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Resumo

Resumo

A obesidade atingiu propor¢cdes epidémicas e em conjunto com as doencas
associadas tornou-se um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade. O tecido adiposo visceral (VAT) tem sido reconhecido como um dos
principais intervenientes no controlo dos processos patolégicos associados a
obesidade. A expansdo excessiva do VAT parece estar associada a
complica¢gBes ao nivel mitocondrial, podendo levar a disfungcdo mitocondrial no
préprio tecido. O objetivo do nosso estudo foi analisar o efeito da atividade
fisica voluntaria (VPA) e do treino de endurance (ET) realizado em tapete
rolante em biomarcadores de funcdo e biogénese mitocondrial do VAT em
ratos submetidos a uma dieta rica em gordura (HFD).

Foram utilizados 36 ratos Sprague-Dawley-macho com 6 semanas de idade.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos: dieta standard
sedentério (SS, n=6); dieta standard e VPA (SVPA, n=5); dieta standard e ET
(ST, n=6); HFD sedentario (HS, n=6); HFD e VPA (HVPA, n=6); HFD e ET (HT,
n=7). Os animais dos grupos SVPA e HVPA tiveram acesso a roda livre
durante as 17 semanas do protocolo e os grupos ST e HT iniciaram o programa
de exercicio apdés 9 semanas, enquanto mantiveram o protocolo das dietas. O
depédsito de gordura epididimal foi excisado e utilizado para determinar a
expressdo proteica de subunidades do sistema de fosforilagdo oxidativa
(OXPHOQOS), factor de transcricao mitocondrial A (TFAM), co-ativador 1-alfa do
recetor ativado pelo proliferador de peroxissoma gama (PGC1-a), translocador
de nucledtidos de adenina (ANT), e Sirtuina 3 (SIRT3).

Os animais submetidos a HFD exibiram uma diminuicdo da expressao proteica
das subunidades do complexo IV e V, de PGC1l-a e de TFAM. A VPA cronica
nao induziu alteracfes significativas nas subunidades da ETC. O programa de
ET aumentou os niveis proteicos do complexo IV nos animais sujeitos aos dois
tipos de dieta, e do complexo V, apenas nos animais sujeitos a dieta standard.
A dieta, VPA e o ET ndo induziram alteracdes significativas nos niveis proteicos

de ANT. Nao verificamos alteracdes significativas no contetado proteico de

Xl
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PGC1-a e de TFAM apo6s 17 semanas de VPA. O ET reverteu a diminui¢cdo
induzida pela HFD na expresséao proteica de PGC-1a e TFAM. A dieta e a VPA
nao induziram alteracdes significativas no conteudo proteico de SIRT3. O ET
promoveu uma diminuicdo do conteudo proteico de SIRT3, nos animais sujeito
a uma HFD.

Os resultados do nosso estudo sugerem gque o consumo de uma HFD pode
levar a um comprometimento da funcdo e da biogénese mitocondrial.
Contrariamente a hipétese inicial, a VPA ndo demonstrou um efeito preventivo
contra os efeitos deletérios associados a uma HFD. O ET parece induzir um
aumento da funcao e da biogénese mitocondrial no tecido adiposo visceral de

animais submetidos a uma HFD.

Palavras-Chave: EXERCICIO FiSICO, OBESIDADE, TECIDO ADIPOSO
VISCERAL, FUNCAO E BIOGENESE MITOCONDRIAL.
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Abstract

Abstract

Nowadays, obesity has reached epidemic proportions and together with the
associated diseases became one of the biggest public health problems.
Visceral adipose tissue (VAT) has been recognized as a key player in the
control of disease processes associated with obesity. Excessive expansion of
VAT seems to be associated with complications at the mitochondrial level,
which may lead to mitochondrial dysfunction in tissue itself. The aim of our
study was to analyze the effect of voluntary physical activity (VPA) and
endurance training (ET) performed on a treadmill on biomarkers of
mitochondrial function and biogenesis on VAT of the rats submitted to a high fat
diet (HFD).

36 Sprague-Dawley male 6 weeks-old were used. The animals were randomly
assigned into 6 groups: sedentary standard diet (SD, n = 6); standard diet and
VPA (SVPA, n = 5); standard diet and ET (ST, n = 6); Sedentary HFD (HS, n =
6); HFD and VPA (HVPA, n = 6); HFD and ET (HT, n = 7). The animals of
groups SVPA and HVPA had access to freewheel during the 17 weeks of the
protocol, the ST and HT groups started the exercise program after 9 weeks,
while maintained the protocol diets. The epididymal fat deposit was excised and
used to determine the protein expression of subunits of the oxidative
phosphorylation system (OXPHOS), mitochondrial transcription factor A
(TFAM), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
(PGC1-a), adenine nucleotide translocator (ANT) and sirtuin 3 (SIRT3).

The animals submitted to HFD showed a decrease in protein expression of the
subunits of complex IV and V, PGC1-a and TFAM. Chronic VPA did not induce
significant changes in the subunits of the ETC. The program of ET increased
the protein levels of the complex IV in animals subjected to both diets, and the
V complex, only in animals subjected to the standard diet. Diet, VPA and ET did
not induce significant changes in protein levels of ANT. We didn’t verified
significant changes in protein content of PGC1-a and TFAM after 17 weeks of
VPA. ET reversed the protein expression of PGC-1a and TFAM decrease
induced by HFD. Diet and VPA did not induce significant changes in protein
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Abstract

content of SIRT3. ET promoted a reduction in the protein content of SIRT3 in
animals subjected to a HFD.

The results of our study suggest that consumption of a HFD may lead to an
impairment of mitochondrial function and biogenesis. In contrast to the initial
hypothesis, the VPA did not showed a preventive effect against the deleterious
effects associated with an HFD. ET seems to induce an increase in
mitochondrial function and biogenesis in the VPA in animals subjected to a
HFD.

Keywords: EXERCISE, OBESITY, VISCERAL ADIPOSE TISSUE, FUNCTION
AND MITOCHONDRIAL BIOGENESIS.
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Abreviaturas e simbolos

ADP do inglés, adenosine diphosphate
ATP do inglés, adenosine triphosphate
BAT do inglés, brown adipose tissue

C/EBPa  doinglés, CAMP responsive element-binding protein alpha

CETP do inglés, cholesteryl ester transfer protein
DNA do inglés, deoxyribonucleic acid

ET do inglés, endurance training

FAs do inglés, fatty acids

FABP4 do inglés, fatty acid-binding protein 4
FADH2 do ingles, flavin adenine dinucleotide

FFAs do inglés, free fatty acids

GLUT1 do inglés, glucose transporter 1

HSL do inglés, hormone sensitive lipase
ICAM-1 do inglés, intercellular adhesion molecule-1
IDH2 do inglés, isocitrate dehydrogenase 2

IGFBP-3 do inglés, insulin-like growth factor-binding protein 3

IGF-1 do inglés, insulin-like growth factor 1
IL-6 do inglés, interleukyn 6

IL-10 do inglés, interleukyn 10

JNK do inglés, C-Jun N- terminal kinase

MCP-1 do inglés, monocyte chemotactic protein-1
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Mfn2
NADH
NADPH
NEFA
NF-kB
OXPHOS
PAI-1
PPARYy

PGC-1a

ROS
SOD
TNF-a
TFAM
TLR-4
UCP1
VAT

VPA

do inglés, mitofusin 2

do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide

do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase

do inglés, non-sterified fatty acids

do inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell
do inglés, oxidative phophorylation

do inglés, plasminogen activator inhibitor-1

do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma

do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
lalpha

do inglés, reactive oxygen species

do inglés, superoxide dismutase

do inglés, tumor necrosis factor alfa

do inglés, mitochondrial transcription factor A
do inglés, toll-like receptor-4

do inglés, uncoupling protein 1

do inglés, visceral adipose tissue

do inglés, voluntary physical activity
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1. Introducéo

A obesidade pode ser considerada, de uma forma geral, como o resultado
de um balanco energético positivo em condi¢cbes de excesso de energia,
caracterizadas por uma abundancia de alimentos ricos em calorias e baixa
atividade fisica (Balistreri et al., 2010). Este desequilibrio crénico de calorias
consumidas versus despendidas causa um aumento de energia acumulada nos
adipécitos sobre a forma de gordura (Chang et al., 2012). De entre os
diferentes tipos de gordura, o do tecido adiposo visceral (VAT, do inglés,
visceral adipose tissue) tem sido o alvo de maior interesse e estudo na
literatura, devido ao papel altamente dinamico que desempenha na modulacao
de diversos processos fisiologicos, incluindo o metabolismo lipidico, a
homeostasia da glucose, inflamacédo, imunidade, angiogénese, hemdstase e
pressdo sanguinea (Hajer et al., 2008b). O excesso de acumulacdo de gordura
visceral tem sido associado a inimeras doencas cronicas, atingindo proporcdes
epidémicas e tornando-se num dos maiores problemas de saude publica da
atualidade (WHO, 2013).

A mitocondria € um organelo celular que desempenha funcdes
importantes nos processos fisiolégicos da generalidade dos tecidos e a sua
disfungdo tem sido associada ao desenvolvimento de diversas doencgas
cronicas (Duchen, 2004). No VAT, a mitocéndria desempenha um papel
importante, entre outros aspetos, na diferenciacdo e maturacdo dos adipécitos
(Wilson-Fritch et al., 2003) no metabolismo energético (Cho et al., 2009; Patti &
Corvera, 2010), e na manutencdo do estado redox (Carriere et al., 2004).
Contudo, tem sido descrito que a expansao excessiva do VAT, caracteristico
de uma situacdo de obesidade, leva a disfuncdo mitocondrial, caracterizada
pela diminuicdo do conteddo mitocondrial (Choo et al., 2006; Wilson-Fritch et
al., 2004), pelo declinio do &cido desoxirribonucleico (DNA, do inglés,
deoxyribonucleic acid) mitocondrial (Koh et al., 2007), pela desregulacdo da
expressao de genes nucleares que codificam para subunidades da cadeia
transportadora de eletrdes (ETC, do inglés, electron transport chain) (Dahiman

et al., 2006) e co-ativador 1-alfa do recetor ativado pelo proliferador de
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peroxissoma gama (PGC-1a, do ingés, peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator lalpha) (Semple et al., 2004), e pela diminui¢cdo do
consumo de oxigénio (Koh et al., 2007).

