e COM apresentaram menor peso de todos os coxins viscerais
e inguinal. O grupo AER diminuiu o peso apenas dos coxins viscerais

Nao foi encontrada diferenga estatista na anadlise de area dos adipdcitos,
embora haja tamanho de efeito grande e negativo para os grupos AER, para os
coxins EPI e ING e os grupos RES e COM para os coxins RET, EPI e ING.

Desta forma, podemos concluir que o tipo de exercicio bem como o coxim
parecem influenciar nos padrées de adaptag¢des analisados. De qualquer forma, o

treinamento fisico € um estimulo eficiente na modulagdo da adipogénese in vivo.
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ANEXO

ANEXO | — Parecer de Etica de uso de Animais (CEUA-UEM)

fm Universidade Estadual de Maringa
=/

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo QQ
“ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacao G
Parecer emitido apés reunido realizada em: 6/11/2014 Parecer n°® 148/2014
Pesquisador: Sidney Barnabé Peres Setor: DFS
Titulo: Protocolo n® 009/2014

Perfil adipogénico do tecido adiposo branco de camundongos submetidos a
diferentes moderagdes de treinamento.

Entrada: 19/2/2014 Inicio: 1/4/2014 Término: 1/3/2016

Situagao do Projeto: |Aprovado com Recomendagao

Relatério Final:

ATENGAO: este parecer, quando a situagio do projeto constar "aprovado”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apds apreciagao e
a pr ov a ¢ ao d o rmegs koanst->oee''l o f i n al

Consideragoes e Parecer:

O pesquisador solicita emenda ao protocolo ja aprovado pela CEUA, conforme parecer nimero 033/2014.

Em 20/11/2014 o comité decidiu aprovar o adendo a este protocolo. Sendo assim fica aprovado a inclusao de mais um
grupo experimental, passando de 03 para 04 grupos experimentais; e 0 aumento do nimero de animais de 16 para 25
por grupo.

Esclarecemos ainda que nao é valida a anélise neste protocolo em relagéo a outros protocolos .

OOE o parecer. S.M.J..

Prof. Dr. Alexandre Ribas de Paulo,
Presidente em exercicio do CEAE

-
Artigo 10 da Resolug&o n°® 032/2006-CEP: Os projetos analisados serdo enquadrados em uma das seguintes categorias:

| - aprovado;

1l - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porém com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendagéo de uma revisdo especifica, ou solicitagdo de modificagao ou
informacao relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, ap6s o recebimento da comunicagao, pelo coordenador
do projeto;

11l - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apés o prazo previsto no Inciso Il do
recebimento da comunicagao;

IV - ndo aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br
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ANEXO Il - Esteira ergométrica programavel (Inbrasport, Porto Alegre)

adaptada para acomodar oito ratos simultaneamente, para a realizagcdo do

treinamento aerdbio.
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