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RESUMO

A maior quantidade de dcidos graxos livres e de citocinas pré-inflamatérias plasmatica
presentes na obesidade, podem desencadear a resisténcia a insulina, dentre outros fatores, pela
fosforilacdo inibitdria do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), via ativagcdo de quinases
relacionadas ao estresse, como a quinase C-jun N-terminal (JNK). Em obesos, a resisténcia a
insulina correlaciona-se com alteracdes do sistema imune, € com a baixa expressdo da
proteina de choque térmico de 72kDa (Hsp72) e aumento da ativacdo da JNK no musculo
esquelético. Considerando que o exercicio fisico aerébico promove melhora da sensibilidade a
insulina e tem um efeito anti-inflamatério. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de
uma sessdo de exercicio fisico aerébico na expressdo da HSP70, ativacio da JNK e

fosforilagdio do IRS-1 no residuo de serina 612 (IRS-1 ser®"?

) no miusculo esquelético de
obesos. Além disso, foi avaliada a frequéncia dos linfécitos T auxiliares (CD4") e citoliticos
(CD8") e das subpopulagdes de mondcitos cldssicos (CDI147"CDI16), intermedidrios
(CD14""CD16") e ndo classicos (CD14"CD16™). Os participantes do estudo (n=27) foram
alocados em trés grupos experimentais (eutroficos sensiveis a insulina, obesos sensiveis a
insulina, obesos resistentes a insulina) de acordo com a classificacdo do estado nutricional, de
acordo com o indice de massa corporal e presenca ou ndo de resisténcia a insulina, definida
pelo modelo de avaliacio da homeostase (HOMAI1-IR). Amostras de sangue venoso e do
musculo vasto lateral foram obtidas antes e apds uma sessdo de exercicio fisico aerdbico
realizado a 60% do VO;pico,em cicloergdmetro, com duragdo de 60 minutos. Para avaliar a
frequéncia das diferentes populagdes de mondcitos e linfocitos T circulantes utilizou-se a
citometria de fluxo. As andlises da expressao da HSP70, ativacdo da JNK e fosforilacdo do
IRS-1 ser®'? no misculo esquelético foram feitas pelo procedimento de western blot. Nossos
resultados demonstraram que obesos resistentes a insulina apresentam uma maior frequéncia
de mondcitos intermedidrios e maior fosforilagio do IRS-1 ser®'* comparado aos eutréficos,
maior ativacdo da JNK e menor expressao da HSP70 em relacdo aos demais grupos. Apés 1
hora do término da sessdo de exercicio aerdbico houve reducdo da frequéncia dos mondcitos
intermedidrios (CD14"™"CD16") e dos linfécitos auxiliares (TCD4") circulantes.
Adicionalmente, a sessdo de exercicio induziu no musculo esquelético maior expressdo da
HSP70, reducio da fosforilacdo do IRS-1 ser®'? nos grupos de individuos obesos e menor
atividade da JNK nos obesos resistentes a insulina. Conclui-se que uma sessdo de exercicio

aerobico promove alteragdes que caracterizam reducdo da inflamacio e/ou estresse celular,



que podem contribuir para a modulagcdo da sensibilidade a insulina promovida pelo exercicio

fisico.

Palavras-chave: Obesidade, resisténcia a insulina, exercicio, proteina de choque térmico 72,

monocitos.



ABSTRACT

The great amount of free fatty acids and proinflammatory cytokines present in obese
individuals may trigger insulin resistance, through the inhibitory phosphorylation of insulin
receptor substrate 1 (IRS-1), via activation of kinases related to stress, such as kinase C-Jun
N-terminal (JNK). In obese individuals, insulin resistance correlates with alterations of the
immune system and lower expression of the heat shock protein of 72kDa (Hsp72) and
increased activation of JNK in skeletal muscle. Considering that aerobic exercise improve
insulin sensitivity and has an anti-inflammatory effect, the purpose of this study was to
evaluate the effects of a bout of aerobic exercise in the expression of HSP70, activation of
JNK and phosphorylation of IRS-1 in serine residue 612 (IRS-1 ser612) in skeletal muscle of
obese patients. Furthermore, we assessed the frequency of helper T lymphocytes (CD4 +) and
cytolytic (CD8 +) and subpopulations of classical (CD14 + + CD16-), intermediate (CD14 +
+ CD16 +) and non-classical (CD14 + CD16 + +) monocytes. Study participants (n = 27)
were divided into three experimental groups (eutrophic sensitive to insulin, insulin-sensitive
obese, insulin-resistant obese) according to the classification of nutritional status, according to
the body mass index, and the presence or absence of insulin resistance, defined by the
homeostasis assessment model (HOMA1-IR). Venous blood and vastus lateralis samples were
obtained before and after a bout of aerobic exercise performed at 60% of VO,peak on a cycle
ergometer, lasting 60 minutes. To assess the frequency of the different populations of
monocytes and T lymphocytes circulating we used flow cytometry. Analyses of of HSP70
expression, JNK activation and IRS-1 phosphorylation of ser612 in skeletal muscle were
performed by western blot. Our results showed that obese insulin resistant subjects have an
increased frequency of intermediate monocytes and higher phosphorylation of IRS-1 ser612
compared to normal weight individuals, and greater activation of JNK and lower expression
of HSP70 than the other two groups. 1 hour after the exercise bout, we observed reductions on
the frequency of intermediate circulating monocytes (CD14 + + CD16 +) and helper cells
(CD4 +). Additionally, the exercise bout induced in the skeletal muscle higher expression of
HSP70, decreased phosphorylation of IRS-1 ser612 in the obese groups and lower activity of
JNK in the obese insulin resistant individuals. It is concluded that a bout of aerobic exercise
promotes changes that characterize reduction of inflammation and / or cellular stress, which

may contribute to the modulation of insulin sensitivity promoted by exercise.



Keywords: Obesity, insulin resistance, exercise, heat shock protein 70, monocyte.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia a insulina € caracterizada por reducao da resposta dos tecidos sensiveis a
insulina, em que as concentracdes fisioldgicas deste hormonio ndo sdo suficientes para induzir
seus efeitos metabdlicos. Uma hiperinsulinemia compensatdria seria a primeira fase do
distirbio glicémico, que pode progredir para o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (SCHENK
et al., 2008; STUMVOLL et al., 2005). O mecanismo de desenvolvimento da resisténcia a
insulina induzida pela obesidade ndo é totalmente compreendido. Sugere-se que a expansao
do tecido adiposo, que resulta em maior liberacdo de dcidos graxos e de adipocinas com ac¢ao
pré-inflamatéria, poderiam estar envolvidos na fisiopatologia da resisténcia a insulina
(OLEFSKY e GLASS, 2010; WISSE, 2004) e que células do sistema imune também
participariam desse processo (CANCELOO et al., 2005). Entre os mecanismos propostos
estdo o efeito dos 4cidos graxos livres e adipocinas pré-inflamatdrias, que ativam vias de
sinalizacdo envolvidas na promog¢do da fosforilacdo de residuos de serina, do substrato do
receptor de insulina 1(IRS-1), através da acdo de quinases, desencadeando a resisténcia a
insulina (SCHENK et al., 2008). Algumas quinases que desempenham esse papel incluem a
quinase C-jun N-terminal (JNK), a proteina quinase C (PKC) e a quinase do inibidor do fator
nuclear kB (IKK) (HOTAMISLIGIL, 2010; SCHENK et al., 2008; SCHMITZ-PEIFFER et
al., 1997).

Existem vdrias estratégias terapéuticas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas que sao
utilizados no intuito de se restaurar a sensibilidade a insulina em individuos obesos.
Interessantemente, alguns estudos t€ém reportado que a inducdo, no musculo esquelético, de
uma proteina da familia de proteinas de choque térmico (HSP), a proteina de choque térmico
72 (Hsp72), atua nesse sentido (CHUNG et al., 2008; GUPTE et al., 2009). Esses estudos
reportaram que a induc¢do dessa proteina pela exposi¢do ao calor, assim como por
manipulagdes genéticas e farmacoldgicas estariam relacionadas com um aumento da
sensibilidade a insulina e menor atividade da JNK e IKK, evidenciando um possivel papel da
Hsp72 na modulacdo a sensibilidade a insulina. Um suporte para essa hipdtese € o fato de
diabéticos e obesos resistentes a insulina apresentarem menor expressdo dessa proteina no

musculo esquelético (BRUCE et al.,2003; CHUNG et al., 2008; KURUEZ et al., 2002).

Adicionalmente, tem sido estabelecido na literatura que o exercicio fisico é uma

ferramenta eficiente na melhora da sensibilidade a insulina, tanto agudo ou cronico
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(GARETTO et al., 1984; RICHTER et al., 1984), embora ndo seja totalmente compreendido
o mecanismo de seu efeito. Considerando que exercicio fisico atua sobre células do sistema
imune (YATES et al., 2008; BALDUCCII et al., 2009) e induz a expressdao muscular da
Hsp72 (LIU et al., 1999; THOMPSON et al., 2003), poderiamos propor a participacdo de
células do sistema imune e dessa proteina no mecanismo de melhora da sensibilidade a
insulina promovida pelo exercicio. Apesar dessas evidéncias, ndo hd na literatura estudos que
mostrem se uma sessdo de exercicio fisico em obesos resistentes a insulina modularia a
frequéncia de células do sistema imune e a expressao muscular da Hsp72, assim as quinases
envolvidas na inibi¢do da via de sinalizac¢do da insulina pela fosforilagdo de residuos de serina

do IRS-1.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidades: epidemiologia e etiologia

A obesidade, definida como o excesso de gordura corporal, é considerada uma
epidemia mundial. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2011), em 2008, 1,5
bilhao de adultos, com 20 anos ou mais, estavam acima do peso (IMC >25 kg/mz). Destes,
mais de 200 milhdes de homens e quase 300 milhdes de mulheres foram classificados como
obesos (IMC > 30 kg/m?). As projecdes para 2015 sdo de aproximadamente 2,3 bilhdes de
adultos com sobrepeso e 700 milhdes com obesidade (OMS, 2011).

De acordo com o monitoramento de fatores de risco e protecdo para doencas cronicas
ndo transmissiveis por meio de inquérito telefonico (BRASIL, 2011), o excesso de peso ja
atinge 48,1% dos brasileiros e a obesidade 15%. De forma mais detalhada, os dados da
Pesquisa de Orcamentos Familiares (2008-2009) (IBGE, 2010) mostram que em 2008, o
excesso de peso atingiu 33,5% das criangas de cinco a nove anos, sendo que desse total 16,6%
dos meninos e 11,8% das meninas estavam obesos. O aumento de peso em adolescentes de 10
a 19 anos foi continuo nos ultimos 34 anos. No gé€nero masculino o excesso de peso passou
de 3,7% para 21,7% e no feminino de 7,6% para 19,0%. Na populacido de 20 anos ou mais o
excesso de peso quase triplicou entre homens, de 18,5% em 1974-75 para 50,1% em 2008-09.
Nas mulheres, o aumento foi menor: de 28,7% para 48%. Ja a obesidade cresceu mais de
quatro vezes entre os homens, de 2,8% para 12,4% e mais de duas vezes entre as mulheres, de

8% para 16,9% (IBGE, 2010).

Embora o aumento na prevaléncia da obesidade nas tultimas décadas ndo possa ser
explicado por mudangas no pool genético humano, varidveis genéticas que estavam
anteriormente silenciadas poderiam se manifestar. Influéncias ambientais, juntamente com a
susceptibilidade genética, seriam a base do aumento da prevaléncia da obesidade (WEINSIER
et al., 1998). Acredita-se que mudangas no padrdo alimentar e no gasto energético estejam
entre os principais fatores que contribuem para a etiologia da obesidade. A mudanca
comportamental, no ambito do padrdo alimentar, inclui o aumento na ingestao de lipidios de
origem animal, acucares e baixo consumo de cereais e fibras (KOPELMAN, 2000).
Paralelamente, a diminui¢do do gasto energético relacionada as atividades fisicas didrias pode
ser o fator mais importante que contribui para o aumentodo peso corporal nos paises

ocidentalizados (WEINSIER et al., 1998).



19

2.2 Obesidade como fator de risco para resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2

A obesidade esté relacionada com risco aumentado de mortalidade e morbidade por
doencas cardiovasculares (MANSON ef al., 1990; KANNEL et al., 2002 e MACHOVA et
al., 2007), alguns tipos de céanceres (POLESEL et al., 2009; SIEGEL et al., 2010),
desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM2 (COLDITZ et al., 1990; SASAI et al.,
2010).

Mizuno (2010) investigou as principais co-morbidades associadas a obesidade no
periodo de 1998 a 2009, no Brasil. Essa andlise foi feita a partir das informac¢des de satude
sobre morbidade hospitalar no Sistema Unico de Satide (SUS). Em relacio ao nimero de
internagdes relacionadas a obesidade, observou-se um aumento continuo com o decorrer dos
anos, que passaram de 292 internacdes em 1998, a 37.906 internagdes, em 2009. Apenas a
condicdo de obesidade foi responsdvel por 17% do total das internacdes hospitalares
realizadas no sistema publico de satide ao longo do periodo estudado. Destaca-se que o
diabetes mellitus representou a principal causa de internag¢ao atribuivel a obesidade (1998 a

2009).

De acordo com Blackburn et al. (2005), adultos obesos tém risco de 50% a 100%
maior de morte prematura em comparacao com adultos com um IMC entre 20 e 25 kg/mz. Os
autores ressaltam que aproximadamente 80% dos adultos com DM2 estdo com sobrepeso ou
obesidade. Colditz et al. (1990) reportaram a partir de um estudo de corte prospectivo (1976-
1990) que o IMC foi um preditor de risco dominante para o DM2, e mulheres que perderam

mais de 5 kg reduziram o risco de DM2 em 50% ou mais.

Sugere-se que a resisténcia a insulina seja um fator primario no desenvolvimento do
DM2. Na presenca de obesidade e histdrico familiar de diabetes pode-se observar um quadro
de resisténcia a insulina prévio ao diagndstico do DM2. Individuos resistentes a insulina sdo
inicialmente normoglicémicos devido a producdo aumentada de insulina pelo pancreas
(CEFALU, 2001). A resisténcia a insulina a longo prazo e a hipersecrecao desse hormdnio
podem levar a faléncia das células beta pancreaticas (STUMVOLL et al., 2005). Os estdgios
iniciais dessa faléncia consistem em intolerdncia a glicose, que podem progredir para

hiperglicemia e DM2 (KALUPAHANA et al., 2012).

2.3 Inflamacao cronica de baixo grau na obesidade: papel das células imunolégicas
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A obesidade € caracterizada pela presenca de uma inflamacao cronica, subclinica, de
baixo grau, que parece ser iniciada no tecido adiposo. Esse tecido ndo € considerado somente
um deposito de gordura, mas também um 6rgao que secreta dcidos graxos e uma variedade de
polipeptideos denominados adipocinas, que podem funcionar de modo enddcrino ou paracrino
(OLEFSKY e GLASS, 2010). Alguns exemplos desses polipeptideos sdo o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-1p (IL-1B), a leptina, a
adiponectina, a resistina, o antagonista do receptor da interleucina 1 (IL-1Ra) e o fator

inibitério da migracao de macréfagos 1 (MIF-1) (WISSE, 2004).