De entre as varias estratégias utilizadas para combater a obesidade, a
modificacdo dos estilos de vida com foco no atividade fisica, tem sido
considerada como a primeira linha de tratamento contra a obesidade
(Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014) e tem
apresentado resultados positivos no combate de diversas patologias
relacionadas com a obesidade, como a resisténcia periférica a insulina,
dislipidemias e diabetes mellitus tipo Il (Pedersen & Saltin, 2006). Contudo, o
efeito da atividade fisica na disfuncdo mitocondrial do VAT promovida por uma
dieta rica em gordura (HFD, do inglés, high-fat diet), tem sido pouco estudado.
Assim, o objetivo do nosso trabalho foi analisar o efeito da atividade fisica
voluntaria (VPA, do inglés, voluntary physical activity) e do treino de endurance
(ET, do inglés, endurance training) realizado em tapete rolante em
biomarcadores de funcdo e biogénese mitocondrial do VAT em ratos
submetidos a uma HFD.

A hipotese avancada € de que a VPA previne os efeitos deletérios
associados a uma HFD, enquanto que o ET atua como terapéutica no combate

a esses mesmo efeitos deletérios, na funcéo e biogénese mitocondrial, do VAT.



Revisdo da literatura

2. Revisao da literatura

2.1. Tecido adiposo

Durante vérias décadas, o tecido adiposo foi considerado como um local
de armazenamento de energia proporcionando também protecdo mecanica e
isolamento térmico ao organismo (Hajer et al., 2008a; Rosen & MacDougald,
2006). Porém, nos ultimos 20 anos, ap6s a descoberta da leptina, os
investigadores tomaram crescente consciéncia de que os adipocitos poderiam
também ser reguladores essenciais da homeostasia corporal (Rosen &
MacDougald, 2006). De facto, o tecido adiposo apresenta um papel altamente
dindmico associado a modulacdo de diversos processos fisiolégicos, incluindo
0 metabolismo lipidico, a homeostasia da glucose, inflamacédo, imunidade,
angiogénese, hemostase (regulacdo da coagulacdo sanguinea) e pressao
sanguinea (Hajer et al., 2008b). Este pleiotropismo funcional assenta na sua
capacidade de sintetizar e, em alguns casos, secretar uma grande quantidade
de hormonas, fatores de crescimento, fatores complementares, enzimas,
proteinas da matriz e de membrana, coletivamente designadas por adipocinas.
Concomitantemente, o tecido adiposo expressa recetores para a maioria
desses fatores assegurando um cross-talk a nivel local e sistémico em resposta
as alterac6es metabdlicas induzidas por diferentes estimulos (lbrahim, 2010).

A semelhanca dos restantes mamiferos, o Homem apresenta duas
variedades de tecido adiposo. O tecido adiposo castanho e o tecido adiposo
branco distinguem-se a nivel morfolégico, fisiol6gico, molecular e funcional
(Cinti, 2006). Em 2005, Cinti S. estabeleceu uma nova perspetiva ao considerar
gue todos os depoésitos adiposos teriam adipécitos brancos e castanhos
definindo, desta forma, o conceito dinamico do 6rgao adiposo. Assim, o tecido
adiposo castanho e o tecido adiposo branco parecem representar tecidos onde
predominam os adipécitos castanhos e brancos (Cinti, 2005).
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2.1.1. Tecido adiposo castanho vs. tecido adiposo branco

Tecido adiposo castanho

O tecido adiposo castanho encontra-se em maior abundéancia nas regides
supraclavicular, cervical e para-vertebral (nos humanos) e na regido
interescapular (em ratos) (Rosen & Spiegelman, 2000). Este tecido possui
adipdcitos de cor acastanhada devido a elevada vascularizagdo e densidade
mitocondrial, rica em citocromos e inUmeras goticulas lipidicas (multilocular)
dispersas pelo citoplasma (lbrahim, 2010). Este tecido ¢é altamente
especializado em dissipar a energia quimica sob a forma de calor devido a
presenca de proteinas de desacoplamento nas membranas mitocondriais. A
proteina desacopladora 1 (UCP1, do inglés, uncoupling protein 1) é
especificamente expressa nos adipdcitos castanhos e catalisa a “fuga” de
eletrdes através da membrana mitocondrial. Deste modo, implementa a
producdo de calor e provoca o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
comprometendo a producédo de ATP (ATP, do inglés, adenosine triphosphate)
(Cannon & Nedergaard, 2004; Fernandez-Sanchez et al., 2011).
Tradicionalmente era reconhecido que este processo termogénico era de
importancia vital apenas nos recém-nascidos quando expostos ao frio, no
entanto, mais recentemente, foi também descoberta a existéncia de uma
guantidade consideravel de tecido adiposo castanho metabolicamente ativo

nas regides supraclavicular e cervical de adultos (Virtanen et al., 2009).

Tecido adiposo branco

Os adipocitos brancos sao morfologicamente diferentes das outras
células, entre outras coisas, devido a presenc¢a de uma grande goticula lipidica
(unilocular) rodeada por uma proteina especifica, designada por perilipina. A
goticula lipidica pode ocupar até 90% do espaco citoplasmatico, estando o
nucleo e o restante contetudo citosélico confinados a periferia da célula (Gesta
et al., 2006). Considerado como o maior depdésito de energia do organismo, o
tecido adiposo e os adipdcitos brancos que o constituem assumem um papel
indispensavel no metabolismo, captando os acidos gordos livres (FFAs, do

inglés, free fatty acids) e convertendo-os em triacilgliceréis para
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armazenamento a longo prazo e posterior libertacdo novamente na forma de
FFAs para a corrente sanguinea em periodos de necessidade energética (Cook
& Cowan, 2008). Adicionalmente, também tem sido reconhecido o seu papel
direto e indireto na regulagdo da resposta a insulina (Ibrahim, 2010), por
exemplo por intermédio da secre¢cdo de adipocinas que influenciam a
sensibilidade da insulina no figado e no musculo esquelético (Frohnert et al.,
2011).

O tecido adiposo comporta-se muito mais como um 6rgdo do que como
um tecido isolado, em virtude da grande variedade de células que nele se
encontram e da contribuicdo que exercem para que as suas funcbes sejam
realizadas de modo eficiente. De facto, para além dos adipdcitos, o tecido
adiposo branco é ainda composto por um conjunto heterogéneo de células,
nomeadamente de células vasculares estromais, endoteliais e imunes
rodeadas pela matriz extracelular que produzem e secretam citocinas que
atuam a nivel local (autdcrino ou paracrino) e/ou sistémico (Boscaro et al.,
2012; O'Rourke et al., 2011). Destas citocinas, as mais estudadas sdo as que
estdo envolvidas no: i) metabolismo da glucose, adiponectina e a resistina; ii)
metabolismo lipidico, proteina de transferéncia do colesterol esterificado
(CETP, do inglés, cholesteryl ester transfer protein); iii) inflamacéo, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés, tumor necrosis factor alfa) e a
interleucina 6 (IL-6, do inglés, interleukin 6); iv) coagulacdo sanguinea, inibidor
do ativador do plasminogénio (PAI-1, do inglés, plasminogen activator inhibitor-
1); v) pressdo sanguinea, angiotensiogénio e a angiotensina Il; Vi)
comportamento alimentar, leptina. Em conjunto, todas afetam o metabolismo e
a funcdo de muitos outros tecidos como por exemplo o tecido muscular
esquelético, hepatico, cerebral e sistema vascular (Hajer et al., 2008b).

O tecido adiposo € diretamente controlado pelo sistema nervoso
autbnomo através de seus componentes, simpatico e parassimpatico. A
inervacdo simpatica relaciona-se, principalmente, com as ac¢fes catabdlicas,
tais como a lipdlise mediada pelos recetores B-adrenérgicos e dependente da
atividade da enzima lipase hormona-sensitiva (HSL, do inglés, hormone-
sensitive lipase) (Penicaud et al., 2000). Por outro lado, o sistema nervoso
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parassimpatico estd envolvido na execucdo de efeitos anabdlicos sobre os
depositos adiposos, como a captacdo de glicose e de FFAs estimulada pela
insulina (Kreier et al., 2002).

Dependendo da distribuicdo anatomica, o tecido adiposo branco pode ser
classificado como subcutaneo ou visceral. O tecido adiposo subcutaneo inclui a
gordura localizada sob a pele, sendo as regides mais referidas na literatura, a
gldteo-femoral, inguinal, anterior e posterior da parede abdominal, enquanto
gue o VAT se refere a gordura localizada em torno dos 6rgédos e inclui os
depdsitos omental, mesentérico, peri-renal, retroperitoneal e epididimal/gonadal
(Cook & Cowan, 2008; Prieto-Hontoria et al., 2011).

2.1.2. Tecido adiposo subcutaneo vs. tecido adiposo visceral

Alguns estudos demonstram diferencas significativas nas propriedades
metabdlicas de acordo com a localizagcdo do tecido adiposo — subcutanea ou
visceral, reforcando o conceito de heterogeneidade no tecido adiposo. De facto,
a expressao de genes envolvidos na homeostasia da glucose, acéo da insulina
ou no metabolismo lipidico no VAT é diferente relativamente ao subcutaneo
(Perusse et al., 2001). Estudos in vitro demonstraram que os adipécitos da
regido visceral sdo mais sensiveis ao estimulo lipolitico e mais resistentes a
supressao da lipdlise pela insulina do que os adipocitos da regiao gluteo-
femoral (Calle et al., 1999; Hajer et al., 2008b). Também tém sido descritas
alteracbes na secrecdo de algumas proteinas, nomeadamente a maior
producdo de angiotensina, a proteina de ligacdo de acidos gordos 4 (FABP4,
do inglés, fatty acid binding protein 4), a resistina, adiponectina, IL-6 e o TNF-a
na regido visceral relativamente a subcutanea (Gabriely & Barzilai, 2003;
Hofmann et al.,, 1994), enquanto que a leptina € produzida maioritariamente
pelos depositos subcutaneos (Gaddipati et al., 2010; Shibasaki et al., 2002).

