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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de obesidade em diversas populages, inclusive no Brasil, tem crescido constantemente e a susceptibilidade a esse
quadro se apresenta de forma diferente entre os sexos. Foi demonstrado que as mulheres sdo mais propensas a desenvolverem obesidade
severa e apresentam maiores riscos de complicagdes, incluindo doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2 (DM2), hipertenséo arterial
sistémica, apneia do sono, cancer e transtornos mentais, em comparacao aos homens (RYAN, 2007; MANRIQUE-ACEVEDO et al.,
2020).

O tecido adiposo é caracterizado como um dérgao multifuncional, que garante suporte energético de acordo com as necessidades
apresentadas pelo organismo, sendo metabolicamente ativo e essencial para as funcdes fisiologicas, que contribuem para a homeostase
corporal (SANTOS; TORRENT, 2010), podendo ser dividido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM). O
TAB sintetiza e libera uma variedade de substancias bioativas conhecidas como adipocinas, as quais regulam muitos processos
fisioldgicos, apresentando assim, fung¢fes enddcrinas e imunoldgicas (SAKERS, et al., 2022).

O exercicio fisico aerdbio promove beneficios cardiovasculares e enddcrino-metabdlicos. Tendo um grande impacto sobre o
tecido adiposo, reduzindo sua caracteristica inflamatéria, melhorando a sensibilidade & insulina, em alguns casos, promovendo perda
de peso, papel importante na regulacéo positiva do tecido adiposo e medidor da resposta anti-inflamatéria (PEDERSEN, 2011; BASTU
etal., 2018; YANG et al., 2021).

2. OBJETIVOS
Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio de moderada intensidade na morfologia do tecido adiposo perigonadal e do tecido
adiposo interescapular e nos biomarcadores inflamatdrios em camundongos fémeas obesas.

3. METODOLOGIA

3.1 Animais

A partir do protocolo experimental (CEUA/UNICAMP n° 5849-1/2021), fémeas da linhagem C57BL/6 JUnib foram divididas
em quatro grupos: SD (sedentérias, racdo padrdo contendo 64% de carboidratos, 22% de proteinas e 4% de lipidios-3,6 kcal/g), TR
(treinadas, racéo padrédo), OB/SD (sedentérias, dieta hiperlipidica contendo 32% de carboidratos, 20,3% de proteinas e 38% de lipidios-
6,2 kcal/g) e OB/TR (treinadas, dieta hiperlipidica). Os grupos OB/SD e OB/TR receberam dieta hiperlipidica por 16 semanas para
inducdo da obesidade. Na 9% semana, os grupos TR e OB/TR iniciaram o treinamento fisico aerébio em esteira, com duragdo de 8
semanas, mantendo as respectivas dietas e totalizando 16 semanas de protocolo experimental.

3.2 Treinamento fisico aerobio

O protocolo de treinamento fisico consistiu em corrida em esteira ergométrica (AVS Projetos, Brasil) por 8 semanas, 5 dias por
semana, com sessdes de 60 minutos realizadas no periodo da manhd. A velocidade mé&xima (Vwmax) atingida no texto de esforco
(FERREIRA et al., 2007), foi utilizada para definir a intensidade do treinamento fisico, padronizado entre 50 e 60% da Vmax. Na
primeira semana, a velocidade e o tempo foram aumentados progressivamente até atingir o padrao final da sessdo: 10 min a 40% da
Vmax, 40 min a 50-60% da Vmax € 10 min a 40% da Vmax, com inclinacdo de 0%.
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3.3 Coleta de Tecidos

Os animais foram anestesiados com cetamina 80mg/kg e xilazina 10mg/kg intraperitoneal e amostras de sangue foram coletadas
por pungcdo cardiaca para obtencdo do soro, a eutanasia foi realizada por aprofundamento da anestesia e exsanguinagdo. O tecido adiposo
perigonadal (TAp), o tecido adiposo interescapular (TAI) (SAKERS, et al., 2022) e a tibia foram coletados.