Tem sido mostrado que na obesidade ocorre um aumento de alguns peptideos pro-
inflamatérios no tecido adiposo e na circulagdo. Hotamisligil er al. (1995) encontraram que
individuos obesos expressavam 2,5 vezes mais o RNAm para TNF-a no tecido adiposo,
quando comparados a individuos magros. Xu et al. (2003) reportaram que genes relacionados
a inflamagdo sao superexpressos no tecido adiposo de animais com obesidade induzida

geneticamente ou por dieta rica em gordura.

Neste contexto, Dandona et al. (1998) observaram niveis plasmaticos aumentados de
TNF-a em obesos, que foram reduzidos apds perda de peso. J4 Park er al., (2005) também
verificaram que individuos obesos apresentavam valores plasmaticos aumentados de TNF-a e
de outros peptideos pré-inflamatérios, como proteina C reativa (PCR) e IL-6. Além disso, foi
observado reducao da producdo da adiponectina em individuos obesos, que € considerada um

fator anti-inflamatoério (STEFAN et al., 2002).

Esse quadro inflamatério de baixo grau descrito no tecido adiposo de obesos é
explicado ndo somente pela secrecdo de substiancias inflamatérias pelo préprio adipdcito
(TRAYHURN e WOOD, 2004; ROSEN e SPIEGELMAN, 2006), mas também por uma
maior infiltracdo de células do sistema imunoldgico nesse tecido. Entre as células que
infiltram o tecido adiposo, os macrofagos sdo funcional e numericamente dominantes
(JUSTIN et al., 2007, ODEGAARD e CHAWLA, 2011). Em animais eutréficos,
aproximadamente 10 a 15% das células do tecido adiposo expressam o marcador de
macréfagos F4/80, enquanto 45 a 60% das células no tecido adiposo de animais obesos sao
F4/80", indicando que a obesidade substancialmente altera a relacdo macréfagos/adipdcitos
(WEISBERG et al., 2003; CINTI et al., 2005).

Indmeras teorias t€ém sido propostas para explicar a maior infiltragcdo de macréfagos no

tecido adiposo de obesos (HEILBRONN e CAMPBELL, 2008). Estudos realizados em
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animais mostram que o aumento da massa do tecido adiposo, sem um aumento concomintante
no suporte vascular pode provocar hipdxia tecidual e, consequentemente, morte celular. Como
resultado ocorre ativagdo do fator induzivel por hipdxia 1 e de genes inflamatérios (YE et al.,
2007), que funcionam como um gatilho para a inflamacdo do tecido adiposo. Além disso,
acredita-se que o recrutamento de macréfagos ocorra em resposta a sinalizacdo alterada de
adipocinas: reducdo da adiponectina e aumento da leptina e de fatores envolvidos no
recrutamento de macrofidgos como o fator estimulador de col6nia-1 (CSF-1), proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e MIF-1 (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005; XU et
al., 2003).

A obesidade parece estar associada ndo apenas ao aumento do nimero de macréfagos
no tecido adiposo (CANCELOQOO et al., 2005), mas também a mudanca no estado de ativagdo
destas células do fendtipo M2 para M1. Os macréfagos M1 produzem citocinas pro-
inflamatérias como IL-1f, IL-6 e TNF-a, assim como, IL-12 e IL-23, e derivados oxidativos
do 6xido nitrico e do oxigénio. Ja as células de fenétipo M2 apresentam um perfil menos
inflamatorio,expressam arginase e produzem altos niveis de IL-10 e de IL-1Ra, e baixos

niveis de IL-12 e IL-23 (MANTOVANI ef al., 2005; NGUYEN et al., 2005).

Recentemente foi demonstrado que a frequéncia de macréfagos M1 no tecido adiposo
subcutaneo de individuos com obesidade moérbida € 4 vezes maior comparado com individuos
eutréficos, e que a perda de peso resulta em uma redugdo concomitante de macréfagos M1 e
aumento de células M2 (ARON-WISNEWSKY er al., 2009). A aquisi¢do e manutencao do
fendtipo M1 em macréfagos recrutados para o tecido adiposo em animais obesos parecem
envolver uma série de mediadores como as adipocinas, condi¢des de hipoxia, presenca de
lipopolissacarideo (LPS) e 4cidos graxos (NGUYEN et al., 2005; MURDOCH et al., 2008;
ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

Os macrofagos nao sao as unicas células do sistema imunolégico que contribuem para
a inflamacdo no tecido adiposo. A participagdo de outras populagdes tem sido investigada,
como os linfécitos T auxilares (CD3"CD4") e citoliticos (CD3*CD8"). Os linfécitos T CD4*
apresentam dois fenodtipos distintos (Thl e Th2). As células Thl secretam citocinas pro-
inflamatérias como interferon-gama (IFN-y) e promovem uma resposta imune mediada por
células. As células anti-inflamatérias Th2 produzem IL-4 e IL-3 e contribuem para a resposta
imune humoral. J4 os linfécitos T CD8"estdo envolvidos no reconhecimento e eliminagio de
células cancerosas e infectadas por virus (MOSRNANN e COFFMAN, 1989; MOSMANN e
SAD, 1996).
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Winer et al. (2009), demostraram que, em animais magros, ambas as células Thl e
Th2 estdao presentes no tecido adiposo em propor¢des semelhantes, enquanto que a obesidade
induzida por dieta provoca um aumento no nimero de linfécitos Thl, sem modificacdes nas
células Th2. Nishimura et al. (2009) reportaram, em animais com obesidade induzida por uma
dieta rica em gordura, um grande ndmero de células T CD8" infiltradas no tecido adiposo
epididimal, enquanto que o ndimero de células T CD4" e células T reguladoras estavam
diminuidas. Além disso, estes autores observaram que o actimulo de células T CD8" precedia
a infiltracio de macréfagos, e dessa forma, as células T CD8" teriam um papel essencial na
iniciacdo e propagacdo da inflamagdo do tecido adiposo. Essas alteragdes favorecem a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias, que poderiam desempenhar um papel importante na
determinac¢do do fen6tipo M1-M2 dos macréfagos do tecido adiposo (KALUPAHANA et al.,
2012).

As alteracoes imunoldgicas no contexto da obesidade ndo se restringem ao tecido
adiposo e vdrios estudos tém avaliado a expressdo e/ou funcdo das células circulantes.
O’Rourke et al. (2005) avaliaram a frequéncia de diferentes subpopulacdes leucocitarias em
células mononucleares do sangue periférico e reportaram uma maior frequéncia de linfécitos
CD3"CD4" e redugio na frequéncia de linfécitos CD3*CD8" , ao se comparar individuos
obesos (IMC>35) com eutréficos. Weerd et al. (2012), ao analisarem a frequéncia de células
T CD4', encontraram um aumento das mesmas nos individuos obesos mérbidos e ndo
reportaram diferenga na frequéncia das células T CDS8". Esses autores, ao avaliarem a
atividade efetora das células T CD4" (estimuladas com phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) e ionomicina), observaram que o ndmero de células produtoras de IL-4 (Th2) foi
similar entre os grupos, enquanto o nimero de células produtoras de IFN-y (Thl) foi

aumentado nos obesos.

Adicionalmente, alguns estudos avaliaram a frequéncia de outra subpopulacdo de
leucécitos circulantes em obesos, os mondcitos. Essas células apresentam grande diversidade
fenotipica e funcional (NORRIS et al., 1979; WANG et al., 1992; GRAGE-GRIEBENOW et
al., 2001). A diferenca da expressdao do co-receptor de LPS (CD14) e do receptor de FC tipo
III (CD16) tem sido utilizada para distinguir as diferentes populagdes de mondcitos
(PASSLICK et al., 1989). Aproximadamente 90% dos mondcitos consistem em células
CD14™CD16°, denominados mondcitos classicos. O restante consiste em outras duas
subpopulagdes que expressam CD16, mas tém diferentes niveis de expressdo de CD14:

mondcitos intermedidrios (CD14™CD16") e mondcitos ndo cldssicos (CD14"CD16%)
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(ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Uma maior frequéncia de mondcitos CD16" tem
sido reportada em diferentes doencas, principalmente em infec¢cbes ou condig¢des
inflamatorias (FINGERLE et al., 1993; KAWANAKA et al., 2002; CASTANO et al., 2011).
Essa subpopulacio (CD16") é geralmente denominada de mondcitos inflamatérios em funcio
da capacidade de produzir quantidades elevadas de TNF-a e IL-1p (FRANKENBERGER et
al., 1996; BELGE et al., 2002). No estudo de Poitou et al., (2011) foi reportado que a
frequéncia das subpopulagdes de mondcitos CD16* (intermedidrios e ndo cldssicos) é
aumentada em obesos, com um incremento maior da subpopulagio CD14"CD16™ em obesos

diabéticos.

Esses estudos mostram que existe na obesidade uma inflamacao cronica de baixo grau
no tecido adiposo, que pode ser refletida por alteragdes importantes no niimero € no fenétipo
de linfdcitos circulantes e mondcitos. Esses achados, em conjunto, sugerem que o sistema
imunolégico responde a obesidade e estd envolvido no desenvolvimento da inflamacdo de

baixo grau observada nesta condic¢ao.
2.4 Mecanismos moleculares de resisténcia a insulina induzida pela obesidade

A insulina participa de varios processos celulares como o metabolismo da glicose,
proteinas e lipidios, crescimento e diferenciacdo celular, dentre outros (PESSIN e SALTIEL,
2000) (FIGURA 1). Umas das agdes da insulina é aumentar o transporte de glicose nos
tecidos muscular e adiposo, promovendo a translocagdo do transportador de glicose 4 (GLUT-
4). A sinalizacdo intracelular da insulina inicia-se com a sua ligacdo ao receptor de insulina
(IR). O IR apresenta atividade tirosina quinase intrinseca e € autofosforilado quando ligado a
insulina. Em sequéncia, o IR fosforila residuos de tirosina de varios substratos protéicos,
dentre esses a familia dos substratos do receptor de insulina (IRS), Shc e Cbl (PESSIN e
SALTIEL, 2000). O IRS-1 é um dos principais substratos do receptor de insulina. A
fosforilagdo em tirosina do IRS-1 cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo
dominios com homologia a Src-2 (SH2), como a fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K).

O IRS-1 fosforilado associa-se, dessa forma, com a subunidade regulatéria p85 da
PI3K e esta interacdo recruta a subunidade catalitica pl110 da PI3K para a membrana
plasmaética, resultando na formagdo do segundo mensageiro fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PIP3). Como resultado, ocorre a ativagdo da quinase dependente de fosfoinositideos-
1(PDK1), que promove a ativagdo da proteina quinase B (Akt/PKB) por meio da fosforilacdo

de um residuo de treonina em seu sitio ativo. A Akt/PKB ativada fosforila e inativa seu
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substrato de 160 kD (AS160), uma proteina que apresenta um dominio GAP (GTPases
activating protein) especifico para proteinas reguladoras do trifego de vesiculas (Rab).
Quando o dominio GAP da AS160 ¢ inibido, ocorre a conversdo das Rabs em suas formas
ativas levando a reorganizagdo do citoesqueleto e translocacdo do GLUT-4 para a membrana
da célula, aumentando assim a captacdo de glicose pelas células dos tecidos adiposo e
muscular (WATSON e PESSIN, 2007). Adicionalmente a fosforilacdo do proto-oncogene Cbl
funciona como um segundo sinal para a translocacdo da proteina GLUT-4, em paralelo a
ativacdo da via da PI3K (RIBON et al, 1997). O Cbl estd associado com a proteina
adaptadora CAP. Esse complexo quando fosforilado migra para a membrana celular e interage
com a proteina CrklIl, que também estd constitutivamente associada com a proteina C3G. A
C3G, uma proteina trocadora de nucleotideos, catalisa a troca de GDP por GTP da proteina

TC10, ativando-a e gerando o sinal para a translocacdo do GLUT-4 (BAUMANN et al.,

2000).
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Figura 1- Via de sinalizacdo da insulina. O receptor de insulina quando ativado promove a fosforilacdo de
residuos de tirosina de vdrios substratos protéicos, como do IRS, Shc e Cbl, resultando na ativacdo de vias de

sinalizacdo intracelular como PI3K, cascata da MAPK e CAP/Cbl. Adaptado de Saltiel e Kahn (2001).

A obesidade pode induzir um estado de resisténcia a insulina, em que concentracdes
fisioldgicas de insulina ndo sdo suficientes para induzir o efeito metabdlico nos tecidos
sensiveis a esse hormonio. Como conseqiiéncia, o individuo desenvolve uma hiperinsulinemia

a fim de compensar a redu¢do na captacio de glicose pelos tecidos muscular e adiposo, do
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aumento da gliconeogénese hepdtica e da liberagdo de acidos graxos pelo tecido adiposo

(SCHENK et al., 2008; STUMVOLL et al., 2005).

Como revisado por Taniguchi, Emanuelli e Kahn (2006) a fosforilacdo de residuos de
serina do IRS-1 estd aumentada em estados de resisténcia a insulina, e poderia ter um papel na
patogénese desse quadro. Existem mais de 70 residuos de serina no IRS-1 que podem ser
fosforilados e regular negativamente a sinalizacdo da insulina. O mecanismo pelo qual a
fosforilagdo de residuos de serina altera a fun¢do do IRS-1 ndo € conhecido. Uma
possibilidade € que a serina fosforilada interfere com a fun¢do do dominio funcional do IRS-1
no qual ela reside. A fosforilacdo da serina 307 do IRS-1, que € localizada no dominio PTB
(dominio de ligacao a fosfotirosina) impede a interacao entre o receptor de insulina e o IRS-1
(AGUIRRE et al., 2000). J4 a fosforilacdo da serina 612 inibe a fosforilagdo da tirosina do
IRS-1 induzida pela insulina e a sua associa¢do com a PI3K (De FEA e ROTH , 1997).