Esta heterogeneidade nos dois subtipos de tecido tem sido explicada pela
diferenca na densidade dos recetores de algumas hormonas esterdides. Por
exemplo, a densidade do recetor de glucocorticoides parece ser mais elevada
na regiao visceral que noutras regides de tecido adiposo (Bjorntorp, 1990;
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Perusse et al, 2001). Neste sentido, o VAT descrito como sendo
hormonalmente mais ativo do que o subcutaneo, tem merecido atencao
acrescida devido ao papel que parece desempenhar associado a um conjunto
de complicacBes metabdlicas e cardiovasculares (Hajer et al., 2008b).

Num estudo coorte, observaram uma correlacdo positiva entre as
medidas da massa gorda e o volume da célula adipocita no VAT, fortemente
associadas a complicacdes metabdlicas associadas a obesidade (Spalding et
al., 2008). Devido a sua localizagdo anatémica, o VAT drena 0s seus
metabolitos, como os FFAs e as adipocinas na circulagdo portal onde podem
atuar preferencialmente sobre o figado, afetando assim o metabolismo
(Bjorntorp, 1990; Maury & Brichard, 2010). Como consequéncia, a libertacdo de
FFAs pode induzir resisténcia a insulina no tecido hepatico e fornecer
substratos para a sintese de lipoproteinas e armazenamento de lipidos neutros

nos hepatécitos (Maury & Brichard, 2010).

2.2. Obesidade

A obesidade pode ser considerada, de uma forma geral, como o resultado
de um balanco energético positivo em condicdes de excesso de energia,
caracterizadas por uma abundancia de alimentos ricos em calorias e baixa
atividade fisica (Balistreri et al., 2010). A obesidade rapidamente atingiu
proporcdes epidémicas e tornou-se num dos maiores problemas de saude
publica da atualidade (WHO, 2013). A evidéncia crescente sobre a obesidade e
patologias associadas tem levado ao entendimento do papel do VAT como um
dos principais intervenientes no controlo dos processos (pato)fisiologicos.
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2.2.1. AlteracOes dinamicas da composicéo do tecido adiposo

visceral

Um desequilibrio crénico de calorias consumidas versus despendidas
causa um aumento de energia acumulada nos adipécitos sob a forma de
gordura (Chang et al., 2012). Desta forma, a expansdo da massa gorda
manifesta-se, essencialmente, por um aumento dos lipidos intracelulares com
um consequente aumento quer do tamanho do adipécito (hipertrofia) quer do
aumento do numero de adipdcitos (hiperplasia) (Tchoukalova et al., 2010). A
hipertrofia dos adipdcitos é evidente em pacientes com excesso de peso e foi
durante muito tempo considerada o principal precursor do aumento da massa
adip6cita nos adultos. Contudo, a hiperplasia adip6cita (ou adipogenése)
também é atualmente reconhecida como um fator determinante do aumento da
massa adipodcita associada a obesidade (Balistreri et al., 2010).

Os fatores que regulam a hipertrofia e a hiperplasia dos adipdcitos na
obesidade ainda ndo estdo completamente esclarecidos, no entanto as
concentragbes de insulina e glucocorticoides circulantes tém sido descritas
como importantes  estimuladores da  diferenciacdo  pré-adipdcita.
Adicionalmente, estudos in vitro sugerem que fatores secretados localmente
por adipdcitos hipertréficos, como o TNF-a e fator de crescimento tipo insulinico
(IGF-1, do inglés, insulin-like growth factor-1), estimulam a hiperplasia. Outros
fatores de transcricdo parecem também influenciar a diferenciacdo dos pré-
adipécitos, sendo o recetor ativado pelo proliferador de peroxissoma gama
(PPARYy, do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma) um dos
mais importantes e que pode levar a redistribuicdo ou diminuicdo do tamanho
do adipécito (Hajer et al., 2008b). Um VAT com adipdcitos hipertrofiados e
hiperplasicos exibe uma baixa densidade de recetores da insulina e elevados
recetores -3 adrenérgicos, o que facilita a diapedese de mondcitos do estroma
do tecido adiposo, iniciando o ciclo pré-inflamatério entre os adipécitos e os
mondcitos (Fernandez-Sanchez et al., 2011). Em conjunto, as alteracbes
associadas com a hipertrofia do adipdcito parecem ser 0s primeiros passos

para a disfuncdo celular do adipdcito. De notar que tem sido sugerido que a
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hiperplasia adip6cita pode ocorrer mais tarde do que a hipertrofia e estar
associada a um aumento da severidade e menor reversibilidade nas
consequéncias metabolicas deletérias (de Ferranti & Mozaffarian, 2008).

Numa situagdo de obesidade, o VAT torna-se inflamado, um estado
definido pelo cross-talk entre os adipdcitos e os macrofagos (Wozniak et al.,
2009), com alteracdes no equilibrio imunoldgico para a producdo de moléculas
pro-inflamatorias (Suganami T, 2005). Esta alteracdo no perfil de citocinas cria
um ambiente propicio no tecido para a forte modificacdo na pool dos
macroéfagos, alterando a predominancia de macréfagos do tipo M2 ativados
para macrofagos do tipo M1 ativados (Gordon & Taylor, 2005). Adicionalmente,
a pool de macréfagos do tipo M1 do VAT aumenta significativamente por causa
da diferenciacdo dos mondcitos recrutados num VAT inflamado (Lumeng et al.,
2007). Este tipo de macrofagos secretam maioritariamente TNF-a e IL-6,
enguanto que os macrofagos do tipo M2 secretam preferencialmente citocinas
anti-inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10, do inglés, interleukyn 10) e
desempenham funcbes na reparacdo dos tecidos (Gordon & Taylor, 2005).
Perante um incremento da infiltracdo de macréfagos tipo M1, o estado
inflamatério exaspera com consequéncias nefastas para o tecido (Weisberg et
al., 2003). De facto, em individuos obesos, observaram que os macréfagos do
VAT também se agregam em “crown-like structures” constituidos por necrotic-
like adipocytes e fragmentos celulares adipécitos (Zeyda et al., 2007), um
evento patolégico marcante da obesidade (Cinti, 2005).

Os adipocitos brancos de grandes dimensfes secretam mais FFAs
saturados que se podem ligar aos recetores do tipo Toll 4 (TLR-4, do inglés,
toll-like receptor-4) levando a ativacao da via do fator nuclear kappa B (NF-kB,
do inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell), que por
consequéncia leva a um aumento da producdo de TNF-a (Suganami T, 2005).
Por sua vez, o TNF-a derivado dos macrofagos ativa os adipdcitos,
aumentando a lipdlise e a expressao genética de fatores como a ICAM-1 (do
inglés, intercellular adhesion molecule-1), MCP-1 e IL-6 (Ruan et al., 2002;
Suganami et al.,, 2007). Particularmente, a MCP-1 e a ICAM-1 facilitam a

migragdo de mondcitos do sangue para o tecido adiposo (diapedese) e a sua
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diferenciacdo em macrofagos (Permana et al.,, 2006). Este circuito
local/paracrino, envolvendo os FFAs derivados dos adipécitos e o TNF-a
derivado dos macrofagos, estabelece um ciclo vicioso gradual que
presumivelmente leva a um estado proé-inflamatério cronico neste dois tipos de
células (Lee et al.,, 2013). Além disso, outro fenémeno tipico associado a
obesidade é a hipoxia tecidual induzida pela hipoperfusdo, devido a rapida
expansdo do VAT que parece contribuir para o estado inflamatorio, através da
libertacdo de mediadores inflamatérios (Trayhurn, 2013).

Por outro lado, os acidos gordos nao esterificados (NEFA, do inglés, non-
sterified fatty acids) séo libertados para a corrente sanguinea e circulam ligados
a albumina. Desta forma, elevadas concentracdes de FFAs e triacilgliceréis
estdo intimamente associadas a acumulacdo de lipidos em varios tecidos,
como o hepatico, muscular esquelético e células pancreéticas (Boden, 2006;
Schaffer, 2003; Zeyda & Stulnig, 2009). Efetivamente, estudos com animais
demonstraram que tecidos ndo-adipocitos quando expostos ao FFAs ou a uma
situacdo de hipertriglicemia sdo menos capazes de armazenar lipidos do que
os adipdcitos, tornando-os mais susceptiveis aos seus efeitos adversos (Oakes
et al., 2013). Por exemplo, no musculo esquelético, a acumulacdo de FFAs
reduz os substratos de recetores da insulina favorecendo uma situacao de
resisténcia a insulina (Fontana et al., 2007; Schaffer, 2003; Yu et al., 2002).

Estas alteracdes intracelulares decorrentes de uma hipertrofia/hiperplasia
adipécita repercutem-se também a nivel sistémico. Niveis plasmaticos de TNF-
a e da IL-6 aumentados estdo correlacionados, por exemplo, com o
aparecimento e desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (Fontana et al.,
2007). O efeito do TNF-a é o resultado da fosforilagdo da serina do recetor da
insulina e da ativacdo da cinase do terminal aminico da proteina C-Jun (JNK,
do inglés, C-Jun N- terminal kinase) que leva a fosforilacdo da serina do recetor
da insulina, bem como, a fosforilacdo em serina do substrato recetor da
insulina. Ambas as fosforilacbes em serina mediadas pelo TNF-a levam ao
comprometimento da sinalizacdo do recetor da insulina (de Ferranti &
Mozaffarian, 2008; Hotamisligil, 1999; Valerio et al., 2006).

10
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Uma das hormonas secretadas pelo tecido adiposo é a adiponectina, com
funcdes em vérios processos metabdlicos, incluindo a regulacdo da glicemia e
0 catabolismo dos FAs. Em individuos obesos, os niveis plasmaticos desta
hormona estédo inversamente correlacionados com a percentagem de gordura
(Alfadda, 2014; Lee JY et al.,, 2001; Mahadik et al., 2013). A adiponectina
parece também desempenhar um papel anti-inflamatorio importante ao suprimir
a producdo de TNF- a e da IL-6, no entanto como o nivel de infiltracdo de
macréfagos estd aumentado na obesidade, a secrecdo de TNF-a resulta na
supresséao dos niveis de adiponectina (Huang et al., 2008).