3.4 Histologia

As amostras de TAp e TAI foram fixadas por imersdo em paraformaldeido 4% em solucdo-tampao de fosfato salino 0,1M (PBS,
pH 7,4), a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas em solucdo-tampdo e desidratadas em bateria de alcodis e embebidas em
historresina (Leica Microsystems Heidelberg, Alemanha). Cortes de 5 um foram corados pelo método de hematoxilina e eosina-floxina
B 1%. Os materiais foram documentados em fotomicroscépio Eclipse 800 (Nikon, Japao), utilizando-se a camera digital P6FL PRO
(Optika, Italia) (BENNETT etal., 1976; CASTELUCCI et al., 2019).

3.5 Biomarcadores inflamatorios

Amostras de soro foram utilizadas para determinacdo de biomarcadores inflamatorios pelo método de ELISA utilizando kit
comercial e seguindo as instru¢bes do fabricante. Foram determinadas as concentragcbes de adiponectina (ELM-Adiponectin,
RayBiotech), leptina (ELM-Leptin-1, RayBiotech) e TNF-a. (MHSTAS0, R&D Systems).

3.6 Analise estatistica

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

4. RESULTADOS E DISCUSSSOES

4.1 Caracterizacéo do modelo de obesidade

O peso corporal dos animais no inicio do protocolo experimental foi semelhante em todos os grupos. Porém, ao final do protocolo
experimental, os grupos OB/SD e OB/TR, apresentaram aumento do peso final em compara¢do aos grupos SD e TR, respectivamente,
associado com aumento da ingesta caldrica (Tabela 1). Tanto o peso do TAp quanto do TAI, mostraram-se maiores nos grupos OB/SD
e OB/TR, em comparac¢do com os grupos SD e TR (Tabela 1). Assim, a dieta hiperlipidica foi eficiente para inducdo do modelo
experimental de obesidade. O treinamento fisico aerébio foi efetivo na reducéo do TAi no grupo OB/TR quando comparado ao grupo
OB/SD (Tabela 1). Em relagéo ao consumo hidrico, os animais dos grupos OB/SD e OB/TR apresentaram menor consumo de dgua em
comparagéo aos grupos SD e TR, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Peso inicial, peso final, peso do tecido adiposo perigonadal (TAp), peso do tecido adiposo interescapular (TAI), ingesta
cal6rica e consumo hidrico de camundongos fémeas dos grupos sedentéria (SD), treinada (TR), obesa sedentéria (OB/SD) e obesa
treinada (OB/TR)..

SD (8) TR (8) OBJ/SD (8) OB/TR (8)
Peso Inicial (gramas) 20,0£0,3 20,0+ 0,2 21,0£0,5 21,0+£0,2
Peso Final (gramas) 24,8 +0,6 240+04 475+ 1,3* 452 + 2 2%
TAp (mg/mm tibia) 369 + 65 279+ 34 2863 + 150* 2573 + 226%
TAi (mg/mm tibia) 3,2+£0,2 32+£0,2 139+1,7* 8,9+1,0*
Ingesta Calérica (kcal/animal/dia) 11,7+ 0,2 11,0+ 0,5 30,4 £2,2* 27,6 +1,8%
Consumo Hidrico (ml/animal/dia) 21,0+0,5 20,0+0,7 12,0 £ 0,5* 11,0+0,8%

O comprimento da tibia (milimetro) foi utilizado para normalizacéo do peso do TAp e TAi (miligramas/milimetro), consumo hidrico (mililitro/animal/dia) e ingesta
calorica (quilocaloria/animal/dia). Valores expressos como média + EPM. ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05
comparado ao TR; *p<0,05 comparado ao OB/SD.

