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RESUMO

A obesidade acomete milhdes de pessoas em todo planeta, principalmente nos
paises ocidentais, sendo reconhecida como um importante problema de saude
publica mundial. Além dos inimeros aspectos comportamentais e sociais, a
obesidade vem sendo implicada no aumento da morbidade e mortalidade em
decorréncia da associa¢do com diversas doengas cronicas ndo-transmissiveis, como
o diabetes mellitus tipo 2. Durante o quadro de obesidade observa-se a exacerbagéo
de citocinas inflamatérias e do estresse de reticulo no tecido hepatico e adiposo, que
estdo relacionados a inducdo de indmeras disfungbes metabdlicas, como a
resisténcia a insulina. O objetivo desse estudo foi investigar os mecanismos de ac¢ao
do exercicio fisico sobre o quadro de inflamacé&o, estresse de reticulo e resisténcia a
insulina em ratos obesos por dieta hiperlipidica. Para isso, os ratos foram
alimentados com ragdo padréo para roedores (3948 kcal.kg-1) ou dieta rica em
gordura (5358 kcal.kg-1) por 2 meses. Depois, os ratos foram submetidos ao
treinamento de natagdo (1 hora por dia, cinco dias por semana, com sobrecarga de
5% do peso corporal durante 8 semanas). As amostras de tecido adiposo epididimal
e do figado foram obtidas e andlises moleculares por imunoblot foram realizadas.
Estes resultados mostraram que o protocolo de exercicio fisico reduz moléculas pré-
inflamatorias (pJNK, IkB e NF-kB) nos tecidos adiposo e hepatico. Além disso, o
exercicio leva a uma reducdo no estresse de reticulo (demonstrado atraveés de
menor fosforilagédo de PERK e elF2a) nestes tecidos. Em paralelo, um aumento na
sinalizacdo de insulina foi observado, confirmado pelo aumento da atividade de IR,
IRSs e Akt, apds treinamento fisico. Assim, os resultados sugerem que o exercicio
pode reduzir estresse de reticulo e inflamac&o, melhorando a resisténcia a insulina

no tecido adiposo e hepético.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hiperlipidica. Resisténcia a insulina.

Estresse de reticulo. Exercicio fisico.



ABSTRACT

Obesity affects millions of people around the planet, especially in Western countries,
being recognized as an important public health issue worldwide. Besides the
numerous behavioral and social aspects, obesity has been implicated in the
increased morbidity and mortality due to association with various chronic non-
communicable diseases such as diabetes mellitus type. In the context, of obesity is
observed exacerbation of inflammatory cytokines and reticulum stress, which are
related to induction of many metabolic disorders such as insulin resistance. The aim
of this study was to investigate the effects of exercise training on inflammatory
signaling, ER and insulin resistance in the adipose, and hepatic tissue of obese rats.
Rats were fed with standard rodent chow (3948 kcal.kg-1) or high fat diet (5358
kcal.kg-1) for 2 months. After the rats were submitted to swimming training (1 hour
per day, five days for week, with 5% overload of the body weight for 8 weeks).
Samples from epididymal adipose tissue and liver were obtained and molecular
analysis were performed by imunoblot. Our results showed that the protocol of
exercise reduces proinflammatory molecules (JNK, IkB and NFkB) in adipose and
hepatic tissue of obese rats. In addition, exercise leads to reduction in the reticulum
stress (shown by lower phosphorylation of PERK and elF2a) in these tissues. In
parallel, an increase in insulin signaling was observed, as confirmed by increased
activity of IR, IRSs, and Akt after physical training. Thus, the results suggest that
exercise reduce reticulum stress, improving insulin resistance in adipose tissue and

liver.

Keywords: Obesity. Fat diet. Insulin resistance. Reticulum stress. Physical

exercise.
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1. INTRODUCAO

1.1 A epidemia global da obesidade

A obesidade é considerada um importante problema de saude publica,
sendo classificada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma epidemia
global (IOTF, 2009). O aumento da prevaléncia da doenca nas diversas regides do
planeta vem sendo apontado como um dos mais expressivos fenébmenos clinico-
epidemiolégicos da atualidade. A obesidade atinge intensamente o0s paises
desenvolvidos, porém estudos demonstram que a prevaléncia tem aumentado em
todo mundo, inclusive no Brasil, onde é resultado da transi¢cdo nutricional que vem
ocorrendo nas Ultimas décadas. A obesidade € uma patologia complexa que
compromete o individuo em dimensdes fisioldgicas, psicolégicas e sociais, afetando
pessoas de diferentes idades, sexos e condi¢gdes socioecondmicas. Pesquisas sobre
a obesidade vém despertando os interesses de pesquisadores de todo mundo,
sendo intensamente estudada em seus diversos aspectos (Boden, 2011; Friedman,
2000).

Do ponto de vista clinico, pode-se definir obesidade como a condi¢do de
elevado peso corporal, principalmente de gordura, de magnitude suficiente para
produzir consequéncias adversas a saude (Kopelman, 2000). Como critério para o
diagnostico, a literatura utiliza amplamente o indice de Massa Corporal (IMC), obtido
por meio da férmula que combina peso e altura. Segundo a OMS, o diagndstico é
feito da seguinte forma: sobrepeso, IMC = 25 Kg/m? obesidade, IMC 230 Kg/m?. A
obesidade é classificada de acordo com a gravidade: obesidade grau I, IMC 230 e

<34,99 Kg/m?; obesidade grau Il com IMC 235 e <39,99 Kg/m?; obesidade grau llI
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com IMC 240 Kg/m? (WHO, 1995). O IMC >30 Kg/m? e gordura depositada na
regido abdominal implicam em maiores riscos de problemas de salde. A medida da
circunferéncia da cintura 294 cm nos homens e 280 cm nas mulheres representa
risco aumentado de complicagdes metabdlicas. J& valores 2120 cm no sexo
masculino e 288 cm no sexo feminino indicam alto risco (IOTF, 2009).

Mundialmente, cerca de 1,2 bilhdo de pessoas apresentam sobrepeso,
enquanto 300 milhdes s&o obesos (IOTF, 2009). Nos Estados Unidos da América, a
prevaléncias de sobrepeso em torno de 66% nos adultos e obesidade de
aproximadamente 33% (Ogden et al., 2006). Mais de 50% da populagdo européia

7

entre 35 e 65 anos € classificada com sobrepeso ou obesa (Presscott-Clarke e
Primatesta, 1998). Porém, a obesidade ndo é caracteristica particular de paises
desenvolvidos. Foi apontado que a obesidade como um importante problema de
salde publica na América Latina, Caribe e Asia (Popkin et al., 1994).

O peso corporal é regulado por interagdes entre fatores fisiologicos,
bioquimicos, moleculares, genéticos, ambientais e psicossociais que atuam
controlando a energia ingerida e a despendida. A obesidade resulta do consumo
energético excessivo associado a sua menor demanda em longo prazo,
estabelecendo-se balango energético positivo. Embora, as bases genéticas
transmissiveis da obesidade sejam inquestionaveis, isoladamente séo insuficientes
para explicar o alarmante aumento da incidéncia da patologia em todo mundo em
curto espaco de tempo; tal aumento é melhor explicado pelas mudancas
comportamentais ocorridas nas Ultimas décadas. As tendéncias genéticas a

obesidade vém apresentando maior expressao diante das transformag¢des no padréao

alimentar associado aos baixos niveis de atividades fisicas observados na
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sociedade, em consequéncia do processo de modernizagdo (Morton et al., 2006;
Stein e Colditz, 2004).