Outra hormona secretada pelos adipocitos € a leptina, reconhecida
principalmente pelas suas fun¢cbes no controlo da hiperfagia e da massa
corporal (Denis et al., 2003; Okamatsu-Ogura et al., 2011). Individuos obesos
apresentam, no entanto, elevados niveis de leptina, sugerindo que o aumento
do apetite e o consumo de nutrientes ndo sdo suficientemente regulados

provocando resisténcia a leptina hipotalamica (Munzberg & Myers, 2005).

2.2.2. Disfuncéao mitocondrial do tecido adiposo visceral

Biologia mitocondrial

Estudos recentes, em células isoladas, revelaram que as mitocéndrias
formam uma extensa rede em continua comunicacao sustentada por eventos
de fuséo e fissdo e que se deslocam ativamente para regides diferentes da
célula, tornando este organelo altamente dinamico (Liesa et al., 2009; Wallace,
2013). A rede mitocondrial é composta por uma membrana externa e interna
gue delimitam o espaco intermembranar e uma matriz limitada pela membrana
interna (Patti & Corvera, 2010). A membrana interna apresenta invaginacoes
onde se encontram proteinas transmembranares da ETC bem como a ATP
sintase (Benard & Rossignol, 2008; Vonck & Schafer, 2009). A matriz
mitocondrial possui, entre outros, os componentes do ciclo tricarboxilico e da -
oxidacdo que providenciam os equivalentes reduzidos NADH (do inglés,

nicotinamide adenine dinucleotide) e FADH2 (do inglés, flavin adenine
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dinucleotide) para a ETC. A oxidagdo destas moléculas fornece eletrbes aos
complexos | e Il da ETC, respectivamente, que utilizam essa energia para
bombear protdes para o espaco intermembranar. Enquanto os eletrbes sao
transferidos entre os complexos cria-se um gradiente eletroquimico. Este
gradiente mitocondrial é essencial a manutencdo de inimeras funcdes
celulares e na presenca de adenosina difosfato (ADP, do inglés, adenosine
diphosphate), leva a sintese de ATP no complexo V (ATP sintase) (Alberts et
al., 2002). Embora a mitocondria seja reconhecida principalmente pelo seu
papel na producdo da maioria do ATP celular via fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS, do inglés oxidative phophorylation), desempenha outras fungdes
importantes como a metabolizacdo de metabolitos pelo ciclo tricarboxilico e -
oxidacdo dos FAs, catabolismo oxidativo dos aminoacidos, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species),
importantes na sinalizagdo celular, controlo do célcio citoplasmético, morte
celular e a sintese dos grupos ferro-enxofre celulares, co-fatores essenciais
para as funcdes celulares, como traducdo de proteinas e reparacdo do acido
desoxirribonucleico (Patti & Corvera, 2010; Rimessi et al., 2008).

Os adipécitos brancos tém sido descritos como contendo baixo contetudo
mitocondrial relativamente a outras células como os adipdcitos castanhos ou as
células musculares esqueléticas. Contudo, durante a diferenciacdo dos pré-
adipdcitos brancos, a densidade e a remodelacdo mitocondrial aumentam
significativamente (Kim et al., 2004; Luo et al., 2008), sugerindo que as func¢des
mitocondriais sdo cruciais para suportar os mdultiplos papéis biolégicos dos
adipécitos brancos. Curiosamente, um estudo realizado em 14 tecidos
diferentes demonstrou que as mitocondrias dos adipécitos brancos contém um
reportorio mais diversificado de proteinas relativamente a mitocondrias do
tecido cardiaco, muscular esquelético ou cerebral (Pagliarini et al., 2008).
Desta forma, a mitocondria do adipOcito branco parece estar “equipada” para
um amplo conjunto de fungdes comparativamente a mitocondrias de outros
tecidos que tém de sustentar processos que requerem energia de forma rapida
(Patti & Corvera, 2010). A rede mitocondrial é também marcadamente afetada

pelo processo de diferenciagdo adipocita (adipogénese). De facto, a iniciacdo
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sincronizada da adipogénese e da biogénese mitocondrial indica que a
mitocondria desempenha um papel pertinente na diferenciacdo e maturacao
dos adipdcitos brancos. De facto, a biogénese mitocondrial encontrada na
adipogénese em linhas celulares 3T3-L1 €& acompanhada por uma
remodelagdo mitocondrial, ou seja, alteracdes no conteudo mitocondrial, como
a piruvato carboxilase e aconitase, enzimas envolvidas no metabolismo dos
FAs, como acil Coenzima A sintase e isoformas de acil Coenzima A
desidrogenase (Wilson-Fritch et al., 2003). Adicionalmente, o aumento do
consumo de oxigénio basal nos adip6citos comparativamente aos pré-
adipécitos parece sugerir um aumento da biogénese mitocondrial durante o
processo adipogénico (Zhang et al., 2013). Entender o papel da rede
mitocondrial na diferenciacdo dos adipécitos brancos tem sido alvo de grande
interesse uma vez que este processo afeta o destino dos adipécitos brancos e
tem uma enorme implicacdo no tratamento da obesidade (Bournat & Brown,
2010).

Durante o desenvolvimento da obesidade, os pré-adipdcitos iniciam
respostas adaptativas aos desafios metabdlicos, ajustando a abundancia e/ou
a morfologia das mitocéndrias e o conteudo de mtDNA. De facto, o contetdo
mitocondrial de adipécitos brancos da regido visceral esta reduzido em animais
e humanos obesos (Choo et al., 2006; Wilson-Fritch et al., 2004) e
correlaciona-se com a resisténcia a insulina. Em ratinhos ob/ob, os adipdcitos
da regido visceral apresentam menos 50% de conteddo mitocondrial
relativamente aos ratinhos magros (Wilson-Fritch et al., 2004). Em humanos, o
namero de copias do mtDNA é inversamente correlacionado com a idade e
com o indice de massa corporal e diretamente correlacionado com a
lipogénese basal e induzida pela insulina (Kaaman et al., 2007). Portanto, um
baixo contetdo de mtDNA nos adipécitos pode reduzir significativamente a
capacidade do adipocito em armazenar lipidos promovendo a acumulacéo
ectopica de lipidos noutros tecidos incluindo o muscular e o hepatico.
Paralelamente, a expressdo de genes nucleares que codificam para

subunidades da OXPHOS esta desregulada no VAT de humanos com diabetes
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mellitus tipo 2 (Dahlman et al., 2006). Os mecanismos que se associam a
reducdo da densidade mitocondrial na obesidade ndo séo totalmente
conhecidos mas parecem ser mediados pela diminuicdo da expresséo de co-
ativador 1-alfa do recetor ativado pelo proliferador de peroxissoma gama (PGC-
la, do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) como foi observado em humanos obesos (Semple et al., 2004). Por
outro lado, Toh et al. (2009) e Nishino et al. (2008) referem que murganhos
sem uma proteina especifica da goticula lipidica -a Fsp27- aumentaram o
dispéndio energético, a resisténcia a obesidade induzida por uma HFD e
melhoraram a sensibilidade a insulina. Este resultado parece ser devido ao
aumento da densidade mitocondrial e atividade dos adipdcitos brancos e ao
aumento da sua capacidade em oxidar grandes quantidades de FAs (Patti &
Corvera, 2010).

Alguns estudos realizados com microarray revelaram que a expressao de
PPARaq, recetor do estrogénio alfa (ERRa, do inglés, estrogen-related receptor
alfa) e PGC-1a estdo reduzidos em situagdes de obesidade (Devarakonda et
al., 2011; Keller & Attie, 2010; Krishnan et al., 2012), assim como, se verifica
uma diminuicdo da atividade enzimética dos complexos da ETC, além duma
alteracdo da rede mitocondrial. Tudo isto parece contribuir para um declinio
funcional da B-oxidacdo e da OXPHOS no VAT (Choo et al., 2006) em
concordancia com uma diminuicdo no consumo de oxigénio (Bogacka et al.,
2005).

As ROS sao geradas continuamente durante o metabolismo aerobio.
Estas moléculas sdo produzidas em diferentes locais e por diferentes
mecanismos, nomeadamente no decorrer dos processos de transferéncia de
eletrdes na ETC e podem causar danos celulares (Ascensao et al., 2011;
Ascensao et al., 2003; Brand, 2010; Fisher-Wellman & Neufer, 2012). Por outro
lado, a manutencdo dos niveis fisiologicos de ROS é importante para a
sinalizacdo celular (Carriere et al., 2004). Um consumo excessivo de calorias
tem sido relacionado com um aumento na producédo de ROS (De Pauw et al.,
2009; Houstis et al., 2006; Villarroya et al., 2009) e parece resultar numa

diminuicdo do consumo de oxigénio nos adipdcitos e num bloqueio na oxidacao
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dos FAs, e consequente acumulacéo lipidica (Wang et al., 2010). Um aumento
de ROS no VAT pode também levar a inibicdo da proliferacao e a diferenciacéo
dos pré-adipocitos em linhas celulares 3T3-L1 (Carriere et al., 2004; Carriere et
al., 2003). Nestas condi¢gdes, observaram uma diminuicdo das expressdes do
PPARYy e de adiponectina e um aumento de adipocinas pro-inflamatoérias. Num
estudo com animais obesos, verificaram um aumento na producdo de ROS,
através do aumento da expressdo de NADPH oxidase e uma diminuicdo da
expressdo de enzimas antioxidantes como, a superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e a catalase (Furukawa et al.,, 2004). Assim, a par de outros
mecanismos, uma quantidade excessiva de ROS mitocondrial associada a um
aumento de apoptose dependente da mitocéndria sdo o ponto comum de

disfuncéo celular em condi¢Ges de lipotoxicidade (Graier et al., 2009).