A fosforilagdo inibitéria do IRS-1 pode ser promovida pela acdo de algumas quinases
como a JNK e IKK, bem como a PKC, quinase p70S6 (p70S6K), proteina alvo da rapamicina
em mamiferos (mMTOR) e quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (HOTAMISLIGIL,
2010). As JNKs, também chamadas de proteinas ativadas pelo estresse (SAPKSs), consistem
de 10 isoformas derivadas a partir de 3 genes: JNKI1 (4 isoformas), JNK2 (4 isoformas) e
JNK3 (2 isoformas). JNK1 e JNK2 sdo expressas em todos os tecidos, enquanto a JNK3¢é
expressa principalmente no cérebro, mas também no coracao e nos testiculos (TARANTINO
e CAPUTI, 2011). As JNKs sao ativadas por dupla fosforilacdo pelas quinases das MAPKs
(MAPKKSs), MKK4 e MKK7 (WESTON e DAVIS, 2007). De acordo com uma recente
revisao (VALLERIE e HOTAMISLIGIL, 2010) a JNK pode ser ativada por diversos
estimulos, como citocinas inflamatdrias, dcidos graxos livres, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e estresse do reticulo endoplamdstico. Alguns estudos t€ém apontado uma correlacao
positiva entre a ativacdo da JNKI1 e resisténcia a insulina. Chung et al. (2008) observaram
uma maior ativagdo da JNK1/2 no musculo esquelético de individuos obesos resistentes a
insulina comparado com individuos eutréficos sauddveis. Adicionalmente foi reportado que
na obesidade induzida pela dieta, ou por manipulacdo genética em camundongos, a JNK1 no
tecido adiposo € superativada e pode interferir na sinalizacdo do metabolismo da glicose
(HIROSUMI et al., 2002). Nesse mesmo estudo, camundongos JNK1°/" foram protegidos da

resisténcia a insulina induzida pela dieta.
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Existem duas hipdteses principais para explicar o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, no musculo esquelético, induzida pela obesidade: a inflamacdo de baixo grau e a
sobrecarga lipidica (TAUBES, 2009). Ambos os mecanismos promovem a fosforilagdo
inibitéria de residuos de serina do IRS-1, através da acdo de quinases, desencadeando a
resisténcia a insulina. Na hip6tese da obesidade associada a inflamacdo de baixo grau,
citocinas inflamatdrias liberadas pelo tecido adiposo, como TNF-a, IL-1p e IL-6 podem se
ligar a receptores especificos na membrana muscular resultando na ativacdo da JNK
(TAUBES, 2009). Alguns estudos demonstram essa relacdo entre adipocinas/citocinas e
midcitos e o desenvolvimento da resisténcia a insulina (KAMEI et al., 2006; SELL et al.,
2009). No estudo de KAMEI et al. (2006) foi reportado que camundongos knockout para
MCP-1 apresentaram melhora da resisténcia a insulina e a super-expressao do MCP-1 no
tecido adiposo desencadeou resisténcia a insulina no musculo esquelético. Ja Del Aquila et al.
(1999) demonstraram que o aumento do TNF-o promoveu resisténcia a insulina em células
musculares C2C12,evidenciada pela inibi¢do da ativacdo PI3K mediada pelo IRS-1 e IRS-2.

Ao se considerar a sobrecarga lipidica, acredita-se que a ndo inibicao da lipdlise, que
acontece no tecido adiposo resistente a insulina, aumenta a taxa de dcidos graxos plasmaéticos
livres. A maior disponibilidade de acidos graxos livres pode aumentar a quantidade de
gordura ectopica em outros locais que ndo o tecido adiposo, como no musculo esquelético, e
os metabdlitos desses lipidios estariam envolvidos com o desenvolvimento da resisténcia a
insulina nesse tecido (UNGER et al., 2000). Esses depdsitos de lipidios geram metabdlitos
bioativos como o diacilglicerol e as ceramidas, que podem ativar a PKC (SCHMITZ-
PEIFFER et al., 1997; ITANI et al., 2005) e as quinases IKK e JNK. Yu et al. (2004) a partir
de estudos in vitro e com animais, demonstraram que o aumento das concentragdes de acidos
graxos plasmaticos resultou em aumento das concentragdes de acil-CoA e diacilglicerol,

desencadeando a ativacao da PKC-6 e consequente fosforilagao inibitéria do IRS-1 (Ser1101).

2.5 Hsp72 e sensibilidade a insulina

As proteinas de choque térmico (heats hock proteins, HSP) consistem em uma familia
de proteinas presentes em células eucaridticas e procaridticas que atuam em diversos
processos celulares. As HSPs foram descritas em células de glandulas salivares de Drosophila
expostas ao estresse térmico (TISSIERES, 1974). Como revisado por Kiang e Tsokos (1998)
outros fatores, além do choque térmico, podem induzir a sintese dessas proteinas, como

andlogos de aminodcidos e glicose, metais pesados, estimuladores da PKC, agentes que
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elevam a concentragdo intracelular de cdlcio, isquemia, infec¢des, 6xido nitrico, hormonios e
antibidticos. Essas proteinas sdo agrupadas em familias de acordo com sua sequéncia de
aminodcidos e com seu peso molecular. Em células de mamiferos, as HSPs mais induzidas em
resposta ao estresse celular fazem parte da familia de proteinas de 70 kD (HSP70), que inclui

Hsp72, Hsp73, GRP78 e GRP75 (MEYER e SILVA, 1999).

A protecdo celular mediada pelas HSP70 €, em parte, devido a capacidade das mesmas
de funcionar como chaperonas moleculares, evitando a agregacdo inadequada de proteinas e,
mediando o transporte de proteinas imaturas para as organelas de destino, para o
empacotamento final, a degradacdo ou reparo (KIANG e TSOKOS, 1998). Adicionalmente
essas proteinas sdo descritas por atuarem no controle da sinalizacdo celular (CALDERWOQOD
et al., 2007) e modulagdo da resposta imune (CHEN et al., 2006). A HSP70 pode agir como
molécula pré- e anti-inflamatéria, alterando a producdo e liberagdo de moduladores
inflamatorios. Como efetor anti-inflamatério, o aumento intracelular de HSP70 modula a
expressao de genes inflamatdrios, pela inibi¢do da translocacio do fator nuclear kappa B (NF-
kB) para o nicleo (SCHELL et al., 2005). Como efetor pré-inflamatdrio, a liberagdo ativa
(exossomos) ou passiva (ruptura da membrana celular) da HSP70 no meio extracelular induz
uma resposta imune/inflamatéria envolvendo a ativacdo de uma variedade de células efetoras

imunes e induzindo a liberacdo de citocinas (AMORIM e MOSELEY, 2010).

Hooper (1999) foi o primeiro a sugerir a participacdo da Hsp72 na modulacdo da
sensibilidade a insulina. Nesse estudo, a temperatura corporal de pacientes diabéticos do tipo
2 foi elevada (aumento médio de 0,8°C) através de imersdao em dgua aquecida, durante 30
minutos, seis dias por semana, durante trés semanas, um processo similar a aclimatacdo ao
calor passiva, que eleva a expressao de Hsp72 em diversos tecidos corporais (YAMADA et
al., 2007; MAGALHAES et al., 2010). Apés a terapia com calor, os pacientes apresentaram
melhora no controle glicémico, evidenciado pela diminui¢do dos valores de hemoglobina
glicosilada. O autor propds que a melhora no controle glicEmico poderia estar relacionada
com a maior expressao de Hsp72 no tecido muscular esquelético, embora medidas da Hsp72

nao tenham sido realizadas (HOOPER, 1999).

Outros autores (CHUNG et al., 2008; GUPTE et al., 2009) utilizaram modelos
animais para investigar se a ativacdo da Hsp72 no misculo esquelético poderia reduzir o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. No estudo de Chung et al. (2008) a expressao da

Hsp72 foi induzida no musculo esquelético de animais obesos resistentes a insulina. Os
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autores utilizaram diferentes meios para essa inducdo: exposi¢do ao calor (41.5°C de
temperatura interna, uma vez por semana, durante 16 semanas), inducdo farmacoldgica da
Hsp72 (administracdo do derivado de hidroxilamina, BGP-15, durante 15 dias) ou
superexpressao génica da Hsp72. Todas as formas de induzir aumento na expressao de Hsp72
protegeram os camundongos contra a resisténcia a insulina. Resultado semelhante foi
reportado por Gupte et al. (2009) que induziram a expressdo da Hsp72 através do calor em
ratos submetidos a uma dieta com alto teor de gordura. Apds o tratamento (imersdo por 20
minutos até alcancar a temperatura de 41°C, uma vez por semana durante 12 semanas)

observaram melhora da tolerancia a glicose.

Adicionalmente, a indu¢do da Hsp72 no figado de ratos com obesidade induzida
através de dieta com alto teor de gordura também foi relacionada a melhora da resisténcia a
insulina (ADACHI et al., 2010). Estes autores utilizaram um farmaco (geranilgeranilacetona)
que foi administrado oralmente, durante 4 semanas em animais obesos e diabéticos. Os
autores reportaram aumento da expressao da Hsp72 no figado, juntamente com melhora da
sensibilidade a insulina. Em todos os estudos (CHUNG et al., 2008; GUPTE et al., 2009) a
inducdo da Hsp72 promoveu redugdo na ativacdo da JNK e da IKK, sugerindo, dessa forma,
um papel potencial da Hsp72 em bloquear vias de sinaliza¢do relacionadas a resisténcia a

insulina no contexto da obesidade genética ou em casos de alimentagdo rica em gordura.

Chung et al. (2008) observaram ainda no musculo esquelético de individuos obesos
resistentes a insulina, redu¢do na expressdo de Hsp72 e aumento de JNK fosforilada, em
compara¢do com individuos eutréficos saudaveis. Além disso, a reducdo na expressdo de
Hsp72 no musculo esquelético também foi encontrada em individuos com DM2 (KURUEZ et
al., 2002; BRUCE et al., 2003). Esses achados apontam para uma possivel associagdo entre a

ativacdo de sinalizadores intracelulares, sensibilidade a insulina e a Hsp72.
2.6 Exercicio fisico reduz inflamacao e melhora a sensibilidade a insulina

O exercicio fisico tem sido largamente empregado no tratamento e prevengdo da
obesidade e das doengas associadas. Vérios trabalhos demonstram que o treinamento aerébico
apresenta uma a¢do antiinflamatéria (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; YATES et al., 200).
Como revisado por Walsh et al. (2011), evidéncias sugerem que o benéficio do exercicio
relacionado a seu efeito anti-inflamatério na obesidade € mediado pela reduc@o na massa de

gordura visceral e / ou por inducdo de um ambiente antiinflamatério (aumento dos niveis
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circulantes de citocinas anti-inflamatoérias incluindo a IL-1Ra e IL-10) a cada sessdo de

exercicio.

J4 esta claro na literatura que uma unica sessdo de exercicio é capaz de aumentar a
captacao de glicose no musculo esqueletico por mecanismos independentes da insulina, assim
como por melhora da sensibilidade a insulina (GARETTO et al., 1984; RICHTER et al.,
1989). O aumento da captacido de glicose estimulada pela contracdo muscular € revertido
dentro de poucas horas apds o término do exercicio. Em contraste o aumento da sensibilidade
a insulina persiste por um periodo maior, que pode durar até 48 horas (MIKINES et al.,1988;

CARTEE et al., 1989).

Alguns estudos demonstraram aumento da sensibilidade a insulina ap6s 30 a 60
minutos de ciclismo, tanto em individuos sauddveis, quanto em resistentes a insulina e
diabéticos do tipo 2 (BOGARDUS et al., 1983; DEVLIN e HORTON 1985; DEVLIN et al.,
1987, MIKINES et al., 1988). Embora esse efeito do exercicio seja bem descrito na literatura,
0os mecanismos moleculares nao sao totalmente compreendidos. Alguns estudos sugerem que
o aumento na sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio ocorra independentemente de
alteracdes em componentes inicias da via de sinalizacdo da insulina (WOJTASZEWSKI et
al., 1997 e 2000; FROSIG et al., 2007), contudo a maior parte desses estudos ndo

investigaram individuos obesos resistentes a insulina.

Embora existam evidéncias da participagdo de sinalizadores intracelulares, como a
JNK e IKK, no desenvolvimento da resisténcia a insulina, poucos estudos investigaram o
efeito do exercicio nessas varidveis. Em um dos poucos estudos encontrados Ropelle et al.
(2006) analisaram as respostas metabdlicas e da via de sinalizacdo da insulina em resposta a
infusdo de insulina em 3 grupos: animais alimentados com um dieta padrdo, animais com
obesidade induzida por dieta e resistentes a insulina que realizaram ou nido uma sessdo de
exercicio. A sessdo de exercicio de natacdo consistiu em 2 séries com dura¢do de 3 horas,
sendo as séries separadas por um periodo de repouso de 45 minutos. Apds o exercicio a
sensibilidade a insulina foi restaurada para os valores do grupo controle nos animais com
obesidade induzida por dieta. Além disso, a maior fosforilacdo do IRS-1 (Ser 307) e da JNK
(Thr183/Tyr185) e maior degradacdo do inibidor do fator de transcricio kB (IkBw)
observadas no grupo com obesidade induzida por dieta, foram todas restauradas para os
valores do grupo controle. Esses achados ilustram que o musculo previamente exercitado

responde melhor a insulina, o que pode estar relacionado a uma menor fosforilagdo em serina
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do IRS-1, da JNK e da IKK (que refletiria menor degradacao do IkBa) induzidas pela sessao

aguda de exercicio.

No estudo de Schenk e Horowitz (2007) foi avaliado o efeito do exercicio fisico em
individuos com resisténcia a insulina induzida por infusdo de lipidios. Inicialmente, os
participantes realizaram uma sess@o de exercicio fisico aerébico a 65% do VOapico €m 2 séries
de 45 minutos ou permaneceram sem realizar a atividade (dia 1). Uma hora apds o término do
exercicio, os participantes receberam uma infusdo de lipidio que foi mantida até o dia seguinte
(dia 2). No terceiro dia, foram obtidas amostras musculares. Foi reportado que quando os
individuos realizaram o exercicio, eles foram protegidos do desenvolvimento da resisténcia a
insulina, e apresentaram uma maior sintese de triglicérides, menor acimulo de metabdlitos

lipidicos e menor ativagao da JNK e da via IKK/NF«kB no musculo esquelético.

Considerando que a Hsp72 pode atuar em sinalizadores intracelulares (como a JNK)
(PARK et al.,, 2001) que interferem na sinalizacdo da insulina e que sua expressdo é
aumentada com o exercicio (LIU et al., 1999), é possivel que essa proteina participe do
aumento da sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio, por meio da inibi¢do de quinases

que fosforilam o IRS-1 em residuos de serina.

Considerando que a ativacdo de quinases que fosforilam de forma inibitéria o IRS-1 é
um dos mecanismos propostos para o desenvolvimento da resisténcia a insulina induzida pela
obesidade no musculo esquelético. Além disso, o possivel papel da Hsp72 em modular a
sensibilidade a insulina e que o exercicio fisico promove melhora da sensibilidade a insulina e
induz a expressao da Hsp72, o presente estudo avaliou o efeito de uma sessdo de exercicio
fisico aerébico na frequéncia de linfocitos € mondcitos no sangue periférico, e na expressao
da HSP70 e estado de ativagdo da JNK e do IRS-1 no musculo esquelético de individuos

eutroficos sensiveis a insulina, obesos sensiveis a insulina e obesos resistentes a insulina.
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3 JUSTIFICATIVA

A obesidade € um agravo de saidde para as sociedades modernas, pela sua incidéncia
crescente, e por estar associada ao aumento do risco de desenvolvimento de doengas cronicas
ndo transmissiveis, como diabetes do tipo 2 e doengas cardiovasculares (OPAS, 2003).
Estima-se que os gastos publicos com a obesidade comprometem entre 2% a 7% dos
investimentos no ambito da saide (OMS, 2000). Os custos de saude no Brasil relacionados a
obesidade chegam a mais de um bilhdo de reais por ano (SCHIERE er al., 2006), e se
considerados os custos indiretos este valor ultrapassa R$1,5 bilhdo. S6 o Sistema Unico de
Sadde (SUS) destina R$600 milhdes para as internagdes relativas a obesidade. Segundo o

relatério de Estatisticas Mundiais de Saide (OMS, 2000) a obesidade, juntamente com as

doencas relacionadas, é a causa de morte de 2,8 milhdes de pessoas por ano.