O balango energético positivo associado ao alto consumo calérico e ao
sedentarismo é responsavel pela maior parte dos casos de obesidade em seres
humanos. Dentre os fatores alimentares, € evidente que h4 um consumo energético
excessivo, principalmente de fontes lipidicas saturadas. Além disso, o estilo de vida
atual proporcionou a reducdo das atividades fisicas que demandam energia. A
transicdo nutricional, a ocidentalizagdo dos padrdes alimentares, o aumento
excessivo do consumo de alimentos industrializados, ricos em gorduras e o
sedentarismo tornaram a populagcdo predispostas a instalagdo do quadro de
obesidade, precedida ou acompanhada, pelo quadro de resisténcia a insulina (RI)
Boden, 2011).

A preocupacédo com a obesidade se remete ao fato de ela estar associada
a etiologia de diversas doengas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), tais como
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), hipertenséo arterial sistémica, dislipidemias, doencas
cardiovasculares, neoplasias, acidente vascular cerebral e esteatose hepética néo-
alcodlica (Kopelman, 2000; Lewis et al., 2009). Este grupo de doencas € chamado
de sindrome metabdlica. Estudos tém demonstrado a associacdo entre obesidade e
RI, que de fato, € o maior preditor para o desenvolvimento das inimeras alteracbes
metabdlicas que compde a sindrome (Stern et al., 2005).

Os mecanismos celulares de sinalizagdo da insulina vém sendo
estudados ha décadas no tecido muscular, hepético e adiposo, principais tecidos
alvos deste hormonio (Saltiel et al., 2001). A insulina atua nestes tecidos
promovendo efeitos metabdlicos imediatos, que incluem: aumento da captacdo da

glicose, especialmente nos tecido muscular e adiposo, sintese protéica, lipogénese e
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glicogénese. Por outro lado, atua inibindo a gliconeogénese, protedlise e lipdlise
(Zhidan Wu et al., 2010).

O impacto negativo do aumento da quantidade de gordura corporal sobre
a sensibilidade a insulina pode ser claramente demonstrado na maioria dos
individuos obesos, assim como a reducdo da resisténcia ao hormdnio € observada
com a perda de peso e o exercicio fisico (De Souza et al., 2005). Diante disso,
pesquisas estdo sendo realizadas em todo mundo com o objetivo de descrever

mecanismos que modulem a sensibilidade a insulina.

1.3 Via molecular dainsulina

Para compreensdo dos mecanismos moleculares atualmente
relacionados a obesidade, faz-se necessario a caracterizacdo da via molecular da
insulina e seus efeitos fisiolégicos.

A insulina € um hormdnio peptidico composto por duas cadeias de
aminoacidos, que através de complexos mecanismos é secretada no sangue pelas
células B das llhotas de Langherans do pancreas. A liberagdo do hormdnio, que tem
meia vida de seis minutos, € estimulada em resposta ao aumento dos niveis
circulantes de glicose, &cidos graxos e aminoécidos. Ap6s 10 a 15 minutos é
depurada da circulagao (Youngren, 2007).

A sinalizag&o intracelular da insulina inicia-se apés a sua ligacdo ao
receptor especifico de membrana, denominado receptor de insulina (IR) (Figura 1).
Trata-se de, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por

duas subunidades alfa (a) e duas subunidades beta (B) (Saltiel e Kahn, 2001). As

16



subunidades a encontram-se extracelularmente, enquanto as subunidades B sé&o

proteinas transmembranas. A insulina liga-se a porcdo a do seu receptor,

Antiapoptose

Figura 1 - Via molecular da insulina 1

estimulando a autofosforilagdo cruzada das porcdes B, que apresentam atividade
tirosina quinase intrinseca. A partir deste evento, o IR torna-se apto a levar adiante a
transducédo do sinal de insulina. A ativacdo do IR estimula a fosforilagdo em tirosina
de diversos substratos, entre eles, o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e 2
(IRS-2) (Hotamisligil et al., 1996). A fosforilagcdo das proteinas IRSs leva a criagédo de
sitios de ligacdo para outras proteinas como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
promovendo sua ativacdo. A PI3K é fundamental na regulacdo da mitogénese,
diferenciacdo celular e efeitos metabdlicos estimulados pela insulina. E um dimero

composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85).
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A fosforilacdo dos sitios de tirosina das proteinas IRSs ao dominio proteico com
homologia a Src 2 (SH2), da subunidade p85 da PI3K ativa o sitio catalitico
associado (Saad et al., 1997; Backer et al., 1992). A enzima catalisa a fosforilagao
dos fosfoinositideos na posi¢cdo 3 do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3
fosfato, fosfatidilinositol-3,4 difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato. A ativagéo da
PI3K aumenta a fosforilagdo em serina da proteina serina/treonina quinase B (Akt)
(Alessi e Cohen, 1998).

A Akt atua aumentando a captagao periférica de glicose principalmente no
tecido muscular e adiposo por aumentar a translocagcdo dos transportadores de
glicose (GLUTSs), do citoplasma para a membrana plasmética, o que resulta em
captacéo celular de glicose por difuséo facilitada apds a ingestéo alimentar (Abel et
al., 2001). No tecido adiposo, a Akt apresenta funcdo antilipolitica, por meio do qual
inibe a liberacé@o de &cidos graxos dos adipdcitos. A insulina inibe a proteina quinase
A (PKA), ativando a fosfodiesterase AMP ciclico especifica (PDE38), que reduz os
niveis de AMP ciclico nos adipdcitos, resultando na inibicdo da enzima lipase
hormdnio sensivel (Sutherland et al., 1996; Thirone et al., 2004).

Ja no tecido hepatico o hormdnio atua na manutencdo do equilibrio de
glicose plasmética, sendo estimulado de acordo com o estoque de nutrientes
disponiveis no organismo (Alessi e Cohen, 1998; Cartee e Dean, 1994). A insulina
inibe a producdo hepatica de glicose por inibir a gliconeogénese e glicogendlise. O
hormonio inibe a gliconeogénese por meio de vias de sinalizagdo que envolvem
fatores de transcricdo da familia forkhead (FoxO) e o coativador 1 alfa do receptor
ativado por proliferador do peroxissoma, PGC-1. Com isso, observa-se a inibicdo da
transcricdo de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),

frutose-1,6-bifosfatase e glicose-6-fosfatase. Por outro lado, aumenta a transcrigao
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de genes de enzimas glicoliticas como glicoquinase e piruvato quinase (Sakakura et
al., 2001).

Ainda, a insulina estimula a glicogénese em musculo e figado. Este
evento é resultado da desfosforilagdo da enzima glicogénio-sintetase. Quando
ativada, a Akt fosforila e inativa a glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3), diminuindo a
fosforilacdo da glicogénio-sintase e aumentando sua atividade. A insulina também é
capaz de desfosforilar a glicogénio sintase diretamente, ativando a proteina

fosfatase 1, via PI3K (Campbell et al., 1988; Cross et al., 1995).

1.4 Mecanismos moleculares de resisténcia a insulina

Define-se como resisténcia a insulina o fendmeno biolégico de resisténcia
aos efeitos desse hormdnio. Neste quadro clinico, observa-se concentragdo elevada
de insulina em detrimento da quantidade necessaria para a estimulacdo das células
(Stern et al., 2005). Defeitos nos mecanismos moleculares de sinalizagcdo da
insulina, como serao descrito a seguir, levam a resisténcia a este horménio.