4.2 Anélise Qualitativa do Tecido Adiposo

A avaliagdo histoldgica do TAp revelou caracteristicas morfoldgicas tipicas de TAB. No grupo TR, observou-se reducdo no
didmetro dos adipdcitos em comparagdo ao grupo SD (Figura 1). Em contraposi¢do, o grupo OB/SD apresentou adipécitos
hipertrofiados, com bordas celulares irregulares e um vacuolo lipidico central proeminente, responsavel pelo deslocamento nuclear
periférico. O grupo OB/TR também apresentou adipdcitos hipertrofiados, contudo com disposi¢éo e contornos celulares mais regulares
do que os observados no grupo OB/SD (Figura 1). O TAi apresentou caracteristica morfoldgicas tipica de TAM, sendo possivel observar
nos grupos SD e TR adip6citos multiloculares com mdltiplas inclusdes lipidicas de pequeno volume (Figura 2). No grupo OB/SD, foi
observada uma acentuada hipertrofia dos adipdcitos, acompanhada da presenca de adipdcitos brancos dismdrficos. Por fim, no grupo
OB/TR, verificou-se um padrdo compativel com hipertrofia dos adipécitos, embora as alteragdes morfolégicas tenham se mostrado
menos pronunciadas em comparacdo ao grupo OB/SD (Figura 2).
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Figura 1: Fotomicrografias representativas do tecido adiposo | Figura 2: Fotomicrogr
perigonadal (TAp) de camundongos fémeas dos grupos sedentéria | interescapular (TAi) de camundongos fémeas dos grupos
(SD), treinada (TR), obesa sedentaria (OB/SD) e obesa treinada | sedentaria (SD), treinada (TR), obesa sedentaria (OB/SD) e obesa
(OB/TR). As imagens digitais forma obtidas utilizando objetivas | treinada (OB/TR). As imagens digitais forma obtidas utilizando
10x e 20x. N = 2 a 4 animais. Escala de 40 pum. objetivas 20x e 40x. N = 2 a 4 animais. Escala de 40 um.

4.3 Analise Quantitativa do Tecido Adiposo

A andlise da area dos adipocitos brancos no TAp (Figura 3A) evidenciou diferencgas significativas entre 0s grupos
experimentais. Os grupos OB/SD e OB/TR apresentaram adip6citos com areas maiores em comparagdo aos grupos SD e TR,
respectivamente, indicando hipertrofia associada a obesidade. No entanto, ao observar os grupos OB/SD e OB/TR, apesar da condicdo
de obesidade, os animais do grupo OB/TR apresentaram uma tendéncia de reducédo dos adipdcitos em relagdo ao OB/SD, sugerindo que
a prética regular de exercicio fisico pode atenuar, ao menos parcialmente, a hipertrofia dos adipdcitos do TAp induzida pela obesidade.

Ao observarmos a frequéncia de distribuicdo de adipécitos brancos no TAp (Figura 3B), os grupos SD e TR apresentam maior
proporc¢do de adipdcitos de menor tamanho em comparagdo aos respectivos grupos obesos. Além disso, observa-se que o grupo OB/TR
exibe uma frequéncia mais elevada de adipécitos menores e uma menor proporgdo de adipécitos hipertrofiados em relacdo ao grupo
OB/SD, reforgando a evidéncia de que o exercicio fisico aerébio contribui para a preservacdo da morfologia tecidual, atenuando a
hipertrofia dos adipdcitos associada a obesidade.
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Figura 3: Area dos adipdcitos brancos - TAp (um?, painel A), Frequéncia de distribuicéo de adipdcitos brancos - TAp (%, painel B). Grupos: sedentéria (SD), treinada
(TR), sedentéria e dieta hiperlipidica (OB/SD) e treinada e dieta hiperlipidica (OB/TR). Valores expressos como média + EPM. ANOVA duas vias, seguida de p6s-teste
de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR. N = 2 a 4 animais.
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O conteldo lipidico no TA.i foi similar em todos os grupos experimentais (Figura 3A). Por outro lado, ao analisarmos a area
dos adipécitos brancos no TAI (Figura 4B) observamos diferencas significativas entre os grupos, refletindo alteragdes morfoldgicas. Os
grupos OB/SD e OB/TR apresentaram adipécitos com areas significativamente maiores quando comparados aos grupos SD e TR,
respectivamente, evidenciando a hipertrofia celular associada a obesidade. Entretanto, o grupo OB/TR também apresentou tendéncia de
reducdo dos adipocitos brancos no TAi em relacdo ao OB/SD, o que indica que a préatica de exercicio fisico aerébio pode atenuar
parcialmente a hipertrofia desses adipdcitos.