Sugere-se que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade seja um fator primario
no desenvolvimento do DM2. Isso porque essa disfunc¢do a longo prazo pode levar a faléncia
das células beta pancredticas (STUMVOLL et al., 2005). Os estagios iniciais dessa faléncia
consistem em intolerancia a glicose, que podem progredir para hiperglicemia e DM?2

(KALUPAHANA et al., 2012).

Considerando a incidéncia crescente da obesidade e o alto risco de desenvolvimento
de resisténcia a insulina, além do impacto negativo dessas desordens na qualidade de vida do
individuo e os altos custos para a saude, torna-se evidente a implementacdo de medidas para
se prevenir o estdgio mais avancado da disfun¢do glicémica, o DM2. Neste contexto, o
exercicio fisico surge com uma medida de preveng¢do e tratamento para a obesidade e
resisténcia a insulina. Mesmo sendo demonstrado o papel terapéutico do exercicio na redugdo
da resisténcia a insulina, os mecanismos moleculares ainda ndo foram completamente
elucidados. Portanto, faz-se necessaria a investigacdo do efeito do exercicio fisico em
componentes moleculares e celulares envolvidos na resisténcia a insulina em individuos

obesos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os efeitos de uma sessdo de exercicio fisico aerébico em componentes celulares e
moleculares relacionados ao desenvolvimento da resisténcia a insulina em individuos

eutroficos sensiveis a insulina, obesos sensiveis e resistentes a insulina.

4.2 Especificos

1. Avaliar o efeito de uma sessdo de exercicio fisico aer6bico na frequéncia das

subpopulagdes de mondcitos e linfécitos no sangue periférico.

2. Avaliar o efeito de uma sessdo de exercicio fisico aerébico na ativagdo da MAP

quinase JNK no musculo esquelético.

3. Avaliar o efeito de uma sess@o de exercicio fisico aerébico na fosforilagdo do residuo

de serina 612 do IRS-1 no musculo esquelético.

4. Avaliar o efeito de uma sessao de exercicio fisico aerébico na expressao muscular da

HSP70.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Cuidados éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (protocolo 54/2010). A coleta de dados e as andlises
das amostras foram executadas na Santa Casa de Caridade de Diamantina (Minas Gerais) e no
Laboratério de Imunologia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

(Diamantina, Minas Gerais), respectivamente.
5.2 Amostra

Para participar do estudo os voluntdrios preencheram os seguintes critérios de
inclusdo: idade entre 18 e 55 anos, ndo fumantes, ndo praticar atividade fisica regularmente,
reportar massa corporal estdvel, nos 3 meses anteriores a participacdo no estudo, ndo ter
participado de programas de reducdo de peso nos ultimos seis meses, ndo fazer o uso de
medicamentos anti-inflamatérios, hipoglicemiantes ou outros conhecidos por afetar o
metabolismo. Além disso, os voluntdrios ndo apresentaram diagndstico de DM2 e ndo
reportaram presenca de doengas agudas ou cronicas como cardiovasculares,
cerebrovasculares, hepadticas, renal, hematoldgica, respiratéria, tireoidianas, neopldasicas,

inflamatdrias e imunoldgicas.

Posteriormente, o voluntario foi classificado como obeso ou eutréfico, de acordo com
o Indice de Massa Corporal (IMC >30 kg/mzou entre 18,5 e 24,9 kg/mz, respectivamente)
(OMS, 1998). Para esse calculo, foram mensurados estatura e peso corporal, através de uma
balanca anal6gica (Welmy, modelo 110, precis@ao de 0.1 kg) com estadidmetro acoplado
(precisdao de 0,5 cm). O IMC foi calculado através da divisdo da massa corporal (kg) pelo

quadrado da estatura (m).

Dos 45 voluntérios obesos, inicialmente recrutados, 27 foram excluidos do estudo por
nao preencherem os critérios de inclus@o: 11 faziam uso de medicamento anti-hipertensivo, 9
eram fumantes, 1 portadora de sindrome dos ovarios policisticos, 2 voluntdrias estavam
amamentando, 3 faziam uso de medicamento hipoglicemiante e 1 estava em tratamento de

cancer.
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Os voluntarios enquadrados nos critérios de inclusdo foram submetidos a realiza¢io
dos seguintes exames laboratoriais, apos 12 horas de jejum: perfil lipidico (colesterol total e
fracdes e triglicérides), glicemia e insulinemia. Além disso, os voluntdrios classificados como
obesos foram submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose. Estes exames foram realizados
em um laboratério de andlises clinicas de acordo com as técnicas empregadas pelo mesmo.
ApOs essa etapa, foram excluidos 3 voluntdrios por apresentam os valores de glicemia de

jejum ou glicemia no teste de tolerancia oral a glicose acima dos valores de normalidade.

A partir dos dados de glicemia e insulinemia de jejum foi estimada a resisténcia a
insulina a partir do modelo de avaliacio da homeostase (HOMA1-IR). Esse modelo foi
descrito por Matthews et al., (1985) que reportaram uma correlacdo desse método (r’=0,88 ¢
p<0,0001) com o clamp euglicémico hiperinsulinémico, considerado o padrdo ouro para
avaliacdo da resisténcia a insulina. O calculo foi feito a partir da equagdao: HOMAI1-IR =
glicemia (mmol) x insulina (uU/mL) + 22,5. O ponto de corte que adotamos foi baseado no
estudo de Geloneze et al. (2006), em que um indice maior que 2,71 caracteriza resisténcia a
insulina. De acordo com os autores esse ponto de corte para o indice possui aplicacao clinica e
epidemiolégica na identificacdo de resisténcia a insulina em populacdes miscigenadas

multiétnicas ocidentalizadas.

Os individuos eutréficos recrutados para o estudo ndo apresentavam resisténcia a
insulina, e foram pareados de acordo com a idade e o género aos voluntarios obesos. Ao final
de todo experimento, o n de cada grupo foi de 9 participantes. Cada voluntério foi alocado em
um dos trés grupos experimentais descritos abaixo (FIGURA 2) de acordo com a classificacio

do estado nutricional e presenca ou nao de resisténcia a insulina.

IMC 18,5 e 24,99 IMC =230 Ko'm® e IMC =30 Kgim® e
Kom?®
HOMA-IR < 2,7 HOMA-IR = 2,7
HOMA-IR <2,7
Eutroficos Obesos sensiveis Obesos
sensiveis a ainsulina resistentes a
insulina 0B insulina
CTRL h=9 OBR
n=9a n=9

Figura 2- Grupos experimentais de acordo com o IMC e resisténcia a insulina.
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5.3 Caracterizacdo da amostra

5.3.1 Parametros antropométricos

Foram medidas a composi¢do corporal e a circunferéncia da cintura dos voluntarios. A
composi¢ao corporal foi avaliada utilizando-se um aparelho de bioimpedancia tetrapolar
(Biodynamics®, 450, EUA). Ao voluntdrio foram fornecidas as seguintes orientacdes antes
do teste: ingerir pelo menos 2 litros de liquido no dia anterior ao exame, ndo ingerir bebidas
alcodlicas e cafeina, ou realizar exercicio fisicos ou sauna nas 12 horas que antecedem o teste
e ndo ingerir liquidos e alimentos nas 4 horas que antecedem a avaliagdo. Além disso, a
medida nao foi realizada no periodo menstrual. Durante a avaliagdo o voluntdrio permaneceu
na posicdo supina com bracos e pernas abduzidos na angulagdo aproximada de 45°. Foram
colocados quatro eletrodos na superficie da pele previamente limpa com élcool. Os eletrodos
proximais foram afixados na superficie dorsal do pulso e na superficie dorsal do tornozelo. Os
eletrodos distais foram afixados entre o segundo e terceiro metacarpicos e metatarsicos. Uma
corrente elétrica de baixa intensidade foi aplicada nos eletrodos emissores, e a diferenca na
voltagem entre os eletrodos foi determinada como impedancia ou resisténcia. A partir destes

procedimentos foram obtidos os percentuais de massa magra e massa gorda.

Na sequéncia, mensurou-se a circunferéncia da cintura, que possui uma relacdo com a
gordura intra-abdominal. Para essa medida, os voluntarios foram instruidos a ficar de pé,
abdomen relaxado, bracos estendidos ao longo do corpo e pés separados numa distancia de 25
a 30 cm. A fita métrica foi passada, niveladamente, ao redor da cintura no ponto localizado
entre a ultima costela e as cristas iliacas, regido que ficou despida durante a mensuragao.
Considera-se como medida ideal para mulheres e homens valor menor que 88 e 102

centimetros, respectivamente (ACSM, 2006).
5.3.2 Anélise do consumo de oxigénio

Para a avaliacio do consumo de oxigé€nio realizou-se um teste de esforco fisico
progressivo maximo em bicicleta ergométrica (Corival, Medgraphics, EUA) utilizando-se o
protocolo de rampa (MYERS e BELLIN, 2000). Durante esse teste utilizou-se um analisador

de gases (K4b2, Cosmed, Itdlia) com dados coletados respiracao por respiragao.

Os voluntarios receberam as seguintes orientagdes pré-teste: comparecer com

vestimenta adequada para a realizacdo de exercicio (short, meia, camiseta e té€nis), realizar
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uma refeicdo leve e ingerir 500 mL de d4gua no minimo duas horas antes, ndo ingerir bebidas
com cafeina ou alcool 24 horas antes, dormir no minimo 8 horas na noite anterior ao teste e

evitar realizar atividades extenuantes e de longa duracao (ACSM, 2006).

Inicialmente, para determinar a poténcia maxima do protocolo de rampa o Veterans
Specific Activity Questionnaire (VSAQ) (ANEXO A) foi aplicado. Esse questionério
apresenta uma lista de atividades com aumento progressivo de intensidade em termos de
equivalentes metabdlicos (METs). Os voluntdrios foram instruidos a determinar no
questiondrio a primeira atividade que poderia causar fadiga ou dispnéia que levaria a

interrupcao do exercicio apds 5 a 10 minutos.

A partir dos METs derivados do VSAQ e idade foi utilizado um nomograma (Myers

et al, 1994) para determinar a capacidade maxima de trabalho de cada voluntério:

METs =4,7 + 0,97 (VSAQ) - 0,06 (idade).

Posteriormente, foi predita a capacidade maxima para o exercicio a partir da equacao

(MYERS,1996):

Capacidade de trabalho (watts): (METs nomogram - 1) x peso corporal (kilograms)
/3.486.

A partir do dado da capacidade de trabalho (watts), foi elaborado o protocolo para o
teste de esforco médximo, no qual foram feitos incrementos de carga a cada 1 minuto, de tal
forma que a fadiga ocorresse entre o oitavo e décimo segundo minutos de teste. Durante a
espirometria, a ventilacdo ocorreu através de uma mascara de borracha, acoplada a uma
valvula bidirecional onde o ar inspirado do ambiente e parte do ar expirado foi captado
servindo de amostra para a leitura das varidveis ventilatorias e metabdlicas. Durante o teste
foram monitoradas a frequéncia cardiaca e a percep¢do subjetiva de esforco (PSE,
BORG,1998). Nos grupos obesos o tracado eletrocardiografico foi acompanhado por uma
cardiologista. O teste foi considerado maximo se pelo menos trés dos seguintes parametros
fossem atingidos: quociente respiratorio superior a 1,15; PSE superior a 18, frequéncia
cardiaca maior que 90 % da maxima prevista pela idade (FCmax = 220 — idade), fadiga
(POOLE et al., 2008). O teste foi interrompido na presenca de sintomas tontura, nduseas,

vista turva, dispnéia, dor precordial, elevacdo da pressdo arterial diastélica (PAD) até 120
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mmHg, queda sustentada da pressdo arterial sistlica (PAS) ou elevagcdo acentuada da PAS

até 260 mmHg e pelo desejo do voluntdrio.

A partir desse teste obteve-se o pico de consumo de oxigénio (VO,pico) de cada
voluntario, uma vez que, ndo observamos o platd no consumo de oxigénio apds incremento de
carga. Além disso, determinou-se a poténcia maxima (watts) no teste, definida como a

poténcia desenvolvida no tultimo estdgio completo do protocolo.
5.4 Procedimentos

No minimo 48 horas apds essas avaliagdes foi realizada a primeira coleta de amostra
muscular. No minimo 7 dias apds esse procedimento, foi realizada a primeira coleta de
sangue, seguida por uma sessdo de exercicio fisico aerdbico, segunda coleta de amostras
muscular (no maximo 30 minutos apds o término do exercicio) e sanguinea (1 hora apds o
término do exercicio). Essas etapas do estudo estdo ilustradas no esquema abaixo (FIGURA

3) e descritas nas proximas sessoes.

> 48h >7 dias I BN B < 30 Min 30 min

- cicloergdmetro
- 3 x 20 min com 5 min de repouso
entre as séries

-60% VO,pico
Caracterizagdo Biopsia Coleta de Biopsia Coleta de
muscular 1 sangue 1 muscular 2 sangue 2

Figura 3- Etapas do estudo.

5.4.1Bi6psia muscular

A bidopsia muscular foi realizada no musculo vasto lateral da perna dominante
utilizando-se a técnica de Bergstrom (BERGSTROM e HULTMAN, 1996). Esse
procedimento foi realizado em 2 momentos do estudo, sendo executado por um médico
cirurgido. A primeira bidpsia foi realizada para avaliar a expressao ou o estado de ativacao
basal das proteinas de interesse. O procedimento foi realizado no periodo da manha, entre 2 a
3 horas apds a realizacdo de um desjejum padronizado (valor energético total 249 Kcal;

60,6% de carboidratos, 17,3% de proteina e 22,4% de gordura) e repouso de 15 minutos. A
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segunda bidpsia foi realizada apés uma sessdo de exercicio fisico aerdbico para avaliar o

efeito agudo do exercicio na expressdo das proteinas de interesse (descrito na secao 5.8).

Para a realizagdo da bidpsia muscular os voluntdrios ficaram na posi¢do supina em
uma maca e a assepsia da pele no local da bidpsia foi realizada com uma solucio tépica anti-
séptica Riohex® 0,5% (Rioquimica®, Brasil). Um campo cirdrgico incisional estéril foi
fixado ao redor do local da incisdo. Em seguida, a pele e o tecido adiposo foram anestesiados
com 6 a 7 mL de uma solu¢do de xilocaina 2% com epinefrina (Cristalia, Brasil).Uma incisdo
de aproximadamente 0,75cm foi realizada na pele do voluntédrio utilizando um bisturi para
incisdes delicadas (nimero 11) (SwannMorton®,Reino Unido). Uma agulha especifica para
biopsia muscular (DL MICOF, Brasil) foi inserida na incisdo e, apds a suc¢do promovida por
uma pressdo, criada por uma seringa descartavel de 20 ml acoplada a uma mangueira, uma
amostra de aproximadamente 50 a 100 mg de tecido muscular esquelético foi coletada. A
amostra foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada na sequéncia em
ultrafreezer -80°C. Apds a bidpsia, pressdo manual com gaze estéril (Neve, Brasil) foi

aplicada ao local e a pele coberta com fita cirdrgica (Cremer®, Brasil) (FIGURA 4).