A partir da descoberta da insulina, em 1922, doencgas relacionadas a
deficiéncia de acdo deste hormdnio foram atribuidas a reduzida secrec¢éo insulinica.
Porém, uma década depois, Himsworth (1936) estudando pacientes diabéticos,
propds que a fisiopatologia da doengca estaria relacionada a prejudicada
sensibilidade a insulina e ndo a deficiéncia de secrecdo do hormbnio.
Posteriormente, consolidou-se a relagdo entre DM-2, resisténcia insulinica e outras
DCNT (Lumeng e Saltiel, 2011). Apos a caracterizagdo da atividade tirosina quinase

do IR e da sua capacidade de transducdo do sinal da insulina, identificou-se, em
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quadros clinicos de resisténcia a insulina, a reducdo da fosforilacdo de proteinas da
via de transducdo desse hormonio, tais como IR, IRS-1 e IRS-2 (Asante-Appiah e
Kennedy, 2003). Mecanismos moleculares associados a uma reducdo da
fosforilagdo em tirosina de proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina passaram
a ser o foco da investigagao da fisiopatologia envolvida na génese da obesidade e
doengas relacionadas. Neste contexto, identificou-se que tais proteinas com
atividade tirosina quinase podem ser fosforiladas em residuos serina, e tal fendémeno
pode levar a uma atenuac¢do do sinal molecular gerado pela ligagéo da insulina ao
seu receptor (Gregor eHotamisligil et al.,, 2011; Alessi e Cohen, 1998),
caracterizando o principal mecanismo de resisténcia & insulina descrito na literatura.

A obesidade vem sendo estritamente associada a inflamacao subclinica
cronica caracterizada por produgdo anormalmente elevada de citocinas, aumento de
proteinas de fase aguda e ativacdo de complexas vias de sinalizagdo na maioria dos
individuos. Estudos sugerem que a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias séo
importantes mediadores das alteragbes na sinalizagéo intracelular de insulina
(Gregor e Hotamisligil, 2011; Prada et al., 2005).

A obesidade e a ingestdo de dieta hiperlipidica & base gordura saturada
sdo fatores de risco no desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM-2, causando
aumento dos niveis plasmaticos de éacidos graxos livres e acumulo excessivo de
gordura corporal. Estudos apontam a relagdo da resisténcia a insulina a diversos
fatores, como: horménios derivados dos adip6citos, a via inflamatéria e,
recentemente, o estresse de reticulo (Bastard et al,. 2006; Hotamisligil et al., 1996;
Ron, Walter, 2007). Contudo, a relagdo entre lipideos e resisténcia a insulina é

complexa e o preciso mecanismo ainda nao foi completamente elucidado.
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Estudos tém revelado a ligacdo entre vias pro-inflamatérias e vias que
regulam o metabolismo, em especial, aquelas ativadas em resposta a insulina. As
citocinas pré-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a
Interleucina 1 beta (IL-1B) parecem desempenhar um papel central nestas conexdes.
O TNF-a liga-se ao seu receptor (TNFR1), resultando na ativacdo de substratos
intracelulares envolvidos no controle da transcricio de genes de reposta
inflamatoria, regula proteinas relacionadas ao controle de apoptose e modula
respostas de crescimento e diferenciagéo celular em diversos tecidos (Amaral et al.,
2006; Gupta, 2002; Hotamisligil et al., 1996). Uma das principais moléculas
intermediarias da via de sinalizagdo do TNF-a € a serina quinase JNK (c-jun N-—
terminal quinase). Quando ativada, a JNK tem a fungé@o primaria de promover a
associagéo dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-Fos, resultando
na formacdo do fator de transcricdo dimérico ativador da proteina 1 (AP-1)
(Dempsey et al., 2003; Macewan, 2002). Porém, a atividade serina quinase da JNK
pode também atuar sobre outros substratos, inclusive as moléculas da via da
insulina, como IRS-1 e IRS-2 (Aguirre et al., 2000; Shoelson e Lee, 2003). Quando
fosforiladas em serina pela JNK, a possibilidade de fosforilagdo em tirosina pelo
receptor de insulina € prejudicada, o que contribui para resisténcia a transduc¢éo do
sinal da insulina através da cascata (Hirosumi et al., 2002; Tuncman et al., 2006).

Os substratos do receptor de insulina também podem sofrer fosforilacdo em
serina por agao de outra via pro-inflamatoria, a via IKK/IkKB/NF-kB. Esta via pode ser
ativada pelo TNF- a, assim como por outras citocinas pro-inflamatorias. A ativacao
da IKK induz a dissociagdo do complexo IkB/NFkB, porém também pode promover a
fosforilagdo em serina dos IRSs, agdo que compromete a transdugcdo do sinal da

insulina através desta via (Deng et al., 2004). Foi demonstrado que a inibicdo da
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ativagdo da via IKK/IKB/NF-kB com uso do anti-inflamatério &cido acetil salicilico
(AAS) reverte a resisténcia a insulina promovida por sinais pré-inflamatoérios ou por
sepse (Griffin et al. 1999; Shoelson e Lee, 2003). Diversos estudos tém defendido
que o exercicio fisico também pode modular as proteinas pro-inflamatorias
(Goodyear, 1998; Karabey, 2005). Respostas crbnicas ao exercicio aerobico

resultaram em menores concentragcdes de PCR, IL-6 e TNF-a (Barbeau et al., 2000).

1.5 Estresse de reticulo

O reticulo endoplasmatico (RE) € uma organela presente em células
eucaritticas e pode ser classificado em dois tipos morfoldgicos, que apresentam
funcdo organizacional distintas: reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e reticulo
endoplasmético liso (REL). Ambos s&o constituidos por um sistema membranoso
que se ramifica ao longo do citoplasma, comunicando o espago perinuclear,
complexo de Golgi e lisossomos, por meio de vesiculas. A caracteristica marcante
do RER é a presenca de ribossomos aderidos a sua membrana (Carvalho e Recco-
Pimentel, 2007).

O RER é o principal local de enovelamento de proteinas na célula. Este
processo de enovelamento é composto por uma série de mecanismos como:
dobramento, montagem, formagéo de pontes dissulfetos e glicolisagdo de proteinas.
O dobramento de proteinas € um processo importante e responsével pela conversao
de cadeias lineares de polipeptidios em estruturas tridimensionais, permitindo que as

proteinas tornem-se funcionais. Perturbagcbes no metabolismo celular podem

prejudicar o dobramento ideal, formando proteinas imaturas (Ron e Walter, 2007).
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Chaporones ATF4 CHOP0

Nricleo
Figura 2 -Sinalizagdo molecular da UPR

Disturbios na sintese proteica no RE, em particular o aumento da sintese
de proteinas imaturas, também conhecidas como proteinas unfolded (ndo dobradas)
e misfolded (mal dobradas), acionam uma resposta adaptativa elaborada conhecida
como a UPR (resposta a proteina ndo dobrada) (Ron e Walter, 2007). A UPR &
caracterizada por uma cascata de sinalizacdo com finalidade de resgatar a
qualidade da sintese proteica, atenuando a sintese global de proteinas, aumentando
a expressao de chaperonas e quinases dobradoras de proteinas e ativando o ERAD
(sistema de degradacdo associado ao RE). Desequilibrios na sinalizacdo da UPR
podem ocasionar o “estresse de reticulo”, ocorréncia que pode estar associada a

doengas, tais como obesidade e diabetes mellitus (Boden et al., 2008).

23



Nas células eucaridticas, o monitoramento da fungdo reticular e
sinalizagdo da UPR sdo mediados por trés proteinas associadas & membrana do
RE: PERK (quinase do reticulo endoplasmético semelhante & proteina quinase do
pancreas), IRE1 (enzima ativada por inositol 1) e ATF6 (Fator 6 ativador de
transcricdo). A ativagdo destas proteinas promove uma cascata de sinalizagéo
intracelular que pode resultar na redugéo dos fatores de iniciagcéo de tradugéo, assim
como elevacéo da transcricdo génica (Calfon et al,. 2002; Chen et al., 2002; Cullinan
e Diehl, 2006). Essas alteragdes tém por finalidade reverter o estado de estresse de
reticulo por reduzir a atividade ribossomal.