Esse efeito modulador do exercicio fisico aer6bio também pbde ser observado na frequéncia de distribuicdo de adipécitos
brancos no TAI (Figura 4C), os grupos SD e TR mostraram uma maior proporcao de adipécitos menores. Nos grupos OB/SD e OB/TR,
a frequéncia desses adipdcitos menores foi reduzida, refletindo a hipertrofia associada a obesidade. Contudo, observa-se que 0 grupo
OB/TR apresentou uma distribuicdo mais favoravel, com maior presenca de adipdcitos de menor tamanho, sugerindo que o exercicio
fisico aerdbio, é capaz de atenuar a hipertrofia dos adipdcitos na obesidade.
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Figura 4: Contetdo lipidico - TAi (%, painel A), Area dos adipdcitos brancos - TAi (um2, painel B) e Frequéncia de distribuicéo de adipécitos brancos - TAi (%, painel
C). Grupos: sedentéria (SD), treinada (TR), sedentéria e dieta hiperlipidica (OB/SD) e treinada e dieta hiperlipidica (OB/TR). Valores expressos como média + EPM.
ANOVA duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado ao SD; #p<0,05 comparado ao TR. N = 3 a 5 animais.

4.4 Anélise dos niveis séricos de adipocinas

A adiponectina ¢ um horménio predominantemente secretado pelos adipdcitos e reconhecida por suas propriedades anti-
inflamatorias. AlteracBes nos genes responsaveis pela producdo e regulagdo da adiponectina podem predispor os individuos ao
desenvolvimento de condi¢fes como sindrome metabdlica, resisténcia a insulina, diabetes, obesidade e doencas arteriais coronarianas
(VOLP et al., 2008). No entanto, apesar das evidéncias previamente descritas na literatura, a analise dos niveis séricos de adiponectina
(Figura 5A) ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos avaliados.

Por outro lado, em relacéo a leptina, um horménio secretado pelo tecido adiposo que informa ao cérebro sobre os estoques de
energia (WISSE, 2004), observamos alteraces significativas entre os grupos (Figura 5B). A concentracdo de leptina no grupo OB/SD
aumentou em comparagao ao grupo SD, sendo o treinamento fisico aerdbio efetivo em reduzir os valores no grupo OB/TR.

Por fim, em relacdo ao TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria associada a fisiopatologia de doengas metabdlicas, a analise de
seus niveis séricos (Figura 5C) demonstrou diferengas significativas entre os grupos OB/SD e OB/TR em comparagdo aos grupos SD e
TR. Cabe destacar que o exercicio fisico aerébio foi capaz em reduzir o quadro inflamatério nos animais OB/TR. Esses achados indicam
que, no contexto da obesidade, caracterizado por uma desregulacdo da homeostase metabdlica e pela instalacdo de um estado
inflamatério, os niveis circulantes de TNF-a encontram-se elevados. A prética regular de exercicio fisico aerébio tem o potencial de
regular o processo inflamatorio associado a obesidade, podendo promover a reducédo da expresséo e liberagdo dessa citocina.
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Figura 5: Adiponectina (ug/mL, painel A), Leptina (pg/mL, painel B) e TNF-a. (pg/mL, painel C). Grupos: sedentéria (SD), treinada (TR), sedentéria e dieta hiperlipidica
(OB/SD) e treinada e dieta hiperlipidica (OB/TR). Valores expressos como média + EPM. ANOVA duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni: *p<0,05 comparado
ao SD; #p<0,05 comparado ao TR; +p<0,05 comparado ao OB/SD. N =5 a 9 animais.
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5. CONCLUSAO

Nesse estudo demonstramos que camundongos fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica apresentaram alteracGes
morfoldgicas significativas no tecido adiposo perigonadal e no tecido adiposo interescapular, com aumento da area dos adipécitos e
inflamacéo sistémica. O treinamento fisico aerébio foi capaz em atenuar algumas alteragSes morfologicas, preservando a arquitetura
dos adipoécitos, com reducéo da inflamagao sistémica.

Esses achados reforcam a complexidade funcional do tecido adiposo, ndo apenas como reservatorio energético, mas como
6rgédo enddcrino e imunoldgico ativo, cuja disfuncdo esta intimamente relacionada a processos inflamatorios e ao desenvolvimento de
comorbidades metabélicas. Assim, a modulacdo do tecido adiposo por meio do exercicio fisico aerébio, destaca-se como uma estratégia
ndo farmacolégica, se mostrando eficaz na prevencéo e controle das complicacdes associadas a obesidade, evidenciando seu potencial
terapéutico e sua relevancia para a promocao da saude.
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