Figura 4- Procedimento de bidpsia do musculo vasto lateral. A- anestesia. B e C incisdo. D-

insercdo da agulha de bidpsia. E- amostra de tecido coletada. F- curativo no local da incisao.
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5.4.2 Sessdo de exercicio aerdbico

Os voluntarios receberam as mesmas orientagdes pré-teste da avaliagdo do VO,pico e
realizaram um desjejum padronizado (valor energético total 249 Kcal; 60,6% de carboidratos,
17,3% de proteina e 22,4% de gordura) 2 horas antes do inicio da sessdo. Ao chegar a Santa
Casa, uma amostra de urina do voluntdrio foi coletada, e o estado de hidratacdo analisado
utilizando-se um refratometro portatil (Biobrix, 301). Considerou-se como euhidratado o
voluntdrio que apresentou valores da gravidade especifica da urina inferior a 1030sg
(ARMSTRONG et al, 1998). Em seguida, o voluntdrio permaneceu em repouso na posi¢ao

supina por 30 minutos, em uma maca.

Ap6s o periodo de repouso, aproximadamente 10mL de sangue foram coletados por
puncdo da veia antecubital, em tubos com dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). As

amostras de sangue foram utilizadas para fenotipagem das células sanguineas (sec¢do 5.4.3).

Apo6s a coleta de sangue, o voluntdrio deslocou-se para a bicicleta ergométrica, que
estava ajustada de acordo com sua estatura, para realizacdo do exercicio experimental.
Inicialmente, o voluntdrio realizou um exercicio preparatorio, pedalando na bicicleta com uma
carga correspondente a 20% da poténcia maxima atingida no teste de esfor¢o. Na sequéncia,
realizou trés séries de 20 minutos a 50% da poténcia mixima atingida no teste de esforco
fisico maximo (aproximadamente 60% do pico de consumo de oxigénio), separadas por um
periodo de repouso passivo de 5 minutos. Nos primeiros 10 minutos da segunda série do
exercicio analisou-se o consumo de oxigé€nio para verificacdo da intensidade do exercicio.
Quando necessdrio, a poténcia do exercicio foi ajustada para assegurar que o mesmo fosse
realizado na intensidade pré-determinada. Ao final das trés séries de exercicio o voluntario
realizou um periodo de recuperacdo ativa pedalando a 20% da poténcia mdxima no teste de

esforgo fisico durante 3 minutos.

A cada 5 minutos de exercicio foram registradas a frequéncia cardiaca, monitorada por
um cardiofrequencimetro (RS800cx, Polar, Finlandia). A cada 10 minutos foram registradas a
temperatura ambiente e umidade relativa do ar. A ingestdo de liquido, ad libitum, ocorreu nos
periodos de intervalo entre as séries. Ao final do exercicio foi realizada a segunda bidpsia

muscular e coleta de sangue venoso.
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5.4.3 Determinag¢do da expressao e fosforilacdo de proteinas no musculo esquelético

5.4.3.1 Extratos protéicos

Amostras de musculos (aproximadamente 50mg) foram lisadas por maceragdo, no
gelo, em 100pl de tampao de lise (Triton X1001%; Tris 1M pH 8,0; glicerol 20%; EDTA 0,2
mM) contendo inibidores de protease (Complete Protease Inhibitor Cocktail,Roche,
Germania) e fosfatase (PhosStop Phosphatase Inhibitor Cocktail, Roche, Germania). Os
lisados foram centrifugados a 2700xg, durante 20 minutos, a 4°C e o sobrenadante contendo

as proteinas foi coletado.

5.4.3.2 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas nos extratos foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD,1976) utilizando-se a albumina de soro bovino (BSA)(I1mg/mL) como padrio.
A leitura foi realizada em leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices,
EUA) e os valores de proteina, em mg/mL, determinados pelo software Softmaxpro® (V5.4,

Molecular Devices, EUA).
5.4.3.3 Fracionamento eletroforético

As amostras foram diluidas em tampao Laemmli (QualityBiological Inc., MD, EUA)
na propor¢do de 1:1 e fervidas por 2 a 4 minutos. Aproximadamente 50 a 150 pg das
proteinas totais foram fracionados em gel de poliacrilamida (de 8 a 12%, dependendo do peso
molecular da proteina a ser analisada conforme descrito na tabela 1) contendo duodecil sulfato
de sédio (20%) (SDS-PAGE). As amostras foram distribuidas de modo pareado, onde grupos,
constituidos por um voluntdrio eutréfico, obeso e obeso resistente a insulina, foram formados
de acordo com o género e idade. Aos géis foram também aplicados 8 uL. do padrao de peso
molecular (Page Ruler Protein Ladder, Fermentas, EUA), além de controles positivos para
algumas proteinas (p-JNK e p-IRS-1). A eletrofororese foi realizada a 90V, por

aproximadamente 18 horas, a uma temperatura entre 4 e 8°C.



41

Tabela 1- Concentracdo do gel SDS-PAGE de acordo com o peso molecular da proteina alvo.

Proteina alvo Peso molecular (kDa) % gel
HSP70 72,73 10
GAPDH (14C10) 37 10
SAPK/INK 46, 54 12
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) 46, 54 12
IRS-1 (59GS8) 180 8
Phospho-IRS-1(Ser612) (C15HS5) 180 8

5.4.3.4 Transferéncia das proteinas e bloqueio

Inicialmente, a membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Milipore, EUA) foi
ativada por cinco segundos em metanol (100%), seguida da lavagem em dagua. Os géis foram
colocados sobre a membrana de PVDF, previamente umedecida em tampao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10%) gelado, onde foi montado o aparato para a
transferéncia. A transferéncia foi realizada a uma amperagem constante de 350mA, durante 2
horas, a 4°C. Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau 0,1% para
visualizagdo da eficiéncia do procedimento. As membranas foram lavadas para retirada do
corante e bloqueadas com BSA5% em tampao contendo tampao tris salina (TBS)-tween 0,1%
(NaCl 5M, Tris 1M, pH 7,6 e tween-20 0,1% ), por 1 hora a temperatura ambiente, sob

agitacao.
5.4.3.5 Reagdo com anticorpos e revelacao

As membranas foram lavadas 3 vezes, por 5 min com TBS-tween 0,1% e incubadas
com anticorpos primdrios (1:1000) a 4°C, sob agitacdo, por aproximadamente 18 horas. As
membranas foram lavadas novamente em TBS-tween 0,1%, 3 vezes, 5 min, e incubadas por
120 minutos a temperatura ambiente, com o anticorpo secunddrio (1:2000) ligado a
peroxidase. Apds trés sessdes de lavagens, por 5 min com TBS-tween 0,1% as membranas
foram incubadas em solu¢cao ECL (enhanced chemiluminescence) por 15 minutos, protegidas
da luz. Na sequéncia, as membranas foram expostas ao filme de raio x (Hyperfilm,Amersham,
EUA) que foram revelados utilizando-se revelador e fixador (RP X-Omat, Kodak, EUA), de
acordo com recomendagdes do fabricante. A relagdo dos anticorpos utilizados esta descrita na

Tabela 2.
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O software Image J (1.45s,Wayne Rasband do Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland) foi usado para processar e analisar as
densidades das bandas. A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi
utilizada como normalizador na anélise da expressao da Hsp70. A p-JNK foi normalizada pela

JNK total e a p-IRS-1 pelo IRS-1 total.

Tabela 2- Relagdo dos anticorpos utilizados para detec¢@o das proteinas do miisculo esquelético.

Anticorpo Tipo Fonte # catalogo*
HSP70 policlonal Coelho 4872
SAPK/JNK policlonal Coelho 9252
Phospho-SAPK/JNK(Thr183/Tyr185) policlonal Coelho 9251
IRS-1 (59G8) monoclonal Coelho 2390
Phospho-IRS-1(Ser612) (C15HS5) monoclonal Coelho 3203
GAPDH (14C10) monoclonal Coelho 2118
Anti-coelho IgG ligado a HRP Cabra 7074

Cell Signaling. HRP: Horseradish peroxidase

5.4.4 Anélise do fenétipo de leucécitos do sangue periférico

O fendtipo de linfécitos e mondcitos do sangue periférico foi determinado por
marcacdo de antigenos de superficie especificos, por citometria de fluxo, utilizando sangue
total. Para isso, aproximadamente 50 pl. de sangue periférico foram incubados por 30
minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, com anticorpos monoclonais (TABELA
3), dirigidos contra moléculas expressas na superficie de leucdcitos, conjugados com o0s
fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrinacianina-5
(PECy5) ou proteina clorofila peridinina (PerCP). Como controle de isotipo uma amostra de
sangue foi incubada por igual periodo com imunoglobulinas de rato anti-camundongo dos
mesmos isotipos dos anticorpos utilizados. Apds a incubacdo, foi realizada uma lavagem (7
minutos, 200xg) com ImL de tampao fosfato salina (PBS 0,015 M pH 7,4). Quando
anticorpos biotinilados foram utilizados, apds esta etapa foi realizada a marcagdo com
estreptavidina conjugada com FITC (SA-FITC) (10ul, 1:20) por 30 minutos, ao abrigo da luz.
Na sequéncia as preparacdes marcadas com SA-FITC foram novamente lavadas (7 minutos,

200xg).



43

Tabela 3- Relagdo dos anticorpos utilizados nos experimentos de citometria de fluxo.

Anticorpo Fluorocromo Clone # catalogo*
anti-CD14 PerCP MoP9 340585
anti-CD3 PECy5 HIT3a 555341
anti-CD56 PE B159 555516
anti-CD16 FITC 3G8 560996
anti-CD3-biotinilado SA-FITC HIT3a 555338
anti-CD8 PECy5 MOPC-21 560662
anti-CD4 PE RPA-T4 555347
anti-CD25 FITC M-A251 560990

* BD Biosciences

Em seguida, para lise das hemdcias foi adicionado 1mL de solu¢do de lise
eritrocitdria as amostras, e estas foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Na sequéncia as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS por centrifugacdo a
200xg, 7 min, 4°C. O precipitado de leucdcitos foi entdo ressuspenso em 150uL de PBS e
fixado pela adi¢do de 150uL de paraformaldeido 4%. As amostras foram mantidas a 4° C por
até 48 horas para posterior leitura em citometria de fluxo, utilizando o FACScan
(Becton&Dickenson, EUA) com aquisi¢do de pelo menos 30.000 eventos na regido de

linfécitos e mondcitos (R1 e R2).

Os dados adquiridos na citometria de fluxo foram analisados utilizando o programa
Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Inicialmente, as populacdes de interesse,
linfécitos (R1) e mondcitos (R2), foram identificadas em gréficos de distribuicdo pontual de
tamanho (dispersao frontal - FSC —Forward Scatter) em fun¢do da granulosidade (dispersao

lateral - SSC- Side Scatter) como ilustrado na figura 5.
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Figura 5- Estratégia de andlise das subpopulacdes leucocitdrias. Gréfico de distribui¢do pontual FSC x SSC,

onde estio delimitados os linfocitos (R1) e mondcitos (R2).

A delimitacdo dos quadrantes para quantificacdo da frequéncia das diferentes
subpopulagdes de linfécitos T e mondcitos foi determinada a partir do posicionamento das
células marcadas com os controles de isotipo em gréaficos pontuais de FLL1 x FL3 e FL2 x

FL3, de maneira que 99% das células ocupassem o quadrante inferior esquerdo (FIGURA 6).
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Figura 6- Delimitacdo dos quadrantes a partir do posicionamento das células marcadas com os controles de

isotipo. FITC x PE (A); FITC x PerCP (B); PE x PerCP (C).
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A partir dos eventos em R1 foram construidos grificos pontuais de fluorescéncia 2
(FL2) versus fluorescéncia 3 (FL3) para determinar a frequéncia de linfécitos T auxiliares
(CD3"CD4") (FIGURA 7A) e de fluorescéncia 3 (FL2) versus fluorescéncia 1 (FL1) para
determinar a frequéncia de linfécitos T citotéxicos (CD3"CD8") (FIGURA 7B). Também foi
determinada na populagio de linfécitos auxiliares a frequéncia de células CD25". Para isso a
partir de R1 foi construido um histograma de FL3 (FIGURA7C), onde foram delimitadas as
células CD3" (R3)a partir das quais foi determinada a frequéncia de células CD4"CD25"
(FIGURAT7D) em gréficos pontuais de FL2 x FL1.
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Figura 7- Estratégia de andlise das subpopulagdes linfocitdrias. (A) Grafico CD3PerCP x CDA4PE para
identificacdo dos linfécitos auxiliares (CD3"CD4"). (B) Gréfico CD3FITC x CD8PerCP para identificagio dos
linfécitos citotéxicos (CD3*CD8"). (C) Histograma para identificacdo das células CD3" delimitadas pelo

marcador R3. (D) Grafico CD25FITC x CD4PE para identificagdo das células CD4"CD25" contidas em R3.

Para quantificacdo da frequéncia de diferentes subpopulagdes de mondcitos foram
construidos graficos pontuais de CD14 (FL3) por CD16 (FL1) a partir de R2. A partir desses
foi determinada a frequéncia de mondcitos cldssicos CD14"CD16™ (M1), intermedidrios

CD14™CD16" (M2) e ndo cldssicos CD14"CD16"™" (M3) (FIGURA 8).
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Figura 8- Estratégia para quantificagdo da subpopulagdo de mondcitos. Grafico CD14PerCP x CD16FITC para
identificagdo das células CD14*CD16™ (M1), CD14™CD16" (M2) e CD14°CD16™ (M3).

5.4.5 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados utilizou-se o software Statistica (v8.0, StatSoft, Inc) .
O n da amostra foi estimado com base no estudo de O’Leary et al. (2006), sendo utilizada a
variavel insulina plasmdtica em jejum. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
normalidade dos dados. Para comparar os dados de caracterizacdo entre os grupos foi
utilizada a anélise de variancia simples (one-way ANOVA). Para avaliar o efeito do exercicio
sobre os parametros estudados, nos diferentes grupos, utilizou-se a andlise de medidas
repetidas (two-way ANOVA). Em ambas as andlises os testes foram seguidos de post hoc de
Tukey. Utilizou-se o teste de correlacio de Pearson para avaliar a correlacdo entre as
subpopulagdes de mondcitos e as varidveis IMC, CC, triglicérides, insulina, HOMA1-IR e a
correlagdo entre a expressdo muscular da HSP70, ativagdao da JNK e niveis de insulina. Foi

utilizado nivel de significancia de p< 0,05.
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6 RESULTADOS

Os dados da caracterizagdo dos voluntdrios estao apresentados na tabela 4. Cada grupo
experimental foi constituido por 9 voluntédrios, sendo trés do género masculino e seis do
género feminino. Os valores referentes a idade, estatura, VOjpic, € poténcia ndo foram

diferentes entre os grupos.

Em relacdo aos dados antropométricos, os grupos OB e OBR nao apresentaram
diferencas nos valores de peso corporal, IMC, percentual de gordura e circunferéncia da
cintura, mas esses valores foram maiores, em ambos os grupos, comparados ao grupo CTRL.
Em relacdo as anélises bioquimicas, também ndo houve diferencas entre os trés grupos para os
dados de glicose, colesterol total, HDL e LDL plasméticos. Observou-se que o grupo OBR
apresentou maiores valores de triglicérides, VLDL e insulina, assim como um maior valor do

indice HOMA1-IR em rela¢do aos demais grupos.