Em situacdo fisiologica, as trés proteinas de membranas permanecem
inativas, pois estdo associadas a uma chaperona BiP (Binding Protein), em seus
dominios intraluminais (amino-terminal de IRE1 e PERK e carboxi-terminal de ATF6)
(Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2005). Entretanto, em situagéo de estresse, como
0 acumulo de proteinas imaturas no RE, observa-se o recrutamento das chaperonas
que desligam-se das trés proteinas de membrana, permitindo a homodimerizacéo e
auto-fosforilagdo das quinases PERK e IRE1 e clivagem do ATF6. A cascata de
sinalizagdo ativada a partir destes eventos podera resultar em efeitos bioldgicos de
sobrevivéncia (aumento da expressdo de chaperonas) e, até mesmo, pro-
apoptoticos (aumento da expressdo de CHOP e X-box binding protein-1 (XBP-1) e
clivagem da pro-caspase 12) (Calfon et al., 2002; Ma et al., 2002).

A ativacdo de ATF6, na UPR, requer a atuagdo do complexo de golgi,
onde é clivada pela protease serina-1 (S1P) e a metaloprotease-2 (S2P) liberando
um fator de transcricdo ativo no citossol. A ATF6 é capaz de induzir a ativacao
transcricional do gene XBP-1. O XBP-1s traduzido liga-se ao promotor de genes que

codificam chaperonas e proteinas associadas a degradacao proteica (ERAD) (Chen
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et al., 2002). O recrutamento das chaperonas resulta, também, na oligomerizagéo da
IRE1, levando a justaposicéo e autofosforilacdo dos dominios quinases presentes na
porcdo citoplasméatica, ativando a porcdo endonuclease no limen do RE (Ron e
Walter, 2007). A endoribonuclease IRE1 atua clivando e ativando o fator de
transcricdo XBP-1 e chaperonas. A funcdo da IRE1 também esta associada a
reducdo da traducdo global e fluxo de proteinas novas para o RE (Sidrauski e
Walter, 1997).

Jé o resultado da ativacdo da PERK, na UPR, é a inibicdo generalizada
do aporte de proteinas no RE. A PERK, quando liberada da chaperona BiP sofre
dimerizagédo e autofosforilagcdo, tornando-se ativa. A ativagdo da PERK resulta na
fosforilacdo de sua proteina alvo, a elF2a (fator de iniciagdo da tradugéo eucariotico
2a) no residuo serina 51 (Zhang et al., 2002). Os mecanismos de iniciacdo da
tradugcdo sdo complexos e envolvem indmeras proteinas elFs. A funcdo do elF2a é
associar-se ao RNA transportador (RNAt) e a uma molécula de GTP com a
finalidade de mediar a ligagdo do RNAt (carregado com o amino&cido metionina) a
subunidade ribossomal 40S. Em quadros de estresse, tais como estresse de RE,
observa-se a reducgéo da tradugdo global de proteinas em decorréncia da menor
fosforilagdo da subunidade a do elF2 pela PERK, inibigéo da troca de GDP por GTP,
resultando na nédo formacdo do complexo ternario elF2a/GDP/RNALt (Cullinan et al.,
2003).

Os mecanismos supracitados ocorrem com a finalidade de proteger as
células da morte, reduzindo a sintese de proteinas em geral e aumentando a
producdo de chaperonas que atuam no dobramento de proteinas no limen da
organela. Porém, com a persisténcia do quadro de UPR, os mecanismos citados n&o

sdo suficientes para a diminuicdo de proteinas mal formadas, resultando na
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apoptose. Descreveu-se que a UPR excessivamente ativa promove a morte celular
por aumentar a expresséo de genes envolvidos na apoptose, como CHOP e C/EBP
protein homolog (Ma et al., 2002).

Vem sendo proposto que as vias JNK/AP1 e IKK/IKB/NF-kB sé&o
intensamente ativadas pela UPR. No elegante estudo de Nakamura (2010), ao
relacionar nutrientes, estresse de RE e inflamacéo, foi demonstrado que a elF2q,
que € ativada pela PERK, desempenha uma funcdo exclusiva. A PERK é
significativamente ativada por lipideos e na obesidade, desempenhando papel
critico na ativacdo da JNK e da resposta inflamatéria. No contexto da inflamacéo
crbnica, evidéncias apontam que células como adipécitos e hepatocitos podem estar
ligadas a um conjunto diversificado de respostas do estresse de RE, que podem
ocasionar respostas imunes aumentadas. De fato, em tecidos adiposo e hepatico de
ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica, a fosforilagdo da PERK e IRE1a e
expressdo da JNK estdo significativamente aumentadas em comparagdo com
animais magros (Ozcan et al., 2004). Da mesma forma, em roedores com obesidade
resultante de deficiéncia de leptina (ob/ob), os tecidos adiposo e hepatico
apresentam caracteristicas do quadro de estresse RE, incluindo aumento dos niveis
de PERK e IRE1a fosforiladas, assim como aumento da atividade da JNK (Tuncman
et al., 2006).

A relacdo entre o estresse de RE e a susceptibilidade a resisténcia a
insulina foi demonstrada, primeiramente, in vitro. Células manipuladas
geneticamente com deficiéncia de XBP1 cultivadas demonstraram resisténcia ao
hormonio por mecanismos que envolvem JNK1 e fosforilagdo em serina [307] do
IRS1 (Lee et al.,, 2008). Foram descritos diversos mecanismos que relacionam o

estresse de RE e a resisténcia a insulina. Duas importantes moléculas ativas no
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estresse de RE, PERK e elF2a foram apontadas na fisiopatologia da resisténcia a
insulina e DM-2, em roedores obesos, por mecanismos dependentes de JNK (Ozcan
et al., 2004). Por outro lado, o estimulo da fungdo do RE em camundongos
transgénicos ou administragdo de chaperonas quimicas protegem contra a
resisténcia a insulina induzida por dieta (Zhang et al., 2008). O estresse de reticulo
continuo também pode favorecer a ativagdo da JNK por meio da formacédo do
complexo ternério IRE1/TRAF2/ASK1 implicado em mecanismos de morte celular
(Hu et al., 2006).

Recentemente, foi demonstrado que a NF-kB pode ser ativado pela UPR
por meio da supressao de transcricdo de IkB, por um mecanismos que envolve a
PERK, resultando na regulacdo de mediadores da inflamag¢do, como IL-6 e TNF-a
(Deng et al., 2004). Também demonstrou-se que a relagédo entre estresse de RE e
inflamag&o ndo € unilateral. O estresse de RE é capaz de ativar a via inflamatoria
por meio da UPR, assim como evidéncias demonstram que o0s mediadores
inflamatorios, tais como a JNK e IKK podem ter um impacto negativo sobre a funcéo
do RE. Este circulo vicioso d& suporte para que o quadro persista de forma intensa
(Urano et al., 2000).

Como descrito anteriormente, as vias inflamatérias desempenham uma
funcdo importante em defesa do organismo, entretanto, quando excessivamente
ativas podem fosforilar em serina moléculas da via da insulina, levando a resisténcia
ao hormoénio. Neste contexto, fatores indutores e perpetuadores de inflamagéo,
como o estresse de RE emergem como um importante foco de estudo para a
prevencao e tratamento da resisténcia a insulina e doencgas relacionadas. InUmeras

estratégias vém sendo estudadas para reduzir a ativacdo descontrolada da via
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inflamatoria e estresse de reticulo com o objetivo prevenir e tratar a resisténcia a

insulina e obesidade, melhorando a homeostase de glicose.