2.3. O exercicio fisico como estratégia preventiva e terapéutica
contra as alteragcdes no tecido adiposo visceral induzidas pela
obesidade

O crescente conhecimento da relacdo entre a massa gorda e 0s
diferentes processos fisiologicos e (pato)fisiol6gicos torna o tecido adiposo, em
particular a rede mitocondrial, num potencial alvo para o tratamento da
obesidade e doencas associadas. Desta forma, as potenciais estratégias
modeladoras do VAT devem alvejar alguns destes processos, como a
proliferacédo e/ou diferenciacdo dos pré-adipdcitos, inducéo da desdiferenciacéo
e apoptose seletiva dos adipécitos maduros, vascularizagao do tecido adiposo,
regulacdo do metabolismo lipidico, controlo da libertacdo de adipocinas,
dissipacdo de energia mitocondrial e a producdo de ROS pelos adipdcitos
(Balistreri et al., 2010; Langin, 2010; Nishimura et al., 2007; Suwa et al., 2011).
De um vasto conjunto de estratégias propostas na literatura, focaremos a
nossa atencdo no papel do exercicio fisico enquanto estratégia nao
farmacologica com potencial para contrariar os efeitos deletérios associados ao

desenvolvimento de alteracdes na funcionalidade do VAT.
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2.3.1. Exercicio fisico

O exercicio e a atividade fisica sdo comumente associados aos seus
efeitos positivos em diferentes tecidos, particularmente contracteis, no ambito
das doencas metabdlicas e cardiovasculares, contudo, também tém impacto,
no tecido adiposo (Bostrom et al., 2013). De facto, em situagdes de obesidade,
o treino e a atividade fisica tém sido utilizados como estratégias numa
perspetiva preventiva e terapéutica, com eficacia na diminuicdo do peso
corporal (Hashimoto et al., 2013; Yan et al., 2012), indice de adiposidade
visceral (Gollisch et al., 2009), na melhoria do estado metabdlico e inflamatério
(Baynard et al., 2012; Huang et al., 2012; Kizaki et al., 2011; Ogasawara et al.,
2012)

Em animais n&o obesos, o ET e a VPA cronica diminuem o indice de
adiposidade visceral e o tamanho dos adipécitos (Askew & Hecker, 1976;
Coutinho et al., 2006; Craig et al., 1981; Hatano et al., 2011; Lira et al., 2012;
Miyazaki et al., 2010; Sakurai et al.,, 2010) de forma controlada, 0 que se
repercute numa diminuicdo das concentracdes séricas de leptina (Benatti et al.,
2008; Kimura et al., 2006; Miyazaki et al., 2010). Por outro lado, um programa
de nove semanas de ET aumentou a expressdo genética do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés, vascular endothelial growth
factor) relativamente aos controlos-sedentarios, contribuindo para um aumento
do numero de células endoteliais no VAT (Hatano et al., 2011). Sakurai et al.
(2010) reportaram que o treino teve impacto na diferenciagdo do VAT, por ter
diminuido a capacidade das células da fracdo vascular estromal se
diferenciarem em adipdcitos, resultante da diminuicdo da expressdo genética
de PPARYy (Sakurai et al., 2010), o que parece ser um indicador de diminuicédo
da acumulacéo lipidica. Véarios estudos demonstraram também que programas
de ET e de VPA contribuiram para a melhoria do estado inflamatério e
infiltracdo dos mondcitos, através da diminuicdo da expressdo do TNF-a, da IL-
6 e do MCP-1 (Lira et al., 2012) e, concomitantemente, com um aumento da IL-

10, uma citocina anti-inflamatéria (Donatto et al., 2013). Adicionalmente,
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observou-se em animais sujeitos a 4 semanas de ET um aumento no contetdo
das subunidades da OXPHOS, COREL1 (Sutherland et al., 2009) e citocromo C
oxidase (Hashimoto et al., 2013; Sutherland et al., 2009), da atividade da citrato
sintase, da expressao dos genes que codificam a PGC-1a e o factor de
transcrigdo mitocondrial A (TFAM, do inglés, mitochondrial transcription factor
A) nos depadsitos epididimal e retroperitoneal. Em conjunto, o exercicio aerdbio
parece exercer funcdes importantes na biogénese mitocondrial do VAT,
embora sejam necessarios mais estudos para verificar se o aumento da
expressdo de PGC-1a ocorre de forma coordenada com o aumento da

biogénese mitocondrial (Sutherland et al., 2009).

Atividade fisica voluntéaria

Vérios estudos reportam que a VPA diminuiu os niveis de leptina no
plasma (Yan et al., 2012) e no VAT (Baba et al., 2000). Contudo, os estudos
sao contraditérios relativamente aos niveis de adiponectina no plasma. Fukao
et al. (2010) demonstrou que 10 semanas de VPA (acesso livre a roda)
aumentaram o0s niveis plasmaticos de adiponectina em ratos enquanto outros
estudos relatam uma diminuicdo (Kimura et al., 2006). Vérios estudos
demonstraram, ainda, que a VPA cronica diminuiu os niveis plasmaticos de IL-
6 (Fukao et al., 2010) e MCP-1 (Fukao et al., 2010; Yan et al., 2012), a
expressdo genética de TNFa, (Bradley et al., 2008), F4/80 (Kizaki et al., 2011),
PAI-1 e de IKKPB (Bradley et al., 2008) no VAT. Contudo, existem estudos que
reportaram um aumento da TNFa no depdésito mesentérico apos 4 semanas de
VPA (Baba et al.,, 2000; Nara et al., 1999). A VPA cronica parece também
desempenhar um papel modelador na funcdo mitocondrial no VAT em animais
obesos. Laye et al. (2009) encontrou aumentos no conteudo proteico de
citocromo C a de COXIV- subunidade I, no depdsito omental em modelo de

obesidade OLEFT (do inglés, Otsuka long-evans tokushima fatty).
Sesséo aguda de exercicio aerdbio

A compreenséo das respostas fisiologicas agudas ao exercicio permitem

entender os fendmenos adaptativos que ocorrem no tecido adiposo a longo
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prazo. Alguns estudos demonstraram que uma Unica sessao de treino aumenta
a expressao genética de PGC-1a (Sakurai et al., 2005; Sutherland et al., 2009),
a atividade e o contetudo proteico de enzimas reguladoras da homeostasia
energética celular, como a malonil CoA descarboxilase (MCD, do inglés,
malonyl-CoA descarboxylase) e a proteina cinase ativada pelo AMP (AMPK, do
inglés, AMP-activated protein kinase) (Park et al., 2002; Wan et al., 2013) em
modelos de animais hiperfagicos. Adicionalmente, parece haver uma resposta
inflamatdria e antioxidante, observadas pelo aumento da expressao genética
da lkappaB kinase B e do conteldo proteico da superdxido dismutase

manganés (Sakurai et al., 2005).

Treino de endurance

Diversos protocolos experimentais tém apresentado resultados
consistentes no que respeita a utilizacdo do ET como estratégia para a atenuar
0 peso corporal (da Luz et al., 2011; Hashimoto et al., 2013), ganho de peso
(Jeong & Yoon, 2012; Speretta et al., 2012), indice de adiposidade visceral (da
Luz et al., 2011; Hashimoto et al., 2013) e o tamanho dos adipdcitos (Jeong &
Yoon, 2012; Speretta et al., 2012) em animais obesos. Estas alteragdes
positivas estdo associadas a melhoria da sensibilidade a insulina com um
aumento da expressdao da GLUT4 (Caponi et al., 2013) e consequente
diminui¢do dos niveis de insulina plasmaticos (Ogasawara et al., 2012). Num
estudo em ratos fémea ooforectomizadas, intervencdo descrita como indutora
de obesidade a longo prazo, observaram que um programa de natacéo durante
6 semanas promoveu uma melhoria do perfil lipidico através da diminuicdo dos
niveis de triacilglicerdis e de colesterol no plasma, bem como uma diminuicao
da acumulacdo lipidica no muasculo esquelético. Adicionalmente, verificaram um
aumento na expressao genética de PPARa no musculo esquelético e as suas
enzimas alvo, como a UCP3, responsavel pelo aumento da oxidacdo dos FAs
(Jeong & Yoon, 2012). Ogasawara et al. (2012) demonstraram que 9 semanas
de ET (passadeira rolante) aumentou a expressao genética e o0 conteudo
proteico da ATGL e do PPARy-2 nos adipdcitos da regido visceral, sugerindo

gue o exercicio desempenha um papel importante na lipélise.
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O efeito do ET na melhoria do estado inflamatoério associado a obesidade
no VAT parece também ser evidente. De facto, marcadores como F4/80 (Vieira
et al., 2009), TNF-a (Speretta et al., 2012), MCP-1 (Baynard et al., 2012; Vieira
et al., 2009), JNK, lkappaB, NF-kB (da Luz et al., 2011), TLR4 (Oliveira et al.,
2011), macrofagos do tipo M1 (Baynard et al, 2012) diminuiram
significativamente. Por outro lado, o exercicio também aumenta as citocinas
anti-inflamatorias, por exemplo a IL-10 (Speretta et al., 2012). O ET também
pode ser uma importante estratégia na diminuicdo do dano oxidativo. Nove
semanas de ET aumentou a capacidade antioxidante, incluindo a atividade e
expressao proteica da SOD e CAT (de Farias et al., 2013) .

Treino de forca

Do nosso conhecimento, existe apenas um trabalho que analisou o efeito
do treino de forca no VAT numa situacédo de obesidade. Speretta et al. (2012)
comparou 8 semanas de treino de forca (subida de degraus) com 8 semanas
de exercicio aerobio (natacéo) e verificou que o treino de forca foi eficaz na
diminuicdo do tamanho dos adipécitos e da expressdo de TNF-a no VAT de
animais submetidos a uma HFD. Estes dados sugerem que o exercicio de
resisténcia muscular pode ser alternativa ao exercicio aerdbio, contudo serdo

necessarios mais estudos.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

O objetivo do nosso estudo foi analisar o efeito da atividade fisica
voluntaria e do treino de endurance realizado em tapete rolante em
biomarcadores de fungcéo e biogénese mitocondriais do tecido adiposo visceral
em ratos submetidos a uma dieta rica em gordura.