Tabela 4- Dados da caracterizacio dos voluntarios participantes do estudo.
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Variaveis CTRL OB OBR p
n=9 n=9 n=9

Género (H/M) 3/6 3/6 3/6 -
Idade (anos) 37+7 38+9 40+ 8 0,91
Massa corporal(kg) 632+12,6 883136  963+166  <0,001
Estatura (cm) 166,0+ 11,0  162,0+£12,0  166,0+ 12,0 0,72
IMC (kg/m?®) 22,7+23 33,6+2,9 348+27  <0,001
Percentual gordura (%) 239+59 342 +73" 355+51 <0,001
CC (cm) 72,9 + 8.4 95 + 6,0 104,1 £10,9°  <0,001
VO, (ml/(min*kg)) 27,1 £5,1 243 +5,0 23,1 4,0 0,46
Poténcia (watts) 132 £ 62 151 £75 151 £ 56 0,60
Insulina (uU/mL) 50+ 1,6 9,0+2,0 202+54°  <0,001
Glicose (mg/dL) 80,0 5,0 83,0 + 8,0 83,0+ 10,0 0,14
HOMA 1-IR (mmol)(pU)/L> 1,0+0,3 1,8+0,5 41+£1,07 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 179,0 31,0  189,0£32,0  217,0+26,0 0,13
LDL (mg/dL) 107,0£37,0  123,0+£340 1350180 044
HDL (mg/dL) 57,0+ 21,0 45,0 8,0 46,0 £9,0 0,32
VLDL (mg/dL) 16,7 + 6,1 20,9 +9,8 352+160° 0,02
Triglicérides (mg/dL) 83,0+31,0 104,0+49,0 176,0+76,0° 0,03

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo.* diferenga entre OB e OBR do CRTL. ** diferenca entre
grupo OBR e os grupos CRTL e OB. CTRL: eutréfico; OB: obeso; OBR: obeso resistente a insulina; IMC:
indice de massa corporal. CC: circunferéncia da cintura. HOMA1-IR: modelo de avaliacdo da homeostase. LDL:
lipoproteina de baixa densidade. HDL: lipoproteina de alta densidade. VLDL: lipoproteina de muito baixa

densidade.

Nesse estudo foi avaliado o efeito de uma sessdo de exercicio fisico aerébico sobre os
componentes moleculares e celulares que poderiam participar do desenvolvimento da
resisténcia a insulina relacionada a obesidade. Durante a realiza¢do da sessdo de exercicio
fisico os valores médios de temperatura ambiente (p=0,17) e umidade relativa do ar (p=0,4)
foram semelhantes para os trés grupos (OBR: 23,8 + 0,64°C e 70,1 £ 6,4%; OB: 23,4 + 0,9°C
e 73,5 £9,4%; CTRL: 22,8 + 0,9°C e 75,8 £ 9,3%).
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Conforme o protocolo de exercicio adotado a poténcia desenvolvida durante o
exercicio foi proxima a 50% da poténcia méxima para todos os grupos (CTRL: 49,1+ 4,7%;
OB: 50,6+£2,2% e OBR: 51,5+8,9%), assim como o consumo de oxigénio préximo aos 60%

do VOapico (CTRL: 64,3+4,6%; OB: 62,6+8,7% e OBR: 61,1+11,1%).

As coletas de amostra muscular para andlise da expressao e fosforilagdo de proteinas
no musculo esquelético foram realizadas em dias diferentes, na situacdo de repouso e apds o
exercicio fisico. O intervalo médio entre a primeira e segunda bidpsia, em dias, nos grupos
foi: CTRL: 14 (10 a 23); OB: 29 (6 a 68) e OBR: 28 (17 a 46). Ja o intervalo médio entre o
término do exercicio e a realizacdo da bidpsia, em minutos, foi: CTRL: 27 (13 a 34); OB: 28

(19 a34); OBR: 21 (12 a 35).

Na figura 9 estdo representados os dados da fosforilacdo da JNK1/2, nas situacdes
basal, e apds a sessdo de exercicio. A fosforilacio da JNK1/2 foi maior nos grupos OB
(p=0,03) e OBR (p<0,001), comparados ao grupo CTRL. E entre os grupos OB e OBR a
fosforilagdo da proteina foi maior no grupo OBR (p<0,001). Apds o exercicio constatou-se
reducdo na fosforilacdo da JNK1/2 no OBR (p= 0,001). Para os grupos CTRL (p=0,93) e OB

(p=0,95) ndo houve efeito do exercicio.
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Figura 9- Blot representativo de 1 voluntirio de cada grupo (A) e dados da ativagdo da JNK1/2 (B) nos grupos

CTRL, OB e OBR nas situagdes basal e apds exercicio. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo,
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considerando o CTRL como 100%. n= 8, para cada grupo. *diferenca do OB e OBR comparado ao CTRL;

*#*diferenca entre OB e OBR. *diferenca entre OBR basal e OBR ap6s o exercicio.

Na figura 10 estdo representados os dados relativos a fosforilacdo do IRS-1 na ser®"?
na situagdo basal e ap6s a sessdo de exercicio. Observou-se uma maior fosforilagao do IRS-1
na ser®'? nos grupos obesos comparados ao controle (p< 0,001). Ao se comparar os grupos de
obesos, nao houve diferenca na fosforilacio do IRS-1 serélz(p: 0,96). Observou-se uma
reducdo na fosforilagio do IRS-1 na ser®? apés a sessdo de exercicio para os grupos OB

(p<0,001) e OBR (p=0,002). Nao se observou efeito do exercicio no grupo CTRL (p=1,0).
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Figura 10- Blot representativo de 1 voluntdrio de cada grupo (A) e dados da fosforilagdo do p-IRS-1 ser®? (B)
nos grupos CTRL, OB e OBR, nas situacdes basal e ap6s exercicio. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo, considerando o CTRL como 100%. n= 5 para cada grupo. *diferenca do OB e OBR versus

CTRL."diferenca entre OBR e OB ao se comparar as situacdes basal e apés exercicio.

Na figura 11 estdo representados os dados da expressio muscular da HSP70
(Hsp72/73) nas situagdes basal e apds a sessdo de exercicio. Os grupos OB e OBR
apresentaram uma menor expressdao da proteina em relacdo ao grupo CTRL (p< 0,001) e os
voluntarios do grupo OB apresentaram uma maior expressao da HSP70, comparados aos
voluntérios do grupo OBR (p= 0,006). Observou-se uma maior expressao da proteina apds a
sessdo de exercicio fisico nos grupos em conjunto (p= 0,007). Nao houve interacio entre os

fatores (p= 0,90).
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Figura 11- Blot representativo de 1 voluntdrio de cada grupo (A) e quantificacdo da expressdo das proteinas
Hsp72/73 (B) nos grupos CTRL, OB e OBR nas situacdes basal e apds exercicio. Os dados estdo expressos
como média * erro padrdo, considerando o CTRL como 100%. n= 8§, para cada grupo. *diferenca do OB e OBR

comparado ao CTRL. **diferenca entre OB e OBR.

Observou-se uma correlagdo positiva entre a expressiao basal da JNK e os niveis de
insulina de jejum (p= 0,0006 e r= - 0,6870) e uma correlacdo negativa entre a ativacdo da

JNK e expressdo da HSP70 (p=0,0016 e r=0,6872) (FIGURA 12).
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Figura 12- Correlagdo entre a ativagdo da JNK e niveis de insulina (A) e entre a ativagdo da JNK e expressdo da

HSP70 (B).
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Foram feitas andlises da frequéncia das subpopulacdes leucocitdrias nas situacdes
basal e apds o exercicio. O tempo médio em minutos da coleta de sangue apds o exercicio nos

grupos foi: CTRL: 66 (59 a 81); OB: 62 (45 a 74) e OBR: 56 (30 a 65).

As frequéncias das subpopulacdes de linfécitos T auxiliares (CD3'CD4%) e T
citoliticos (CD3"CD8") estdo representadas na figura 13. Ndo foi observada diferenca na
frequéncia basal de linfécitos auxiliares (p= 0,19) e citoliticos (p= 0,75) entre os grupos. Na
populagdo de células CD3"CD4" foi analisada ainda a frequéncia de linfécitos CD25". Nao
houve diferenca entre os grupos (p= 0,17). Os valores nas situagdes basal e apds exercicio
foram os seguintes: OBR: 3,26+0,79% e 3,59+0,90%; OB: 2,99+0,77% e 2,83+0,93%;
CTRL: 3,65+1,05 e 3,63+0,88%, respectivamente.

Observou- se ap6s o exercicio uma reducdo da frequéncia dos linfécitos CD3"CD4"
(p< 0,001) analisando os grupos em conjunto. Nao houve diferenca na frequéncia das células

CD3"CD8" (p=0,25) e CD3"CD4" CD25" (p= 0,5) em resposta ao exercicio.
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Figura 13- Percentual de linfécitos T CD4" (A) e T CD8" (B) nas situacdes basal e apds exercicio. Dados

expressos como média + erro padrdo para os grupos CTRL (n= 8), OB (n=9) e OBR (n= 8).

Na figura 14 estdo apresentados os dados da frequéncia das subpopulacdes de
mondcitos cldssicos CD147*CD16™ (A), intermedidrios CD14"™"CD16" (B) e ndo cldssicos
CDI14'CD16™ (C). A frequéncia dos mondcitos intermedidrios (CD147"CD16%) foi maior no
grupo OBR (p= 0,013) comparado ao CTRL. Observou-se uma reducio da frequéncia dessas
células apds o exercicio (p= 0,003). Nao houve interacdo entre os fatores (p= 0,060). Para as

subpopulagdes CD14™"CD16™ (mondcitos cldssicos) e CDI4"CD16" (mondcitos ndo
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cldssicos) ndo foi observado diferenca entre os grupos (p= 0,57 e p= 0,074, respectivamente)

e nem efeito do exercicio (p=0,924 e p=0,615, respectivamente).
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Figura 14- Percentual das subpopulagdes de mondcitos classicos (CD14™ CD16°) (A), intermediarios (CD14™"
CD16%) (B) e ndo classicos (CD14"CD16™) (C) nas situagdes basal e ap6s o exercicio. Dados expressos como

média + erro padrdo para os grupos CTRL (n= 7), OB (n= 8) e OBR (n= 8). *diferenca entre OBR (p=0,013) e
CTRL.

Foram realizadas correlagdes entre a frequéncia de subpopulacdes de mondcitos
CD14™CD16", CD14"CD16™ e CD14"™"CD16  com varidveis bioquimicas e antropométricas
(TABELA 5). Observou-se correlagdo positiva entre a frequéncia de mondcitos intermediarios
(CD14""CD16%) e o percentual de gordura e circunferéncia da cintura. Para a frequéncia de
mondcitos ndo cldssicos (CD14"CD16") encontrou-se uma correlagdo positiva em relacdo
aos niveis plasmadticos de triglicérides. Por fim, foi observada correlagdo negativa entre a
frequéncia de mondcitos cldssicos (CD14""CD16) e a circunferéncia da cintura. Para as

demais varidveis nao houve correlagdes.
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Tabela 5- Correlacdes das subpopulacdes de mondcitos com varidveis bioquimicas e antropométricas.

Variaveis % células % células % células
CD14°CD16" CD14°CD16™ CD14CD16
R P R p R P
Percentual de gordura (%) 0,311 0,006* 0,000 0,925 0,1222 0,094
IMC (kg/m?) 0,030 0404 0,0737 0,189 0,0687 0,205
Insulina (uU/mL) 0,010 0,628 0,115 0,098 0,0295 0414
HOMAl—IR(mmol)(uU)/L2 0,010 0,630 0,093 0,137 0,0197 0,508
Triglicérides (mg/dl) 0,017 0,567 0,224 0,01* 0,0321 0,396
CC (cm) 0,380  0,002* 0,107 0,137 -0,2840 0,011*

*correlagdo significativa. CC: circunferéncia da cintura

Foi avaliado o efeito do exercicio fisico, no dia seguinte a sessdo de exercicio, nas
variaveis glicose e insulina de jejum e indice HOMAI1-IR, que foram comparados com os
valores obtidos na caracterizacdo. Nao houve efeito do exercicio nessas varidveis (TABELA

6).

Tabela 6- Dados de glicose, insulina e HOMA1-IR na caracterizacdo e no dia apds a realizacdo do exercicio.

OBR OB CTRL P
Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Glicose 83,0+6,4 88,0+7,1 83,0+82 81,0+99 80,0+4,6 79,0+4 0,2
Insulina 20+9,7 194+18 8720 92+28 51+16 44+21 0,76
HOMALIR 41423 42+0,7 1,8+0,5 19+06 09+£05 0,7+04 0,8

Dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Glicemia: (mg/dl); insulina: pU/mL HOMAI-IR:
(mmol)(pU)/L>.
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7 DISCUSSAO

Este estudou avaliou o efeito de uma sessdo de exercicio fisico aerébico em
componentes celulares e moleculares que podem estar envolvidos no desenvolvimento da
resisténcia a insulina relacionada a obesidade. Nosso estudo foi o primeiro a avaliar a resposta
de uma sessio de exercicio fisico aeroébico em humanos eutroficos sensiveis a insulina, obesos
sensiveis e resistentes a insulina nos seguintes componentes: frequéncia de células imunes
circulantes, na expressdo da HSP70, ativacdo da JNK e fosforilacio de um residuo de serina
do IRS-1 no misculo esquelético. Observamos que obesos resistentes a insulina apresentam
maior frequéncia de mondcitos intermedidrios e que obesos sensiveis e resistentes a insulina
apresentam menor expressio da HSP70, maior fosforilacio da JNK e do IRS-1 ser6'”
comparados a eutréficos. O principal achado desse estudo é que uma sessdo de exercicio
fisico foi suficiente para reduzir a frequéncia dos mondcitos intermedidrios e aumentar a
expressao muscular da HSP70 nos voluntarios avaliados em conjunto. Além disso, reduziu a
ativacdo da JNK nos obesos resistentes a insulina e a fosforilacdo da serina 612 do IRS-1 nos

grupos de obesos.

Os leucdcitos sanguineos podem apresentar frequéncia e/ou ativagdo afetados por
diversas situagdes que envolvam estresse celular. A sobrecarga lipidica e a inflamacdo de
baixo grau presentes na obesidade sdo dessa forma potentes estimulos para o sistema imune.
Considerando que o exercicio fisico € uma ferramenta capaz de atuar sobre esse sistema, nos
avaliamos a frequéncia das diferentes subpopulacdes de linfécitos e mondcitos antes e apds
uma sessdo de exercicio. No presente estudo ndo observamos diferenca na frequéncia das
células TCD4" e TCDS8"* entre os grupos estudados. Ao contririo de nossos achados,
O’Rourke et al., (2005) reportaram uma maior frequéncia de células TCD4" e reducio na
frequéncia de células TCD8", ao se comparar individuos obesos mérbidos com controle
eutréficos, resultados que também foram descritos por Weerd et al., (2012). De maneira
semelhante Lynch et al., (2008) observaram uma menor frequéncia de células T CD8* em
individuos obesos morbidos, embora ndo tenham verificado diferenca na frequéncia de
linfécitos T CD4". Diferente do presente trabalho, os estudos citados envolveram individuos
com obesidade moérbida (IMC > 40kg/m2) e que apresentavam comorbidades associadas a
obesidade (diabetes, apnéia do sono, hipertensdo, osteoartrite, doenga arterial coronariana e
refluxo gastresofagico) e/ou faziam uso de medicamentos (hipoglicemiantes, anti-
hipertensivos, antiinflamatorios, anticolesterolémico e hormonio da tiredide). Ja os individuos

que participaram do presente estudo ndo reportaram qualquer doenca cronica ou aguda, assim
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como ndo utilizavam medicamentos, além de apresentarem obesidade moderada ou de grau 1
(IMC = 33,6 kg/m”e 34,8 kg/m” nos resistentes e sensiveis a insulina, respectivamente). As
Unicas alteracoes metabdlicas, do nosso conhecimento, referem-se a maiores niveis de
insulina, triglicérides e VLDL plasméticos no grupo de obesos resistentes a insulina. Isso
sugere que as alteracdes relatadas pelos autores citados podem ser decorrentes ndo somente da
obesidade em si, mas das doencas associadas. Esta hip6tese € sustentada pelos achados de
Lynch et al., (2008) que demonstraram que a reduciio na frequéncia de células TCD8" foi
maior nos obesos nao sauddveis metabolicamente comparado com o grupo de individuos

obesos metabolicamente saudaveis.