1.5 Efeitos moleculares do exercicio fisico

A obesidade é determinada pela associagdo de inumeros fatores, e esta
multicausalidade dificulta seu tratamento. Diante disso, o desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas terapéuticas vém despertando o0s interesses de
pesquisadores de todo mundo. Por ser uma doenga cronica e multifatorial exige um
tratamento longo e meticuloso. Atualmente, o tratamento da obesidade baseia-se na
terapia farmacoldgica, psicolégica e nutricional, cirurgia e pratica de exercicios
fisicos. Entretanto, prevenir o ganho de peso é mais eficiente em comparagédo a
métodos de reducéo do peso (Boden, 2011).

Estd claramente estabelecida na literatura a relacdo entre a pratica de
exercicios fisicos e qualidade de vida. Por outro lado, o estilo de vida sedentéario é
um fator que contribui para o desenvolvimento ou aumento da resisténcia a insulina.
O exercicio fisico vem sendo recomendado com o objetivo de recuperar a saude e o
bem estar fisico e emocional, garantindo ao individuo a melhora da qualidade de
vida por meio da perda gradativa de peso ponderal e reversdo das alteragbes
metabdlicas e hormonais (Hayashi et al., 1997; Fallon et al., 2001). A prética de
exercicio fisico contribui favoravelmente com o sistema circulatério, respiratério,
imunoldgico, entre outros, e reduzindo os fatores deletérios ao organismo (Goodyear
e Kahn, 1998; Barbeau et al., 2002). Em longo prazo, a pratica de exercicios fisicos
estq relacionada a reducdo da incidéncia de osteoporose, osteoartrite, HAS,
dislipidemias, DM e outros. Além disso, vem se demonstrando o efeito anti-

inflamatdrio do exercicio ( Sudi et al., 2001; Karacabey, 2005).
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O exercicio fisico é considerado uma das pedras angulares do tratamento
e prevengcao do diabetes mellitus do tipo 2. As primeiras evidéncias do efeito
favoravel do processo de contracdo muscular na captagdo da glicose surgiram em
1887, quando Chauveau e Kaufman (1887) relataram a reducdo dos niveis de
glicose proveniente da musculatura de masseter de cavalos durante a mastigagao.
Em 1924, foi demonstrado por Burn e Dale que a insulina tem o mesmo efeito do
exercicio na inducdo de captacdo de glicose pelos musculos. Estes estudos
originaram uma série de investigacbes com o objetivo de elucidar a possivel
interacdo entre a acdo da insulina e exercicio na regulacdo da homeostase de
glicose.

Em 1970, Bjorntorp e colaboradores demonstraram melhora da toleréncia a
glicose associada a menores niveis de insulina em voluntarios praticantes de
exercicios fisicos quando comparados aos voluntérios sedentarios. Este mesmo
grupo demonstrou que mulheres com hiperinsulinemia associada a obesidade
apresentaram diminuicdo dos niveis de insulina no plasma apos 6 semanas de
exercicios fisicos. Tais descobertas sugeriram que o exercicio regular aumenta a

sensibilidade a insulina no musculo e em outros tecidos, dados que foram

confirmados uma década depois por Mondon et al., 1980.

Com a confirmacé&o do papel benéfico do exercicio fisico na acdo metabdlica
da insulina, indmeros estudos buscaram elucidar quais sdo 0s mecanismos
moleculares pelo qual o exercicio atua como estimulador fisiologicamente relevante
da homeostase de glicose em diferentes tecidos. A atividade fisica regular esta
relacionada ao aumento da sensibilidade & insulina independentemente da reducéo
do peso e de mudancgas na composi¢ao corporal. Este efeito é resultado do aumento

da expresséo e atividade das moléculas que comp®e a via de sinalizacdo da insulina
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em diferentes tecidos (Teran-Garcia et al., 2005; Shenk e Horowitz, 2007; Pauli et

al., 2008).

Durante o exercicio, o aumento do fluxo sanguineo pode resultar em maior
disponibilidade de insulina para os tecidos periféricos, contribuindo para a maior
captacdo de glicose. No entanto, o efeito mais marcante do exercicio fisico é a
potencializacdo da transdugdo do sinal insulinico. O exercicio pode potencializar o
efeito da insulina por meio do aumento da fosforilagdo do IRS-2, com consequente
aumento da atividade da PI3K (Backer et al., 1992). Resultados mostraram que o
exercicio fisico aerébio melhora a sensibilidade a insulina, aumentando a
fosforilacdo do IRS-1/2 bem como a associacdo dessas proteinas com a PI3K em
animais estimulados com insulina quando comparados aos animais controles

(Luciano et al., 2002).

Em ratos diabéticos, foi demonstrado que o exercicio fisico promove o
aumento da atividade da Akt, a proteina distal da via da insulina, fundamental para
iniciar a translocacdo do transportador de glicose, GLUT4, para a membrana
citoplasméatica no musculo esquelético. Animais deficientes de Akt, pela técnica
knockout, demonstraram caracteristicas de diabetes severo, tais como hipertrofia
das células beta, aumento na producéo hepatica de glicose, diminuida homeostase

da glicose e exacerbada hiperglicemia (Hayashi et al., 1997).

Diversos grupos de pesquisa tém investigado os efeitos do treinamento fisico
a longo prazo durante varias semanas sobre as altera¢des hepética em roedores, a
maioria realizada com animais obesos e hiperglicemicos. Esses estudos apontam a
regulacdo de moléculas e enzimas hepéticas envolvidas na regulacdo da producao

hepatica de lipideos e glicose. O exercicio fisico promove grande impacto no
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metabolismo hepético demonstrada pela expresséo e atividade molecular alterada,
prevencado da hiperglicemia e esteatose hepatica. Estudos do grupo apontaram que
0 exercicio agudo melhora a homeostase da glicose e Rl de forma associada ao
aumento da fosforilagdo da Akt e FoxO e diminuicdo dos niveis de HNF-4a no figado
de camundongos obesos em condicdo de jejum. Esses fendmenos foram
acompanhados por uma redugdo na expressdo de enzimas que regulam a
gliconeogénese, como PEPCK e G6Pase. De forma interessante, o inibidor da PI3K
(LY29004) reverteu o efeito agudo do exercicio sobre a hiperglicemia de jejum,
confirmando o envolvimento da via PI3K (De Souza et al., 2010; Sutherland et al.,
1996).

O papel anti-inflamatério do exercicio fisico na obesidade tem sido
amplamente relatado, com foco nas significativas alteragbes moleculares na via de
sinalizagdo da insulina. Apontou-se que respostas pro-inflamatérias induzidas pelo
exercicio agudo, porém demonstrou-se efeitos antiinflamatorios significantes se
envolvendo exercicios cronicos (Kinagawa et al., 2006). Também se demonstrou a
relagdo entre sedentarismo e inflamacéo sistémica de baixo grau em voluntarios
saudaveis jovens e idosos (Bruunsgaard et al., 2003). Estudos longitudinais
apontaram que o exercicio fisico reduziu significativamente os niveis de PCR
(Mattusch et al., 2000; Fallon et al., 2001), sugerindo que o exercicio fisico crénico
pode diminuir a inflamacao sistémica de baixo grau.

Estudos examinaram os efeitos do exercicio sobre a sinalizagcdo inflamatéria.
Estudos recentes relataram que o exercicio suprime a producdo de TNF-a em
camundongos com auséncia do receptor de TNF (Keller et al., 2004; Stensberg et
al., 2003). O TNF-a promove a ativagdo da via IKK/IkB/NF-kB. Estas citocinas tém

sido amplamente estudadas em sua relacdo com a a¢do da insulina e multiplos
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efeitos tem sido descritos, incluindo a inibicdo da via de sinalizagdo do receptor de
insulina. Foi demonstrado que a expressdo génica do TNF-a no tecido adiposo
apresenta-se elevado em individuos obesos comparado aos eutréficos. Diversos
mecanismos estdo envolvidos nesta acdo do TNF-a de promover resisténcia a
insulina, tais como: aumento da liberacdo de acidos graxos pelos adipécitos; inibicdo
da sintese e secrecdo de adiponectina; e ainda aumento da fosforilagdo em serina
de moléculas importantes da via da insulina, levando a menor captagéo de glicose e
aumento da gliconeogénese (Barbeau et al., 2002).