Especificamente, foram determinadas alteracdes:

i. Em subunidades dos complexos proteicos da cadeia
transportadora de eletr6es mitocondrial
ii. Em marcadores de sinalizacdo de biogénese mitocondrial

iii. Em marcadores do metabolismo energético
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4. Metodologia

4.1. Caracterizagdo da amostra

A amostra foi constituida por 36 ratos Sprague-Dawley macho com 6
semanas (125-150g) de idade. No decorrer do protocolo, os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, contendo 2 animais por gaiola, em biotério e
numa atmosfera normal (21-22°C; 50-60% humidade), com comida e agua ad
libitium, e num ciclo de 12 horas dia/noite.

Durante as dezassete semanas do protocolo experimental, os animais
foram submetidos a dietas isocal6ricas com diferentes quantidades de lipidos:
standard (35% das Kcal derivadas dos lipidos) ou HFD (71% das Kcal
derivadas dos lipidos) adquiridas a empresa Dyets Inc. (Bethlehem, EUA). Esta
dieta tem sido utilizada como um modelo para induzir esteatose hepatica ndo
alcodlica, descrita por Lieber-De Carli et al (2004). Apés 3 semanas do
consumo da dieta, Lieber et al. (2004) observaram uma expansdo massiva do
VAT, aumento da concentracdo total de lipidos no tecido hepatico e de
citocinas pro-inflamatorias, por exemplo TNF-a, bem como alteracdes
degenerativas mitocondriais, incluindo diminuicdo da matriz e perda de cristas
em mitocondrias de figado (Lieber et al., 2004).

Para se adaptarem a consisténcia liquida da dieta, os animais foram
alimentados com a dieta standard durante a primeira semana. Posteriormente,
os animais foram distribuidos aleatoriamente por seis grupos:

1) Dieta standard sedentario (SS, n=6),

2) Dieta standard e atividade fisica voluntaria (SVPA, n=5),
3) Dieta standard e treino aerobio (ST, n=6),

4) HFD sedentério (HS, n=6),

5) HFD e atividade fisica voluntaria (HVPA, n=6)

6) HFD e treino aerébio (HT, n=7)

Os animais dos grupos SVPA e HVPA tiveram acesso a roda livre durante
as 17 semanas do protocolo e os grupos ST e HT iniciaram o programa de

exercicio apds 9 semanas, enquanto mantiveram o protocolo das dietas.
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Semanalmente procedeu-se a quantificacdo do volume de dieta ingerida
pelos animais. E o consumo energético por semana foi calculado da seguinte

forma: 1 mL =1 Kcal, para ambas as dietas.

Ratos Sprague-Dawley-macho

(17 semanas)

Regime de | Dieta Standard HFD
dieta | 35% de energia 71% de energia
(17 Semanas) : derivada dos derivada dos
lipidos lipidos
Atividade | ‘
fisica | | Treino aerébio
... | S8 S8SVPA ST HS HVPA HTi
voluntaria | 1 (8 semanas)
;

P P
G ————

Figura 1: Desenho experimental

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética institucional, que
segue as Guidelines para o tratamento e uso de animais de laboratério em
investigacdo, aconselhados pela Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA).

4.2. Programas de exercicio

Os animais dos grupos da atividade fisica voluntaria (SVPA e HVPA)
foram alojados em gaiolas equipadas com rodas livres com medidores digitais
de distancia. As distancias percorridas foram medidas entre as 8:00 e as
10:00h. Os animais submetidos ao protocolo de treino de endurance (ST e HT)
tiveram a primeira semana de adaptacdao a passadeira rolante, 30 minutos a
uma velocidade de 15 m.min™ e sem inclinacéo. Posteriormente, os animais

correram 60 minutos a uma velocidade inicial de 15 m.min? aumentando
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progressivamente até 25 m.min™, 5 dias por semana, durante 8 semanas.
Durante o protocolo de treino, os animais sedentarios (SS e HS) foram
colocados numa passadeira rolante imével de forma a expor os animais as
mesmas condicdes ambientais e de manuseamento (Ascensao et al., 2006;
Lumini-Oliveira et al., 2009).

4.3. Medi¢cdes anatémicas e recolha de tecidos

No decorrer do protocolo todos os animais foram pesados semanalmente.
No final do protocolo, avaliamos alguns parametros antropométricos: peso
corporal, circunferéncia abdominal (a zona mais larga do abddémen) e o
comprimento corporal (do nariz ao anus), para calcularmos o indice de massa
corporal (BMI, do inglés body mass index).

Os animais foram anestesiados (cetamina 90mg/Kg e xilazina 10mg/Kg)
entre as 9:00h e as 10:00h da manha para eliminar possiveis efeitos da
variacdo circadiana. De seguida, procedeu-se a abertura da cavidade
abdominal e toracica, os orgaos foram perfundidos com NaCl 0.9% e os
depositos de gordura (omental, mesentérico, perirenal, retroperitoneal e
epididimal) foram excisados, lavados e cuidadosamente secos e pesados.

O depésito omental foi excisado desde a grande curvatura do estdbmago
até a regido mais distal do intestino delgado, o mesentérico em redor do trato
gastrointestinal (do esfincter gastroesofagico ao final do reto), o peri-renal em
torno das regides anterior e lateral dos rins, o retroperitoneal na parte posterior
de cada rim ao longo dos musculos lombares e o depdsito epididimal nas areas
em torno do epididimo e dos testiculos. No nosso estudo, utilizamos o depdsito
epididimal como representativo do VAT.

O musculo esquelético solear foi também retirado e armazenado para a
determinar a atividade da enzima citrato sintase.

O BMI foi calculado como o racio entre o comprimento e o peso corporal
(BMI= peso corporal (g) / comprimento corporal (cm)?), o indice de adiposidade
visceral como o racio do somatério do peso dos depoésitos de VAT sobre o0 peso

corporal a multiplicar por 100 (Novelli et al., 2007; van den Brandt et al., 2002).
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4.4. Western blotting

Para extracdo de proteina, as amostras do deposito epididimal (~0,59)
foram homogeneizadas com Polytron® (PT10-35GT) e colocadas em 0.8 mL
de solugdo RIPA contendo TRIS-HCI (50mM, pH 7.4), EDTA (ImM), SDS
(0.2%), DOC (0.2%), Triton X-100 (1%) e cocktail de inibidores de protease
(1:100, Sigma-Aldrich, #P8340) (Monteiro et al., 2008). Posteriormente, foram
sonicadas durante 15 minutos a 4.°C, centrifugadas a 13000xg durante 10
minutos a 4.°C, aproveitando o infranadante. A concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando o soro de albumina de
boi (BSA, do inglés bovine serum albumin) como padréo (Bradford, 1976).

As amostras foram solubilizadas em solucéo loading, contendo Laemmli e
B-metacarpoetanol, e fervidas a 97.° C durante 5 minutos. As proteinas foram
separadas electroforeticamente em gel SDS-poliacrilamida, de acordo com o
método descrito por Laemmli (1970). Posteriormente, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (Millipore, EUA).
Apés a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S, lavadas
com agua destilada, e posteriormente bloqueadas com 5% de BSA, ou leite
magro em pé em TBS-T, durante duas horas a temperatura ambiente em
agitacao, de forma a reduzir a ligacdo ndo especifica. As membranas foram
lavadas 3 vezes (durante 5 minutos) e incubadas com um anticorpo primario
especifico para OXPHOS (1:1000, #Ab110413), ANT (1:1000, #SC-9299),
TFAM (1:1000, #SC-23588), SIRT3 (1:5000, Cell Signaling #C73E3) e PGC1-a
(1:500, #Ab106814) durante a noite, a 4.°C. No dia seguinte, as membranas
voltaram a ser lavadas 3 vezes e incubadas em solugédo anti-mouse (1:10000,
#SC-2005) ou anti-rabbit (1:10000, #SC-2004) ou anti-goat (1:10000, #SC-
2354) duas horas a temperatura ambiente em agitacdo. As membranas foram
expostas ao substrato enzimatico (ECL, GE Health Care) durante 5 minutos e,
finalmente reveladas no sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, EUA). As imagens
foram gravadas e analisadas utilizando o programa Image Lab verséo 3.0 (Bio-
Rad, EUA).
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45. Procedimentos estatisticos

Para a andlise dos dados recolhidos recorreu-se ao programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad software, EUA). A média e erro padrdo da média foram
calculados para todas as variaveis de cada grupo. O significado estatistico foi
determinado pelo teste de andlise de varidncia 2-way Anova e quando
encontradas diferencas significativas recorremos ao teste post hoc de

Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido em 5 %.
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5. Resultados

- Caracterizagao dos animais

A tabela 1 apresenta os valores médios e o respetivo desvio-padrédo do
peso corporal, indice de massa corporal, indice de adiposidade visceral, racio
peso baco/peso corporal, racio peso coracdo/peso corporal e da atividade da
citrato sintase do musculo solear. Pela analise da tabela, observamos que os
animais submetidos a uma HFD demonstraram um aumento do indice de
massa corporal (HVPA vs. SVPA) e do indice de adiposidade visceral (HS vs.
SS; HVPA vs. SVPA; HT vs.ST). A VPA diminuiu o0 peso corporal nos animais
submetidos a dieta standard (SVPA vs. SS;) e o indice de adiposidade visceral
nos animais submetidos & HFD (HVPA vs. HS). O ET em tapete rolante foi
eficaz na diminuicdo do peso corporal (ST vs. SS; HT vs. HS), do indice de
massa corporal (ST vs. SS; HT vs. HS) e do indice de adiposidade visceral (ST
vs. SS; HT vs. HS) dos animais de ambos 0s grupos.

Os bagos foram pesados para avaliarmos a esplenomegalia, um indicador
de geral de disfuncdo imune e infecdo, ndo tendo sido observadas alteracdes
significativas no racio baco/peso corporal entre 0s grupos.

O racio coracao/peso corporal aumentou nos animais treinados,
concomitante com um aumento da atividade da enzima citrato sintase no
musculo solear (ST vs. SS; HT vs. HS), indicador de capacidade oxidativa e de
efetividade do treino no desenvolvimento de adaptacdes aerObias a nivel

muscular.