Em relacdo a frequéncia das diferentes subpopulacdes de mondcitos observamos que
obesos resistentes a insulina apresentaram uma maior frequéncia de mondcitos CD14™*CD16"
em relacdo aos eutréficos e que a frequéncia dessa subpopulacdo foi correlacionada
positivamente com o percentual de gordura e circunferéncia da cintura. Embora nao
observarmos diferenca significativa entre os grupos na frequéncia das outras subpopulagcdes
de mondcitos (CD14"CD16"" e CD147"CD167) houve uma tendéncia de maior frequéncia das
células CDI14'CD16"" (p= 0,07) nos obesos resistentes a insulina. Adicionalmente
encontramos uma correlacdo positiva entre as células CD14"CD16™ com a concentracdo
plasmética de triglicérides e uma correlacio negativa entre as células CD14""CD16 com a
circunferéncia da cintura. Poitou er al. (2011) reportaram aumento da frequéncia das
subpopulagdes de monécitos CD14"CD16" (CD14'CD16"" ¢ CD14""CD16") em individuos
obesos mérbidos com um incremento da subpopulacdo CD14"CD16™" em obesos mérbidos
diabéticos. Os autores sugeriram que pelo menos na obesidade morbida, a glicemia
aumentada poderia ser um parimetro de regulagio das células CD14"CD16"". Poitou et al.
(2011) ainda observaram que a redugio da frequéncia de células CD14"CD16"™ em obesos
moérbidos que perderam peso foi correlacionada com reducdo da massa gorda.
Adicionalmente, Rogacev et al. (2010) reportaram que a alta frequéncia de mondécitos CD16*

foi associada com maior IMC.

Acreditamos que a maior frequéncia dos mondcitos CD14""CD16" nos obesos
resistentes a insulina possa estar relacionada as alteracdes do perfil lipidico observadas nesse
grupo. O prejuizo na sinaliza¢do da insulina aumenta a lipdlise no tecido adiposo, resultando
em aumento na concentragdo plasmatica de 4cidos graxos livres. No figado, os 4cidos graxos
livres servem como substrato para a sintese de triglicérides. Além disso, esses acidos graxos

estabilizam a producdo da apoliproteina B (apoB), que estd presente na particula de
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lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL), resultando em maior produg¢do de VLDL.
Adicionalmente, a insulina degrada a apoB por uma via dependente da PI3K. Assim a
resisténcia a insulina aumenta diretamente a producdo de VLDL. A insulina também regula a
atividade da lipoproteina lipase, mediadora da depura¢do do VLDL (HUANG, 2009). Dessa
forma, a maior concentracdo plasmatica de triglicérides € VLDL nos obesos resistentes a
insulina, pode ser o resultado da disfun¢do da sinalizacdo da insulina. Uma questdo que pode
suportar o papel da lipemia na maior frequéncia desses mondcitos se refere a presenga em sua
superficie de receptores do tipo Toll, que funcionam como co-receptores de lipidios e a
capacidade elevada de mondcitos CD16 positivos na captagdo de colesterol LDL oxidado
(MOSIG et al., 2008). Em resumo, os nossos resultados indicam que a disfun¢do da via de
sinalizacdo da insulina promove alteracoes do perfil lipidico e, esse estado de lipemia
aumentada pode estimular os mondcitos CD147"CD16", que sdo células que apresentam um

perfil funcional inflamatoério.

Ao avaliar-se o efeito do exercicio sobre as células imunes circulantes, constatou-se
que 1 hora apds o exercicio houve reducdo da frequéncia dos mondcitos intermedidrios
(CD14""CD16"%) e dos linfécitos auxiliares (T CD4"), considerando todos os voluntdrios,
independente do grupo em que foram alocados. Existem poucos estudos que avaliaram o
efeito do exercicio fisico nas diferentes subpopulagdes de leucdcitos e nao foi encontrado
nenhum estudo realizado com individuos obesos, sensiveis ou resistentes a insulina. Dado
similar ao do presente estudo foi reportado por Simpsos et al., (2009) que avaliaram a
frequéncia de mondcitos antes, imediatamente apés e 1 hora apds um exercicio com durag@o
de 45 minutos a 75% do VOynsx em homens moderadamente treinados. Os autores reportaram
que a frequéncia de células CD14"CD16" foi 49% menor uma hora apés o exercicio e foi
associada com mudancas nas células CD14"™"CD16%, sem mudancas nas células
CD14'CDI16™. A menor frequéncia dos monécitos CD14""CD16" apés o exercicio sugere
que mondcitos intermedidrios sdo preferencialmente marginalizados ou removidos da
circulacio durante a fase de recuperacdo do exercicio, talvez para tecidos periféricos, baco ou

areas de inflamacgdo (SIMPSOS et al., 2009).

O musculo esquelético € responsavel por cerca de 70 a 80% da captacdo de glicose,
exercendo um importante papel no controle da homeostase glicemica (De FRONZO et al.,
1981). Justifica-se dessa forma, a andlise de componentes musculares envolvidos no
mecanismo de resisténcia a insulina relacionada a obesidade. Nesse estudo nds observarmos

que a ativacdo da JNK1/2 foi maior nos grupos obesos, com um aumento ainda maior nos
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voluntdrios obesos resistentes a insulina. Observamos, ainda, a presenca de uma correlacdo
positiva entre os niveis de insulina e a ativacdo muscular da JNK. A fosforilacio aumentada
da JNK na obesidade e resisténcia a insulina ja foi reportada em estudos realizados em
humanos e animais. Hirosumi et al. (2002) reportaram, em modelos de obesidade genética e
induzida por dieta, maior ativacdo da JNKI nos tecidos muscular, adiposo e hepatico. Ja
Chung et al. (2008) observaram uma maior ativagdo da JNK1/2 no musculo de individuos

obesos resistentes a insulina comparado com individuos eutréficos saudaveis.

z

A ativacdo da JNK nos tecidos sensiveis a insulina € considerada como uma das
possiveis causas da resisténcia a insulina relacionada a obesidade. No estudo de Hirosumi et
al., (2002) animais knockout para JNK (JNK17/)ndo desenvolveram resisténcia a insulina
induzida pela obesidade. J4 Zhang et al., (2011) observaram que camundongos com supressao
seletiva da JNK1/2 no tecido adiposo, e que receberam uma dieta rica em lipidios,
apresentaram reducdo no ganho de peso, massa de gordura e tamanho do adipdcito. Esses
animais foram resistentes aos impactos deletérios da dieta sobre a sensibilidade a insulina,
tolerancia a glicose e esteatose hepatica. Adicionalmente, Sabio et al. (2010) reportaram que
camundongos com deficiéncia musculo-especifica da JNK1 (MKO) apresentaram melhora da
sensibilidade a insulina comparado aos selvagens. Observaram ainda que a ativacdo da Akt
estimulada pela insulina € suprimida no musculo, figado e tecido adiposo dos animais
selvagens, enquanto nos animais MKO essa supressdo ocorreu no figado e tecido adiposo,
demonstrando que a JNK1 no musculo contribui para a resisténcia a insulina em resposta a

obesidade induzida pela dieta.

Alguns mecanismos s@o propostos para explicar a maior ativacdo da JNK relacionada
a obesidade. A obesidade é associada com uma inflamagdo crdonica de baixo grau e maior
expressdo de citocinas infamatdrias, como o TNF-a, que ativam esta quinase (DAVIS et al.,
2000; UYSAL et al., 1997). Outros mecanismos consideram a participacdo dos 4dcidos graxos
livres que estdo aumentados na obesidade. Uma alimentacdo rica em lipidios ou a exposi¢ao
in vitro de células a 4cidos graxos causam estresse do reticulo endoplasmatico e indugao da
resposta a proteinas desdobradas, levando a ativacdo da JNKI1 (URANO er al., 2000;
HOTAMISLIGIL, 2010). Além disso, dcidos graxos saturados podem atuar como ligantes
para receptores do tipo Toll que ativam a via da JNK (SHI ef al., 2006; TSUKUMO et al.,
2007). Por fim, 4cidos graxos podem ativar a via da JNK pela ativagao de proteinas quinases
de linhagem mista (MLK), mediada pela PKC e pela proteina que interage com a JNK1 (JIP1)
(JAESCHKE et al., 2004; JAESCHKE et al., 2007). De acordo com Sabio e Davis (2010) a
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contribuicdo relativa de cada mecanismo e suas inter-relacdes permanecem a ser
determinadas. Embora ndo tenhamos realizado medidas dos niveis de citocinas e 4cidos
graxos livres, € possivel que ambos estejam envolvidos na ativacdo da JNK no nosso modelo
de estudo, e consequentemente no desenvolvimento da resisténcia a insulina. Pudemos
constatar que o grupo de obesos resistentes a insulina apresentou um perfil de mondcitos
compativel com um quadro de inflamacao, refletido por uma maior frequéncia das células
CD14™"CD16", que produzem grande quantidade de TNF-a. Além disso, os obesos
resistentes a insulina apresentaram niveis elevados de triglicérides e VLDL, o que sugere que
o metabolismo lipidico estd alterado nesse grupo, contribuindo para a atividade ainda maior

da JNK nesses individuos.

Devemos considerar ainda que a maior ativagdo da JNK nos obesos resistentes a
insulina comparado aos obesos sensiveis a insulina pode ter uma contribuicdo do maior nivel
de insulinemia desses individuos. Isso porque, na fase inicial da resisténcia a insulina, as
células beta pancredticas podem compensar essa resisténcia por uma secrecao aumentada de
insulina. No entanto, a persisténcia da hiperinsulinemia pode prejudicar a a¢do da insulina,
devido a ativacdo de mecanismos contra regulatorios envolvidos na dessensibilizagdo do
efeito da insulina sobre a captacdo de glicose. A insulina induz, por meio da ativagdo de
quinases, como a ERK e a JNK, a fosforilacdo de residuos de serina/treonina do IRS-1 o que
pode ser um mecanismo fisioldgico para regular a sinaliza¢do a insulina (PAZ et al., 1999;
GREENE et al., 2002). Em um estado de hiperinsulinemia, esse mecanismo pode ser alterado
e participar do desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade ou diabetes tipo 2
(GUALet al., 2003). Bandyopadhyay et al. (2005), por exemplo, observaram em obesos e
diabéticos com hiperinsulinemia uma alta fosforilacao basal da JNK-1, ERK-2 e p38. Dessa

forma, uma maior ativacao basal da JNK pode estar relacionada com uma maior concentragao

plasmaética de insulina, juntamente com os estimulos inflamatérios e lipidicos.

O mecanismo proposto para o desenvolvimento da resisténcia a insulina pela maior
atividade de quinases relacionadas ao estresse baseia-se na capacidade dessas quinases em
fosforilar residuos de serina do IRS-1, inibindo a via de sinalizagdo da insulina. Como
exemplo, a fosforilacdo pela JNK do residuo de serina 307 (312 em humanos) do IRS-1
impede a interagdo entre o receptor de insulina e o IRS-1 (AGUIRRE et al., 2000; AGUIRRE
etal., 2004; LEE et al., 2003; BANDYOPADHYAY et al., 2005). Existem mais de 70

residuos de serina no IRS-1 que podem ser fosforilados e regular negativamente a sinalizagao
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da insulina. No presente estudo, nds observamos aumento da forma fosforilada do IRS-1 na

serina 612, nos grupos de obesos comparados ao grupo controle eutréfico.

Morino et al. (2008) para avaliarem o papel da fosforilacdo da serina em mediar a
resisténcia a insulina no musculo induzida pela dieta, geraram camundongos transgénicos
onde as serinas 302, 307 e 612 do IRS-1 foram substituidas por alaninas (Tg IRS-1Ser3Ala).
Os camundongos Tg IRS-1 Ser3Ala foram protegidos da resisténcia a insulina, como refletido
por redu¢do da concentracdo de glicose durante o teste de tolerancia a glicose e aumento da
captacao de glicose estimulada pela insulina no clamp euglicémico hiperinsulinémico. Além
disso, os animais também mostraram um aumento da associacdo entre o IRS-1 e a subunidade
p85 da PI3K. Essa maior interagcao entre o IRS-1 e PI3K pode ser devida a mutagcdo Ser612-
Ala612, uma vez que esse residuo se localiza préximo a dois residuos de tirosina (Tyr608 e
Tyr628), que sdao importantes locais de fosforilacdo envolvidos na ligacdo a PI3K (MOTHE et
al., 1996; RAVICHANDRAN et al., 2001; ESPOSITO et al., 2001; ROCCHI et al., 1995).
Ressalta-se, contudo, que existe um grande nimero de outros residuos de serina que podem
ser fosforilados, sugerindo que a fung¢do do IRS-1 é modulada de maneira complexa, e que
aconteca uma combinacdo da fosforilacio de vdrios residuos de serina para o

desenvolvimento da resisténcia a insulina (YIET et al., 2007).

Noés observamos que a expressdo muscular basal da HSP70 nos obesos sensiveis a
insulina foi menor em relac@o aos individuos eutréficos, e que essa expressao foi ainda menor
nos voluntdrios obesos resistentes a insulina. Chung et al. (2008) encontraram que obesos
resistentes a insulina, comparados a eutréficos, apresentaram uma menor expressao muscular
da Hsp72. Recentemente, Henstridge et al., (2010) reportaram que a expressdao da Hsp72
no musculo esquelético foi inversamente relacionada ao percentual de gordura corporal,
independente da idade e género, em humanos. Entretanto, o presente estudo € o primeiro a
demonstrar que obesos com sensibilidade a insulina preservada j4 apresentam uma redugdo na
expressao muscular da HSP70 comparado a individuos eutréficos. Esse achado pode indicar

que a reducdo da expressao da HSP70 antecede o surgimento da resisténcia a insulina.