A melhora da sensibilidade & insulina foi associado a reducdo na atividade
JNK no masculo esquelético em humanos ap6s uma Unica sessdo de exercicio
(Schenk e Horowitz, 2007). Sriwijitkamol e colegas (2006) mostraram que oito
semanas de treinamento aerdbio reduziu a sinalizacdo de IkB/NF-kB no musculo de
individuos com diabetes mellitus tipo 2. As altera¢des na via inflamatoria, promovida
pelo exercicio fisico na obesidade sdo foco de muitos estudos, entretanto os
mecanismos envolvidos necessitam ser elucidados.

E sabido que alguns dos mecanismos moleculares de resisténcia a insulina
envolvem alteragdes nas moléculas-chave de vias de sinalizacdo intracelulares, tais
como JNK e NF-kB (Aguirre et al. 2000; Hirosumi et al. 2002; Lee et al. 2003). Além
disso, as evidéncias atuais tém demonstrado que um dos mecanismos patoldgicos
da resisténcia a insulina é derivado de comprometimento da funcdo do reticulo
endoplasmético, um processo conhecido como o estresse de RE. As mais
importantes moléculas de estresse do RE sdo PERK e elF2a. Recentemente, o
estresse de RE vem emergindo como um importante alvo de estudos relacionado a
inflamacé&o e RI. Ozcan e colegas (2004) mostraram que, na obesidade, o dano do

estresse de RE na acdo da insulina € dependente da ativacdo de JNK.
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Dessa forma, é consenso que citocinas inflamatérias atuam sobre a via de
sinalizacdo de insulina, levando a resisténcia a esse horménio. Por outro lado, o
exercicio fisico pode melhorar a sensibilidade a insulina por meio de efeitos no
figado e no tecido adiposo (Zinker et al., 1994) por reduzir o status inflamatério.
Além disso, as evidéncias atuais tém demonstrado que um dos mecanismos
patolégicos da resisténcia a insulina € derivado de comprometimento da fungdo do
reticulo endoplasmético, um processo conhecido como o estresse de RE.
Entretanto ndo € conhecido se a modulagéo do estresse de RE pelo exercicio fisico
esta relacionado aos efeitos de melhorar a sensibilidade a insulina e a diminuigédo do

status inflamatdrio nos tecidos adiposo e hepatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do exercicio na sinalizacao inflamatdria, estresse de
reticulo e resisténcia a insulina no tecido adiposo e hepético de ratos obesos por

dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os impactos da dieta hiperlipidica no peso corporal e do tecido

adiposo epididimal e sensibilidade periférica a insulina de ratos;

¢ Avaliar efeitos do exercicio fisico na atividade de moléculas da via de
sinalizagdo da insulina (pIR, pIRS1 ou pIRS2 e pAkt) no tecido adiposo e hepatico

de ratos obesos;
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e Avaliar efeitos do exercicio fisico na via inflamatéria (pJNK, plkB e
NFkB) em tecido adiposo e hepético de ratos obesos;

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico na fosforilagdo de proteinas
sinalizadores de estresse de reticulo (pPERK e pelF2a) em tecido adiposo e

hepatico de ratos obesos.
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Endurance exercise training ameliorates insulin resistance and reticulum

stress in adipose and hepatic tissue in obese rats
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Abstract Obesity-induced endoplasmatic reticulum (ER)
stress has been demonstrated to underlie the induction of
obesity-induced JNK and NF-kB activation inflammatory
responses, and generation of peripheral insulin resistance.
On the other hand, exercise has been used as a crucial tool
in obese and diabetic patients, and may reduce inflamma-
tory pathway stimulation. However, the ability of exercise
training to reverse endoplasmatic reticulum stress in adi-
pose and hepatic tissue in obesity has not been investigated
in the literature. Here, we demonstrate that exercise train-
ing ameliorates ER stress and insulin resistance in DIO-
induced rats. Rats were fed with standard rodent chow
(3,948 keal kg™") or high-fat diet (5,358 keal kg~') for
2 months. After that rats were submitted to swimming
training (1 h per day, 5 days for week with 5% overload of
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the body weight for 8 weeks). Samples trom epididymal fat
and liver were obtained and western blot analysis was
performed. Our results showed that swimming protocol
reduces pro-inflammatory molecules (JNK, IxB and NF-
kB) in adipose and hepatic tissues. In addition, exercise
leads to reduction in ER stress, by reducing PERK and
elF2x phosphorylation in these tissues. In parallel, an
increase In insulin pathway signaling was observed, as
confirmed by increases in IR, IRSs and Akt phosphoryla-
tion following exercise training in DIO rats. Thus, results
suggest that exercise can reduce ER stress, improving
insulin resistance in adipose and hepatic tissue.

ER stress - Insulin resistance - Exercise
training - Inflammatory pathway

Keywords

Introduction

Obesity 15 associated with chronic low-grade inflammation
(Bray 2004; Hotamisligil 2008). Activation of serine
kinases In obesity and their involvement in insulin action
illustrates the close relationship between metabolic and
immune pathways; in particular, c-jun N-terminal kinase
(JNK) (Hotamisligil 2008) and 1 kappa f kinase (IKKf)
(Hirosumi et al. 2002; Shoelson et al. 2003). Together,
IJNK and IKKf might serve as an inhibitor of insulin sig-
naling, by inducing inhibitory serine 307 (Ser307) phos-
phorylation of IRS1 (Aguirre et al. 2000). IKK is a serine
kinase; and its activation phosphorylates I kappa f§ kinase
(IKK f)/inhibitor of xB (IxB). After phosphorylation, IxB
15 ubiguitinated and degraded in the proteaosome, releasing
nuclear factor kB (NF-xB) for the translocation to the
nucleus and activation of gene expression (Cai et al. 2004).
It has been proposed that increased NF-xB activation may
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play an important role in the pathogenesis of insulin
resistance (Ragheb et al. 2008).

Recent studies provide an intriguing link between met-
abolic inflammation, endoplasmic reticulum (ER) stress
and insulin resistance. It has been proposed that INK and
IKKf activation was associated with altered endoplasmatic
retictlum function and insulin resistance (Ozcan et al.
2004; Zhang et al. 2008). The two major molecules/
markers of ER stress are PERK and elF2q Ozcan et al.
(2004) showed that, in obesity, the damage to ER function
results in insulin resistance and type 2 diabetes, which are
dependent upon INK activation. In contrast, the enhance-
ment of ER function in transgenic mice or the use of
chemical chaperones protects against diet-induced insulin
resistance. In addition, the forced activation of IKK 3/NF-
kB increased ER stress and interrupted central insulin/
leptin signaling (Zhang et al. 2008). Thus, strategies to
reduce the aberrant activation of inflammatory signaling
and ER stress are of great interest to Improve insulin action
and glucose homeostasis.

Physical exercise has been linked to improved glucose
homeostasis and enhanced insulin sensitivity in humans
{(Zierath 2002: Frosig et al. 2007) and rodents (Ropelle
et al. 2006; Pauli et al. 2008). The improvement in insulin
sensitivity was associated with the reduction in INK
activity in the skeletal muscle in humans after a single bout
of exercise (Schenk and Horowitz 2007). JNK phosphor-
ylation was reduced after resistance exercise in old men
(Williamson et al. 2003). Several studies have examined
the effects of exercise on inflammatory signaling.
Snwijitkamol and colleagues showed that 8 weeks of aer-
obic exercise training reduced IxB/NF-xB signaling in
muscle from subjects with type 2 diabetes (Sriwijitkamol
et al. 2006). However, the impact of exercise on ER stress
remains to be better understood. Thus, the current study
was designed to investigate the effects of exercise training
on inflammatory signaling, ER and insulin resistance in the
adipose, and hepatic tissue of obese rats.