29



Resultados

Tabela 1: Efeito da dieta, atividade fisica voluntaria e treino de endurance nos

indicadores anatomicos: peso corporal; indice de adiposidade visceral; indice de

massa corporal; racio baco/peso corporal; racio coracdo/ peso corporal; atividade

citrato sintase no musculo solear

SS SVPA ST

HT

Valo
rde

Peso corporal

(@)

indice de massa
corporal

indice de
adiposidade
visceral (%)
Réacio
baco/peso
corporal
Réacio
coragdo/peso
corporal

Atividade citrato
sintase do

solear (nmol
-1 -1,

b b
676.8+11.5 612.7+15.3 559.3+10.0
b,c
0,8+0,002 0,7+0,02 0,7+0,01
bc

9.0+0.2 7_510_5b 4.8+0.5

1.04+0.05 1.05+0.03 1.08+0.07

0.003+0.0001 0.003+0.0002 o_004¢0_000j|_b

0.03+0.004 0.04+0.002 0,0510_004b

502.8:7.3%"

0,7:0,01%'

6.8:0.1%"
0.9+0.04

0.003+0.0001°

r
0.05+0.002°

DxE

D;E

D; E

NS

D; E

Os valores sdo médias + desvio padrdo da média. SS-Dieta standard sedentario; SVPA-Dieta standard e atividade

fisica voluntaria; ST-Dieta standard e treino aerébio; HS-HFD sedentério; HVPA-HFD e atividade fisica voluntaria; HT-

HFD e treino aerébio (P<0,05). a Significativo (p<0,05),efeito da dieta (D), do exercicio (E), interacdo entre dieta e

exercicio (DxE) ou a auséncia de diferencas (NS); bvs. SS; Cvs. SVPA,; dvs. ST; € vs. HS; fvs. HVPA,; 9Iys. HT.
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Figura 2: Dieta ingerida (A) e distancia percorrida em tapete rolante (ET) e na roda livre (VPA) (B) por semana.

Os valores sdo médias + desvio padrdo da média. ! Significativo (p<0,05), efeito da dieta (D), do exercicio (E),
interacéo entre dieta e exercicio (DXE) ou a auséncia de diferencas (NS).

Adaptado de: Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al. (2014), p. 3.

N&o observamos alteragcbes significativas entre grupos no consumo

caldrico e nas distancias percorridas na roda livre e em tapete rolante.

- Funcéo e biogénese mitocondrial

Foram determinados os conteudos de importantes subunidades proteicas
de cada um dos cinco complexos da ETC (Figura 2). Nao verificamos o efeito
da dieta e do ET nos conteudos dessas subunidades nos complexos I, 1l e lli
da ETC.

Os animais submetidos & HFD exibiram uma diminuicdo da expressao
proteica das subunidades do complexo IV (SVPA vs. HVPA;) e V (SVPA vs.
HVPA).

A VPA cronica nao induziu altera¢des significativas nas subunidades da
ETC.
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O programa de ET aumentou o0s niveis proteicos da subunidade do
complexo IV em ambos o0s grupos de animais (ST vs. SS; HT vs. HS) e do

complexo V, apenas nos animais sujeitos a dieta standard (ST vs. SS).
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Figura 3: Efeito da dieta, atividade fisica voluntaria e do treino aerdbio no contetudo proteico das subunidades dos
complexos da cadeia transportadora de eletrdes.
Os valores sdo médias + desvio padrdo da média. SS-Dieta standard sedentario; SVPA-Dieta standard e atividade

fisica voluntaria; ST-Dieta standard e treino aerébio; HS-HFD sedentério; HVPA-HFD e atividade fisica voluntaria; HT-
HFD e treino aerébio (P<0,05). a Significativo (p<0,05),efeito da dieta (D), do exercicio (E), interagdo entre dieta e

exercicio (DXE) ou a auséncia de diferengas (NS); bvs. SS; Cvs. SVPA,; dvs. ST; ©vs. HS; fvs. HVPA,; 9Ivs. HT.

A dieta, VPA e o ET nao induziram alteracdes significativas nos niveis
proteicos de ANT (Figura 3).

Os animais submetidos & HFD apresentaram uma diminuicdo na
expressdo de PGC1-a no grupo HT comparativamente ao ST, e de TFAM em
todos os grupos (HS vs. SS; HVPA vs. SVPA; HT vs. ST). Nao verificamos
alteracOes significativas no conteudo proteico de PGC1-a e de TFAM apos 17
semanas de VPA.

O ET reverteu a diminuicao induzido pela HFD na expresséo proteica de
PGC-1a (ST vs. SS; HT vs. HS) e de TFAM (ST vs. SS; HT vs. HS).
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A dieta e a VPA nao induziram alteracdes significativas no contetdo
proteico de SIRT3

Apo6s 8 semanas de ET verificamos uma diminuicdo do contetdo proteico
de SIRT3, nos animais sujeito a uma HFD (HT vs. HVPA).
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Figura 4: Efeito da dieta e do exercicio no contetido proteico de ANT, PGC-1a, TFAM e SIRT3.
Os valores sdo médias + desvio padrdo da média. SS-Dieta standard sedentario; SVPA-Dieta standard e atividade

fisica voluntaria; ST-Dieta standard e treino aerébio; HS-HFD sedentério; HVPA-HFD e atividade fisica voluntaria; HT-
HFD e treino aerébio (P<0,05). a Significativo (p<0,05),efeito da dieta (D), do exercicio (E), interagdo entre dieta e

exercicio (DxE) ou a auséncia de diferencas (NS); b vs. SS; Cvs. SVPA,; d vs. ST; € vs. HS; fvs. HVPA,; 9Iys. HT.
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6. Discussao dos Resultados

A obesidade atingiu propor¢cfes epidémicas e, conjuntamente com as
doencas associadas, tornou-se num dos maiores problemas de saude publica
da atualidade (WHO, 2013). O VAT tem sido reconhecido como o principal
interveniente no controlo dos processos (pato)fisioldgicos associados a
obesidade, como a resisténcia periférica a insulina, dislipidemias e diabetes
mellitus tipo 1l (Pedersen & Saltin, 2006). Tal como noutros tecidos, a atividade
metabdlica mitocondrial, bem como o conjunto de processos fisiologicos nos
guais o envolvimento da mitocondria é elevado, apresentam-se decisivas no
controlo das alteracdes, ndo s6 da bioenergética e do metabolismo celulares,
mas também nos destinos, dindmica, plasticidade, renovacdo e alteracao
fenotipica do tecido. Assim sendo, o estudo do metabolismo e funcéo
mitocondriais no tecido adiposo, quer na obesidade quer decorrente da
realizacdo de exercicio, tornou-se determinante na compreensdo dos
mecanismos associados a esta condi¢do patoldgica e a forma como ela pode
ser mitigada pelo exercicio fisico. No presente estudo, utilizamos as variacdes
de alguns biomarcadores proteicos da funcdo e metabolismo mitocondriais
para avaliar o efeito do exercicio na resposta do VAT de animais obesos (em
consequéncia da ingestdo de uma dieta rica em gordura). Efetivamente, a
expansdo excessiva do VAT parece estar associada a complicacdes ao nivel
mitocondrial, podendo levar a disfuncé&o mitocondrial no préprio tecido.

O desenvolvimento de modelos animais obesos tem sido util para
perceber os mecanismos envolvidos nesta patologia, assim como as potenciais
estratégias para prevenir e combater os seus efeitos adversos (Goncalves,
Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014). Assim, a nossa amostra foi
constituida por ratos Sprague Dawley macho, submetidos a dois tipos de dietas
isocaldricas ad libitium, uma dieta standard e uma HFD, sendo que a HFD foi
utilizada com o objetivo de induzir esteatose hepética ndo alcodlica (Lieber et
al., 2004). Optamos pela utilizacao de ratos, devido ao facto, de este animal ser
considerado um modelo adequado que mimetiza alteracbes estruturais e

funcionais observadas no humano (Monti et al., 1995). Utilizamos a estirpe
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Sprague Dawley, por ser uma estirpe indicada na literatura para a inducao da
referida condicdo patolégica a nivel hepatica e obesidade através de dietas
(Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014). Escolhemos
animais do sexo masculino de forma a evitar eventuais variagdes hormonais
passiveis de influenciar as defesas e a resposta metabdlica dos animais,
nomeadamente a concentracao de estrogénios (Lagranha et al., 2010).

A modificacdo dos estilos de vida com foco na atividade fisica tem sido
considerada como a primeira linha de tratamento contra a obesidade
(Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014). Contudo, o efeito
da atividade fisica em resposta as alteracdes induzidas por uma HFD na
mitocondria do VAT tem sido pouco estudado. No nosso trabalho, foram
utilizados dois modelos de exercicio: a VPA e o ET “forgcado” realizado em
tapete rolante. A VPA foi utilizada como estratégia de prevencdo contra 0s
efeitos deletérios associados a obesidade, enquanto que o ET foi utilizado
como estratégia terapéutica.

O objetivo do nosso estudo foi analisar o efeito da VPA e do ET
realizado em tapete rolante em biomarcadores de funcdo e biogénese
mitocondria do VAT em ratos submetidos a uma HFD.

Como referido, a dieta utilizada tem sido descrita como um modelo para
induzir esteatose hepatica ndo alcoolica (Lieber et al., 2004). Esta dieta induz
igualmente um estado de obesidade nos animais, 0 que se verificou pelo
aumento do indice de massa corporal e do indice de adiposidade visceral,
como anteriormente descrito noutros trabalhos (Baynard et al., 2012; da Luz et
al., 2011; Farias et al., 2012; Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et
al., 2014; Oliveira et al., 2011).

Em termos gerais, o protocolo de treino foi efetivo na promocdo de
adaptacdes a nivel do sistema cardiovascular e do metabolismo oxidativo
muscular esquelético, uma vez que se verificou um aumento do racio
coracao/peso corporal concomitante com o aumento da atividade da enzima
citrato sintase no muasculo solear dos animais sujeitos ao treino aerébio,

respetivamente (Ascensao et al., 2006).
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- Parametros anatomicos

A VPA nao preveniu o aumento de peso corporal nos animais sujeitos a
uma HFD, tal como se verificou noutros estudos (Fukao et al., 2010;
Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014), o que parece
estar associado com a baixa intensidade a que é realizada, ndo promovendo
assim alteracdes significativas no peso corporal (Irving et al., 2008). J& no que
respeita ao indice de adiposidade visceral, verificou-se uma diminuicdo do
mesmo, em linha com o que se tem verificado noutros estudos (Bradley et al.,
2008; Gollisch et al., 2009; Yan et al.,, 2012), o que sugere que a atividade
fisica voluntaria promove uma modelacdo positiva da adiposidade visceral
(Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Torrella, et al., 2014).