Em uma revisdo recente, Geiger e Gupte (2011) sugerem que o bloqueio da resposta
da HSP e a reducdo na expressao dessa proteina em tecidos resistentes a insulina poderia ser
resultado de uma inibicao do fator de transcri¢do de choque térmico 1 (HSF-1). O HSF-1, na
sua forma inativa, encontra-se no citoplasma e apresenta os residuos de serina fosforilados. A

desfosforilagdo dos residuos de serina do HSF-1 causa sua translocagdo para o nicleo,
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trimerizagdo, ligacdo aos elementos de choque térmico (HSE) e transcricdo do RNAm das
HSPs. A hiperatividade de quinases do estresse, capazes de fosforilar os residuos de serina do
HSF-1 podem reprimir a ativacdo desse fator em tecidos resistentes a insulina. Quinases como
a quinase glicogénio sintase 3 (GSK3), a ERK e a JNK fosforilam o HSF-1 em residuos de
serina especificos, o que o torna inativo e reduz a sintese da Hsp70 (KLINE e MORIMOTO,
1997). Neste contexto, Dai et al., (2000), a partir de estudos in vitro, observaram que a JNK
fosforila a serina 363 do HSF-1 suprimindo a atividade de transcricdo desses fator. Essa
fosforilagao causa a dispersao do HSF-1 dos locais de transcricdo mais rapidamente apds o
choque térmico, o que interfere na sintese das proteinas. Interessantemente, a expressido da
Hsp70 apresentou um comportamento inverso a ativagdo da JNK1/2 no misculo esquelético,

evidenciado pela correlagdo negativa observada entre essas variaveis.

Desta forma, nossos achados suportam os dados da literatura referentes a uma maior
ativacdo da JNK, fosforilagao do IRS-1 em um dos residuos de serina e menor expressao da
HSP70 no musculo esquelético de individuos obesos resistentes a insulina. Adicionalmente,
nossos resultados demonstram que obesos classificados como sensiveis a insulina ja
apresentam alteracdes nesses componentes. Considerando as alteracdes da expressdo da
HSP70 e fosforilagio da JNK e IRS-1ser’” na obesidade e resisténcia a insulina nés
avaliamos se os mesmos poderiam ser modulados por uma sessao de exercicio fisico. Nossos
resultados demonstraram que, ao analisarmos os trés grupos em conjunto, uma sessao de
exercicio fisico aer6bico promoveu aumento da expressao muscular da HSP70. Além disso,
houve reducdo da ativagcdo muscular da JNK1/2 nos obesos resistentes a insulina e da
fosforilacdo do IRS-1 na ser®? nos dois grupos de obesos, mas para niveis ainda superiores

aos dos individuos eutréficos.

Nos estudos de Oliveira et al., (2011) e Ropelle et al., (2006) animais com obesidade
induzida por dieta e resistentes a insulina realizaram uma sessao de exercicio de natagdo em 2
séries de 3 horas. Apds o exercicio os animais receberam uma injecdo de insulina pela veia
porta. Os resultados encontrados incluiram aumento da sensibilidade a insulina, redug¢do da
fosforilagdo da JNK (Thr183/Tyr185), IKKB e do IRS-1 na ser’"’. Adicionalmente, Schenk e
Horowitz (2007) observaram que uma sessdo de exercicio fisico a 65% do VOayic, durante 90
minutos protegeu individuos saudaveis contra a resisténcia a insulina induzida pela infusdo de
lipidios. Os autores reportaram reducgdo da atividade das vias de estresse, evidenciada por uma

menor ativagdo da JNK e da via IKK/NF«xB no misculo esquelético.
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Alguns estudos t€m sugerido que a indu¢do da Hsp72 muscular interfere na atividade
da JNK e resulta em um aumento da sensibilidade a insulina (CHUNG ez al., 2008; GUPTE et
al., 2009). No estudo de Chung et al., (2008) foram utilizados diferentes meios para induzir a
expressdo muscular da Hsp72: exposi¢ao ao calor, indug¢do farmacoldgica (BGP-15) ou
superexpressdao génica. Em todas as situagdes o aumento na expressao de Hsp72 protegeu os
camundongos que recebiam uma dieta rica em gordura do desenvolvimento da resisténcia a
insulina. Em outro estudo, a indu¢do da Hsp72 através da exposi¢do ao calor promoveu, em
ratos que receberam uma dieta com alto teor de gordura, melhora da tolerancia a glicose
(GUPTE et al., 2009). Nesses estudos a inducao da Hsp72 foi associada com uma reducdo na
ativacdo da JNK e da IKK-fB, sugerindo, dessa forma, um papel potencial da Hsp72 em

bloquear vias de sinalizacao relacionadas a resisténcia a insulina no contexto da obesidade.

Alguns estudos in vitro demonstraram a existéncia de uma atividade inibitéria da
Hsp72 sobre a JNK. Gabai et al. (1997) utilizaram uma linhagem de células de leucemia
U937 (nessas células a ativacdo de JNK parece ser essencial para apoptose por choque
térmico, radiacdo ultravioleta e estresse oxidativo) e uma linhagem de células linféides PEER
(alta produgdo da Hsp72 sob controle da tetraciclina). Essas células foram pré-aquecidas e,
ap6s um periodo, aquecidas novamente e observou-se reducdo da atividade da JNK nas
células previamente expostas ao calor. Adicionalmente, Hee-Sae et al., (2001) observaram
que o pré-tratamento de células adiposas NIH 3T3 com choque térmico (43°C, 20 minutos) e
a superexpressdo constitutiva da Hsp72 suprimiu a atividade da JNKI1 estimulada pela
radiacdo ultravioleta. Existem alguns mecanismos propostos para o efeito inibitério da Hsp72
sobre a ativacdo de JNK. A ligacdo direta entre a Hsp72 e a JNK poderia prevenir a ativacao
da JNK por quinases com a SAPK/Erk quinase 1 (SEK1) e quinase de MAP quinase 7
(MKKT7) (PARK et al., 2001). A interagcdo entre as proteinas também pode inibir a atividade
enzimdtica da JNK ou inibir a interacdo entre a JNK e seu substrato, o c-Jun. Outros
mecanismos incluem a capacidade de Hsp72 em agir sobre fosfatases que inibem a JNK como
as MAP quinase fosfatase-1 (MKP-1) e MKP-3 ou que ativam a JNK, como a quinase com
ziper de leucina duplo (DLK) (MERIIN ez al., 1999; DAVIAU et al., 2006).

Embora tenhamos observado que o exercicio fisico foi capaz de modificar a expressao
da HSP70 e a ativacdo da JNK, ndo podemos afirmar se essas alteracdes foram suficientes
para promover melhora na sensibilidade a insulina no musculo esquelético, j4 que nao
realizamos essa medida. O que propomos foi utilizar um protocolo de exercicio semelhante a

outros protocolos descritos em estudos que observaram melhora na sensibilidade a insulina,
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mas que ndo investigaram os componentes moleculares potencialmente envolvidos. E
importante salientar ainda que os diversos estimulos que podem induzir a expressdo da
HSP70, como elevacdo da temperatura, estresse oxidativo ou distirbios metabdlicos
(deplecao de ATP e glicogénio, reducio pH) (NOBLE, MILNE e MELLING, 2008;
FEBBRAIO et al., 2002, OISHI et al., 2002) ativam também outras vias, que podem culminar
na melhora da sensibilidade a insulina. Dessa forma, embora os achados do presente estudo
sugerem o envolvimento da HSP70 na modulacdo da sensibilidade a insulina na obesidade,
nao podemos afirmar que o efeito isolado da HSP70, bloqueando a ativacao da JNK, promova

esse efeito.

Nesse estudo nés utilizamos o indice HOMAI1-IR para determinar a presenca de
resisténcia a insulina. Esse indice € um modelo matematico que se baseia no equilibrio entre
as concentracdes plasmaticas de insulina e glicose no estado de jejum. Reflete o balanco
entre a producdo hepdtica de glicose e a secrecdo de insulina, que € mantido por uma retro-
alimentacdo entre as células hepdticas e as células beta do pancreas (TURNER et al., 1979).
Em vérias condi¢des que sdo caracterizadas pela resisténcia a insulina periférica, a resisténcia
a insulina hepdtica é também evidente (De FRONZO et al., 1991; BONORA et al., 1992; Del
PRATOet al., 1993). Viarios estudos que investigaram a utilizacdo do indice HOMAI1-IR
reportaram ser esse teste um bom preditor da sensibilidade periférica a insulina (EMOTO et
al., 1999; BONORA et al., 2000). De acordo com Wallace et al. (2004) o indice HOMA ja se
tornou uma medida utilizada em diversos estudos clinicos e epidemioldgicos para avaliagdao
da resisténcia a insulina, sendo citado em mais de 500 publicacdes. NOs observamos que o
valor do indice HOMAI1-IR no dia seguinte a realizacdo da sessdo de exercicio ndo foi
modificado. Ressalta-se que esse teste ndo parece ser uma medida sensivel para detectar
mudancas na sensibilidade a insulina muscular decorrente de uma sessdo de exercicio, ja que
reflete o balanco entre a produc@o hepatica de glicose e a secrec¢do de insulina.

No intuito de continuarmos a investigar o efeito do exercicio fisico em componentes
celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade,
0 nosso grupo de pesquisa estd realizando um estudo onde avaliamos o efeito de um programa
de treinamento fisico aerébico de 12 semanas em obesos resistentes e sensiveis a insulina na

expressdao da HSP70 e ativacdo de diversas quinases relacionadas ao estresse.

A figura a seguir ilustra as modificacdes celulares e moleculares encontradas em

individuos obesos sensiveis e resistentes a insulina, comparados a eutréficos e o efeito de uma
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sessdo de exercicio fisico aer6bico nesses componentes nos trés grupos avaliados (FIGURA

15).
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Figura 15- Na obesidade observa-se uma maior quantidade de 4cidos graxos livres e citocinas pré-inflamatérias
que atuam a nivel sistémico e muscular, desencadeando diversas alteragdes que culminam no desenvolvimento
da resisténcia a insulina. (A) Individuos obesos resistentes a insulina apresentam uma maior frequéncia de
mondcitos intermediarios (CD14™"CD16"), que produzem grande quantidade de citocinas pré-inflamatérias. No
miusculo esquelético ocorre uma maior fosforilagdo do IRS-1 no residuo de serina 612, maior fosforilagdo da
JNK e menor expressdo da HSP70 nos obesos sensiveis e resistentes a insulina. Os 4cidos graxos e citocinas sdo
alguns dos estimulos que ativam a JNK que fosforila o residuo de serina 312 do IRS-1 (ndo avaliado) (B) Uma
sessdo de exercicio fisico aerébico promove redugdo da frequéncia dos mondcitos intermedidrios nos trés grupos
em conjunto, que podem ser uma fonte de citocinas pré-inflamatorias, envolvidas na ativagdo da JNK. No
musculo esquelético observa-se redugdo da ativagdo da JNK nos obesos resistentes a insulina, reducdo da
fosforilagdo do IRS-1 na serina 612 nos grupos de obesos e aumento da expressdo da HSP70 nos voluntarios dos

trés grupos avaliados conjuntamente.
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8 CONCLUSAO

Uma sessdo de exercicio fisico aerébico promoveu alteragdes que caracterizam
reducdo da inflamacdo e/ou estresse (reducdes da frequéncia de mondcitos intermedidrios, da
fosforilagdo da JNK, fosforilacdo inibitéria do IRS-1 e aumento da expressaio HSP70
muscular) que podem contribuir na modulagdo da sensibilidade a insulina pelo exercicio

fisico aerdbico.
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ANEXO A

Versao brasileira do Veterans Specific Activity Questionnaire (VSAQ)

Este questiondrio tem como objetivo avaliar sua capacidade para realizacdo de atividades
didrias habituais. A seguir, serao apresentadas vérias atividades do dia-a-dia que aumentam de
modo crescente o nivel de esforco e dificuldade necessdrios para realiza-las. Apds a
identificacdo das atividades, pense cuidadosamente e indique a primeira atividade que, se
realizada por um determinado periodo (poucos minutos), causaria cansago intenso, falta de ar,
dor no peito ou vontade de parar por exaustdo. Se voce ndo realiza normalmente alguma das
atividades em particular, tente imaginar como seria se as fizesse.

1 MET - Comer e vestir-se. Ficar deitado ou sentado assistindo televisao. Trabalhar sentado
escrevendo, digitar no computador ou falar ao telefone.

2 METs - Lavar, passar ou pendurar roupas. Cozinhar, lavar pratos, mudar a roupa de cama,
levar lixo para fora, regar plantas, costurar a mdo. Tomar banho de chuveiro e secar-se (em
pé). Caminhar da casa para o carro ou 6nibus. Descer 8 degraus de escada (1 lance). Fazer
compras (no mercado, no shopping). Carregar e arrumar as compras (esforco leve).

3 METSs - Caminhar devagar (4km/h) sobre uma superficie plana um ou dois quarteirdes
(carregando ou ndo objetos com menos de 10 kg). Realizar trabalhos leves/moderados: lavar
carro, lavar janelas, limpar garagem, varrer o chdo, carregar crianca pequena de
aproximadamente 7 kg (esforco leve).

4 METSs - Executar trabalhos leves no quintal (por exemplo: juntar e ensacar grama ou
folhas de arvore). Varrer garagem, calcada ou fora de casa. Cuidar de idoso ou adulto
incapacitado (ex.: ajudar a dar banho). Andar de bicicleta para trabalho ou lazer (< 16 km/h).

S METs - Dancar socialmente (rdpido). Caminhar, terreno plano, superficie firme, ritmo
bem ripido (6,5 km/h). Caminhar carregando um peso entre 0,5 e 7 kg em subidas (ex.:
pacote de arroz de 5 kg).

6 METSs - Fazer faxina. Nadar, em lago, oceano ou rio. Caminhar (7 km/h) em terreno plano,
superficie fi rme, ritmo extremamente rapido. Mudar méveis pesados de lugar (arrastar).

7 METs - Subir ladeira a pé. Futebol casual. Correr (7,5 km/h) ou nadar, em velocidade
lenta, esforco leve a moderado. Carregar compras escada acima. Carregar um peso de
aproximadamente 30 kg (uma crianca).

8 MET:s - Correr 8 km/h, moderadamente, em superficies planas (7,5 min.km'l), subir escadas
rapidamente. Carregar compras e pesos moderados (7 a 18 kg) subindo escadas.
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9 METSs - Andar de bicicleta em velocidade moderada. Correr 8,3 km/h (7,1 min. km'l).
Subir morros com peso de 20 kg.

10 METs - Nadar em ritmo acelerado, esforco vigoroso. Subir uma ladeira de bicicleta.
Correr a 10 km por hora (6,2 min. km-1). Futebol competitivo. Carregar peso entre 22 e 34
kg em subidas.

11 METs - Andar de bicicleta em ritmo acelerado e continuo. Correr 11 km/h (5,3 min. km-1)
ou correr no campo (terreno irregular com subida). Nadar estilo crawl, velocidade rapida (70
m/min), com esforco vigoroso. Carregar uma carga pesada (ou seja, uma crianca) subindo até
2 lances de escada.

12 METs - Correr em ritmo acelerado e continuo (em superficie plana 2 km em tempo < 10
minutos ou 12 km/h). Ciclismo estaciondrio (250 W), esforco muito vigoroso. Carregar peso
superior a 34 kg em subida.

13 METSs - Realizar qualquer atividade competitiva, incluindo aquelas que envolvam correr a
toda velocidade (muito rapido) e de forma intermitente. Correr a aproximadamente 13 km/h
(4,6 min.km-1). Correr ou remar competitivamente, corridas de bicicleta.