Materials and methods
Experimental animals and diet

Male Wistar rats bred in the University of Southern Santa
Catarina were used in the investigation. All experiments
were approved by the Ethics Committee of the University
of Southern Santa Catarina, UNESC. The 4-week-old
Wistar rats were divided into four groups: control rats
(C) fed on standard rodent chow, control rats submitted to
8-week-endurance training with workload (C + ET), obese
rats fed on an obesity-inducing diet for 2 months (DIO)
(Table 1), and DIO rats submitted to ¥-week endurance
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Table 1 Components of high fat and chow diet

Ingredients Standard chow High-fat diet
(gkg') (kealkg™) (gkg™" (kcalkg™)
Comstarch (QSP) 398 1590 116 462
Casein 200 800 200 800
Sucrose 100 400 100 400
Dextrinated starch 132 528 132 528
Lard - - 312 2,808
Soybean Oil 70 630 40 360
Cellulose 50 - 50
Mineral mix 35 - 35
Vitamin mix 10 - 10
1-Cystine 3 3
Choline 235 25 -
Total 1000 3948 1.000 5358

training with workload (DIO + ET). The control rats were
maintained sedentary throughout the experimental perniod
and the trained rats were submitted to 1 h daily swimming
sessions in water at 32°C, with an attached weight corre-
sponding to 5% of body weight. Training occurred 5 days/
week for 8 weeks. The rats were allowed free access to
standard rodent chow or high-fat diet and water.

Fasting glucose, insulin tolerance test (ITT),
serum insulin and TNFz quantification

After 24 h of the last exercise session and 6 h of fasting,
elght () rats per group were submitted to an insulin tol-
erance test (ITT; 1.5 Wkg). Briefly, 1.5 IU/kg of human
recombinant insulin (Humulin R) from Eli Lilly (India-
napolis, IN, USA) was injected intraperitoneally in anes-
thetized mice and blood samples were collected from the
tail at 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min for serum glucose
determination. The rate constant for plasma glucose dis-
appearance (Kyrr) was calculated using the formula 0.693/
biological half life (r;,;) (Bonora et al. 1989). Plasma
glucose level was determined by a colorimetric method
using a glucose meter (Advantage. Boehringer Mannheim,
Irvine, USA). Plasma was separated by centrifugation
(1,500g) for 15 min at 4°C and stored at —80°C until assay.
Radioimmunoassay (RIA) was employed to measure serum
insulin, according to a previous description (Scott et al.
1981). Serum TNFzx concentration was measured by
ELISA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA), fol-
lowing the manufacturer's recommendations.

Killing of the animals

The rats were anesthetized with an intrapenitoneal (1.p.)
injection of sodium thiopental (40 mg k™!, In all
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experiments, the appropriateness of anesthesia depth was
tested by evaluating pedal and corneal reflexes, throughout
the experimental procedure. Following the experimental
procedures, the rats were killed under anesthesia (thio-
pental 200 mg kg~'), following the recommendations of
the NIH publication no. 85-23.

Protein analysis by immunoblotting

As soon as anesthesia was assured by the loss of pedal
and corpeal reflexes, the abdominal cavity was opened,
the cava vein exposed, and (0.2 mL of normal saline (=)
(5 rats per group) or insulin (I'[)_(’ mol L_') (+) were
injected (5 rats per group). After insulin injection (only
for insulin pathway analysis), hepatic and adipose tissue
fragments were excised. The tissues were homogenized
immediately in extraction buftfer (mM) (1% Triton X-100,
100 mM Tris, pH 74, containing 100 mM sodium pyro-
phosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 EDTA, 10
sodium vanadate, 2 PMSF and 0.1 mg of aprotinin/ml) at
4°C with a Polytron PTA 208 generator (Brinkmann
Instruments, Westbury, New York, USA) operated at
maximum speed for 30 s. The extracts were centrifuged at
11,000 rpm and 4°C in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo
Alto, CA, USA) for 40 min to remove insoluble material,
and the supernatants of these tissues were used for protein
quantification, using the Bradford method (Bradford
1976). Aliquots of the resulting supernatants containing
2.0 mg of total protein were used for immunoprecipitation
with antibodies against IR, IRS1, IRS2 at 4°C overnight,
followed by SDS-PAGE, transfer to nitrocellulose mem-
branes and blotting with anti-phosphotyrosine (PY). In
direct immunoblot experiments, 0.2 mg of protein extracts
were separated by SDS-PAGE and transferred to nitro-
cellulose membranes. Membranes were blocked, probed
and developed, as described previously De Souza et al.
2005). Antibodies used for immunoblotiing were anti-
phospho-PERK, anti-phospho-elF-2x  (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA), anti-IR, anti-IRS1, anti-
IRS2, anti-Phosphotyrosine (PY), anti-phospho-JNK, anti-
NF-xB, anti-phospho-IxB, and anti-f-actin (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Chemiluminescent

Table 2 Physiological and metabolic parameters

detection was performed with horseradish peroxidase-
conjugate secondary antibodies. Visualization of protein
bands was performed by exposure of membranes to
RX-films. The protein loading of immunoblots was
always evaluated by two methods: before blotting, nitro-
cellulose membranes were stained with Coomassie blue,
and atter blotting membranes were reprobed with a
fi-actin antibody.

Statistical analysis

All numeric results are expressed as the mean + standard
error of mean (SEM) of the indicated number of experi-
ments. The results of blots are presented as direct compar-
isons of bands or spots in autoradiographs and quantified by
optical densitometry (Scion Image). Statistical analysis was
performed using the ANOVA test with Tukey post test.
Significance level was established as p < (0.05. Data were
analyzed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 180 for Windows.

Results
Physiological and metabolic parameters

Table 2 shows comparative data for control and DIO rats,
when sedentary and after training exercise. The DIO group
demonstrated a significant increase in body weight, epi-
didymal fat and fasting serum insulin; however, fasting
glucose was not altered. No significant variations were
found in body weight, epididymal fat and fasting glucose in
DI rats atter exercise training. However, the rate constant
for plasma glucose disappearance and fasting serum insulin
were increased (95%) and decreased (52.8%), respectively,
in the exercise training group, when compared with DIO
sedentary group. In addition, the levels of insulin were
reduced after exercise in DIO rats (53%) compared with
DIO sedentary group. The obesity-induced high-fat diet
caused a significant increase in serum TNFz levels
(35.15%, p = 0.02), when compared with C group. On the
other hand, the exercise-trained DIO group showed a

Groups (n = 8) Body weight (g) Epididymal fat (2) Plasma glucose (mg dL™")

Insulin (ng mL™") Kyrr (% min~') TNFa pe mL™')

C 407.8 £ 25.1 5.18 £ 0.65 7B +53 246 =04 465 £ 0.21 483+ 591
C+ET 3992 £ 198 491 £0.79 B44 £42 231 £ 06 498 £ 0.17 457 + 394
DIO 5005 £375% 13.06 & 1.4% 927 +58 6.95 + 0.79% 23 L0323 T4.5 + 6.68*
DIO + ET 467.6 £ 31.9* 9.81 +£12% 914 £ 65 38 +15 416 £03° 582+ 502"
*p < 0.05, DIO + ET and DIO sedentary rat versus C and C + ET
" p <0.05 DIO + ET versus DIO sedentary
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reduction of 21.9% in TNFxz levels (p = (0.04), when
compared with sedentary DIO.