O ET promoveu uma diminuicdo do peso corporal, do indice de massa
corporal e do indice de adiposidade visceral dos animais submetidos a HFD,
em linha com o que se tem verificado noutros trabalhos (da Luz et al., 2011;
Speretta et al., 2012), embora existam alguns estudos onde estas alteracGes
ndo se verificaram (Baynard et al., 2012; Oliveira et al., 2011). A principal
explicagéo para esta diferenga de resultados parece ser a intensidade a que os
protocolos de treino foram realizados, visto que existem evidéncias de que s6
uma intensidade adequada de exercicio parece ser capaz de induzir

diminuicdes significativas nestes parametros anatomicos (Irving et al., 2008).

-Funcéo e biogénese mitocondrial

Tem sido descrito que o consumo de uma HFD pode levar a disfuncéo
mitocondrial em tecidos como o musculo esquelético (Sadler et al., 2012) e o
figado (Goncalves, Passos, Rocha-Rodrigues, Diogo, et al., 2014). A
mitocondria, tal como noutros tecidos, desempenha um papel importante no
VAT, nomeadamente, na diferenciagdo e maturacdo dos adipocitos (Wilson-
Fritch et al., 2003) no metabolismo energético (Cho et al.,, 2009; Patti &
Corvera, 2010), e na manutencdo do estado redox (Carriere et al., 2004).
Existem alguns trabalhos que sugerem que a expansdo excessiva do VAT,
caracteristico de uma situacdo de obesidade, leva a disfuncdo mitocondrial no
proprio tecido (Choo et al., 2006; Koh et al., 2007; Wilson-Fritch et al., 2004).
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Contudo, os mecanismos que levam a disfungcdo mitocondrial no VAT ainda
ndo estdo bem claros. Assim, no nosso trabalho, analisamos o efeito da HFD
na expressao proteica de subunidades dos complexos da ETC, ANT, TFAM, e
PGC1-a, tentando perceber a resposta do tecido a esta combinagdo de
estimulos (dieta hipercal6rica e gorda e exercicio fisico). Centramos 0 nosso
foco em marcadores associados a performance do sistema fosforilativo
(subunidades dos complexos da ETC e ANT), de biogénese mitocondrial
(TFAM, e PGC1-a) e da SIRT3, uma desacetilase que tem sido descrita como
um importante regulador metabdlico (Lombard et al., 2007).

Ao analisarmos a expressao proteica de importantes indicadores de
funcdo mitocondrial como subunidades dos complexos da ETC e o ANT néo
observamos alteracdes significativas no conteldo proteico de ANT e dos
complexos | a lll, mas verificamos que a HFD promoveu uma diminuicdo da
expressao proteica das subunidades dos complexos IV e V. Do nosso
conhecimento, ndo existe nenhum trabalho que tenha analisado a expresséo
proteica de subunidades dos complexos da ETC no VAT de animais sujeitos a
uma HFD. Contudo, Choo et al. (2006) observam uma perda do contetdo
mitocondrial em animais obesos ob/ob, o que pode sugerir que a disfuncdo
mitocondrial pode estar associada a disfuncao tecidual.

Para tentar perceber o efeito de uma HFD ao nivel da biogénese
mitocondrial no VAT, analisamos a expresséao proteica de PGC-1a e de TFAM,
dois reconhecidos biomarcadores. Atendendo aos nossos resultados, o
consumo de uma HFD parece levar ao comprometimento da biogénese
mitocondrial, visto que, o conteudo proteico de PGC-la e de TFAM se
apresentou diminuido nos animais sedentarios submetidos a esta dieta.

A VPA e o ET tém sido apontados como estratégias para mitigar, quer
prevenindo quer tratando os efeitos deletérios da obesidade. Contudo, existem
poucos trabalhos, que tenham estudado o efeito da VPA e do ET na
mitocondria de VAT. Estudos realizados em animais wildtype e OLEFT com
acesso a roda livre observaram um aumento do conteudo proteico de COXIV
(Laye et al., 2009; Ringholm et al., 2013) e de citocromo c (Laye et al., 2009) no

VAT, o que sugere que a VPA pode contribuir para o aumento do contetdo
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proteico do complexo IV. Contudo, no nosso trabalho ndo observamos
alteracOes induzidas pela VPA nos biomarcadores de funcéo mitocondrial.

O efeito do ET, na expressao proteica das subunidades do sistema de
OXPHOS no VAT tem sido pouco estudado. No nosso trabalho, observamos
um aumento do conteudo proteico das subunidades analisadas nos complexos
IV e V nos animais submetidos a uma dieta standard, apds 8 semanas de ET,
em linha com o estudo de Sutherland et al. (2009), os quais observaram um
aumento do conteudo proteico dos complexos Il e IV. Estes resultados
parecem sugerir que treino induz um incremento do fluxo metabdlico do tecido,
possivelmente ativando vias de sinaliza¢éo celular e mitocondriais conducentes
ao aumento da performance dos referidos complexos e, consequentemente, da
atividade da ETC.

Tal como se verificou nos animais submetidos a uma dieta standard, o ET
promoveu um aumento do conteldo proteico do complexo IV, nos animais
sujeitos a HFD, o que vai de encontro ao Unico estudo publicado até ao
momento que analisou o efeito do ET na expressdo proteica de subunidades
dos complexos da ETC no VAT de animais obesos, no qual foi observado um
aumento do contetudo proteico de COXIV (Hashimoto et al., 2013). Estes
resultados sugerem que o ET, ao promover um aumento do contetudo proteico
de importantes indicadores de funcdo mitocondrial, pode estar associado a
uma melhoria da fungéo mitocondrial no VAT.

Atendendo aos nossos resultados, € possivel observar que os dois
indicadores de biogénese mitocondrial analisados, PGC-1a e TFAM,
apresentaram um aumento pelo exercicio do conteudo proteico nos animais
submetidos a dieta standard. Do conhecimento, nenhum estudo até ao
momento analisou a expressao proteica de PGC-1a e TFAM no VAT de
animais ndo obesos. Contudo, um programa de ET aumentou a expressao de
genes que codificam a PGC-1a e o TFAM (Sutherland et al., 2009).

O Unico estudo, encontrado por nos (Hashimoto et al., 2013), que
analisou o efeito do exercicio no conteudo proteico de PGC-1a, em animais
obesos, observou apenas uma tendéncia para o aumento do contetdo proteico

de PGC-1a. Porém os resultados do nosso trabalho indicam que o exercicio
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aumenta o conteudo proteico de PGC-1a e de TFAM, o que em conjunto com o
aumento do conteudo proteico das subunidades do complexo IV pode sugerir
gue o treino aerobio aumenta a biogénese mitocondrial no VAT de animais
obesos submetidos a uma HFD. Parece ser importante referir que as variagdes
observadas resultaram da quantificacdo dos respetivos marcadores no
homogeneizado de VAT, tendo sido relativizados a expressdo de [-actina.
Contudo, tratando-se de proteinas ou subunidades proteicas mitocondriais e
perante a suspeita de incremento de biogénese deste importante organelo, é
possivel que as variagdes encontradas se devam ao incremento da rede
mitocondrial.

A SIRT3 é uma desacetilase localizada na membrana mitocondrial interna
(Shi et al.,, 2005) que tem sido descrita como um importante regulador
metabdlico (Lombard et al., 2007). Em animais com obesidade induzida por
uma HFD (Jing et al., 2011) observou-se uma diminuicdo da expresséo
proteica de SIRT3, no musculo esquelético, o que parece estar relacionado
com a disfuncdo mitocondrial e aumento do stress oxidativo (Jing et al., 2011).
Em oposicdo, numa situagéo de restricdo caldrica, verificou-se um aumento da
expressao proteica de SIRT3, no tecido adiposo branco (Shi et al., 2005), e no
musculo esquelético de animais com acesso a roda livre (Palacios et al., 2009).
Do nosso conhecimento, ndo existem estudos que tenham analisado a
expresséo proteica de SIRT3 numa situagdo de excesso de fornecimento de
energia, como a submissdo a uma HFD, no VAT, assim, propusemo-nos a
fazer esta analise mas ndo encontramos alteracfes significativas no que diz
respeito ao efeito da dieta, bem como da VPA. Contudo, contrariamente ao que
esperdvamos o ET promoveu uma diminuicdo da expressao proteica de SIRT3
nos animais sujeitos a uma HFD. Novos estudos deverdo ser realizados para

melhor compreender a modelacéo induzida pelo ET na expresséo de SIRT3.
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7. Conclusodes

Em termos gerais, os resultados do presente trabalho sugerem que o ET
parece representar um estimulo promotor de alteragbes na composicao
corporal e na bioenergética mitocondrial do VAT.

Paralelamente com a diminuicdo do indice de adiposidade, o ET parece
ter promovido incrementos na expressdo de subunidades dos complexos
proteicos da ETC mitocondrial bem como na expressédo de TFAM e PGC-1aq,
importantes marcadores de biogénese mitocondrial.

E possivel que esta adaptacdo conducente ao incremento da massa
mitocondrial do VAT possa ser considerada um dos mecanismos pelos quais o
exercicio fisico apresenta um carater modelador do fendtipo do VAT na
obesidade, podendo constituir-se como um mecanismo alvo na prevencéo e
terapéutica da doenca.

Dadas as diferentes fun¢cbes da mitocéndria, ndo s6 na bioenergética
celular, mas também na diferenciacao, plasticidade e destinos teciduais, futuros
estudos deverdo ser perseguidos no sentido de perceber se o aumento da
massa mitocondrial com o exercicio se constitui benéfica para a patologia pela
possibilidade de aumento do dispéndio energético do tecido ou, por outro lado,
pela sua influéncia no controlo da diferenciacdo, renovacdo e mecanismos de

morte celular.
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