Effects exercise training on JNK and IkBzx
phosphorylation and NF-xB expression

An increase in INK phosphorylation in the adipose (53%)
and bhepatic (120%) tissue was observed 1n DIO rats,
when compared with control rats (Fig. la, d). In the DIO
trained group, JNK phosphorylation decreased in both
adipose (48%) and hepatic (40%) tissue, when compared
with DIO sedentary (Fig. la, d). No difference was
observed in INK protein level in either the adipose or the
hepatic tissue.

Subsequently, we examined the IKK/NF-xB pathway in
the liver and adipose tissues of lean and obese rats after the
exercise protocol. In the DIO group, we observed an
increase in IxBa phosphorylation in the adipose (75%) and
hepatic (100%) tissues, when compared with control rats
(Fig. Ib, e, respectively). In the adipose tissue of
DIO + ET rats, IxBx phosphorylation decreased by 65%
{Fig. Ib), while a 48% decrease was observed in hepatic
tissue (Fig. le), when compared to DIO sedentary. The
high-fat diet-increased NF-xB expression in adipose
{104%) and hepatic (107%) tissues, when compared with
the control (Fig. Ic, f, respectively). On the other hand,
exercise training in the DIO group decreased NF-xB
expression in adipose (40%) and hepatic (41%) tissues,
when compared with DIO sedentary (Fig. lc, f, respec-
tively). No difference was observed in IkB protein level in
either the adipose or hepatic tissue.

Exercise training reduces phospho PERK
and phospho elF2zx

We determined the phosphorylation status of PERK
{Thr%80) and elF2z (Ser51) in adipose and hepatic tissues.
The DIO group demonstrated increases of 80% and 135%
in PERK phosphorylation, when compared to the C group
{Fig. 2a, c adipose and hepatic tissues, respectively). In the
DIO group, exercise training reduced PERK phosphoryla-
tion by 58 and 47% (Fig. Za, c adipose and hepatic tissues,
respectively). No difference was observed in PERK
expression in either the adipose or hepatic tissue.

The DIO sedentary rats demonstrated increases of 98
and 138% in elF2z phosphorylation, when compared with
the control group (Fig. 2b, d adipose and hepatic tissues,
respectively). Exercise training in DIO rats reduced elF2x
phosphorylation by 64 and 58% (Fig. 2b, d adipose and
hepatic tissues, respectively). No difference was observed
in elF2x expression in either the adipose or hepatic fissue.
In all experiments, fi-actin was used as a loading protein
{data not shown).
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Improve insulin signaling by exercise training

In adipose tissue, insulin induced increases in IR tyrosine
phosphorylation in both the C and C 4 ET groups, when
compared with basal (B)/saline injection group (Fig. 3a).
Similar results were observed in the hepatic tissue
(Fig. 3d). In the DIO group, IR phosphorylation was
reduced by 105% in the adipose and 98% in the hepatic
tissues, respectively, when compared with the respective
C* group (Fig. 3a, d). In the adipose and hepatic tissues of
DIO + ET, IR phosphorylation increased by 72 and 70%,
respectively, when compared to the respective DIO sed-
entary group (Fig. 3a, d). There were no differences in
basal levels of IR tyrosine phosphorylation between the
groups (data not shown), and IR protein levels did not
differ between the groups (Fig. 3a, d lower panels).

IRS1 phosphorylation in the adipose tissue and IRS2
phosphorylation in the hepatic tissue increased after insulin
injection in both C and C + ET groups, when compared
with group B (Fig. 3b, e, respectively). In the DIO group.
IRS1 tyrosine phosphorylation was reduced by 56% in
adipose tissue and IRS2 was reduced by 60% in hepatic
tissue, when compared with the respective control group
(Fig. 3b, e). In the adipose tissue of DIO + ET, IRSI
phosphorylation increased by 57%, while IRS2 phosphor-
ylation increased by 6(0% in the hepatic tissue, as compared
with DIO groups (Fig. 3b, e). There was no difference in
the basal levels of IRS1 and IR52 tyrosine phosphorylation
between the groups (data not shown). The IRS1 and IRS2
protein levels did not differ between the groups (Fig. 3b, e
lower panels).

Insulin induced increases in Akt serine phosphorylation
in both the C and C + ET groups, when compared with
group B (Fig. 3c). Similar results were observed in hepatic
tissue (Fig. 3f). In the DIO group, Akt phosphorylation was
reduced by 61% in the adipose and 50% in the hepatic
tissues, when compared with the respective control group
(Fig. 3c, f). In the adipose and hepatic tissues of
DIO + ET, Akt phosphorylation increased by 44 and 59%,
respectively, in comparison with the DIO group (Fig. 3c,
t). There was no difference in basal levels of IR tyrosine
phosphorylation between the groups (data not shown). The
Akt protein levels did not differ between the groups
(Fig. 3c, f lower panels).

Discussion

The reports indicate that ER stress, induced by obesity, is
associated with inflammation and established a link
between inflammatory responses, particularly through the
INK and IKK signaling pathways (Hu et al. 2006;
Hotamisligil 2008), with abnormal insulin action (Ozcan

40



Eur J Appl Physiol (2011) 111:2015-2023

2019

A Epididymal Adipose Tissue

IB: pJNK
g
40 *
=E 5000.
Jé E 4000,
g. g 3000 #
w8 2000
=z
= 1000,

0.0
[ G+ET  DIO  DIO+ET

1B: JNK

IB: plkBo

5000.0
4000.H
3000.0
2000.0
1000.0H

0.0+

kB phosphorylation
{arbitrary units)

=

c C+ET DIO  DIO-ET

IB: IkBuw

O

l
l

IB: NFEB

5000.04
4000.0+
3000.0+4
2000.0+
1000.0+

0.0-

NFkE expression
(arbitrary units)

C CH+ET DI DIO+ET

IB: f-actn
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b, e adipose and hepatic (respectively) extracts were IB with anti-NF-

et al. 2004; Wellen and Hotamisligil 2005). Ozcan and
colleagues found that obesity is assoclated with the
induction of chronic ER stress, predominantly in the liver
and adipose tissues (Ozcan et al. 2004). The molecular
mechanisms linking ER stress to glucose intolerance in
trained obese animals has not been investigated vyet.

D Hepatic Tissue
IB: pJNK
. pINK | WS T =
= *
g.g 5000.0+
23 400004
§§ 3000.0- .
=%
§._ﬂ_3, 20000+
s 1000.0 i
0.0
c C+ET DI DIO+ET
o | S
E
IB: plkBa
j=
£ *
'—E"..f'g 5000.01
235 400001 .
1 @
S 300001
a8
~ S 2000.01
o
E 1000.04 i
0.0
c C+ET DO DIO+ET
F
IB: NFKB
= *
28 so00.
o
22 wo :
o E 3000
gg 2000,
1000.
0.0
c C+ET DIO  DIO=ET

xB. ¢, f Adipose and hepatic (respectively) extracts were IB with anti-
phospho IxBa. Bars represent mean + SEM of n = Srats. *p < 0.05,
DIO rats versus control groups; “p < 0.05, DIO + ET group versus
DID sedentary rats

Therefore, this study sought to verify whether exercise
training reduces ER stress in hepatic and adipose tissues of
obese animals and whether this is relational with a reduc-
tion of insulin resistance of these tissues.

In this study, we demonstrate that high-fat diet lead to an
increase in INK protein level. It is interesting to note that
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Fig. 2 Effects of exercise training on reticulum swess. Liver and
adipose extracts from rats were prepared as described in “Materials
and methods”. a Adipose tissue extracts were immunoblotted (IB)
with anti-phospho PERK or ant f-actin antibodies (upper and lower
panels, respectively). b Adipose tissue exwracts were immunoblotted
(IB) with anti-phospho elF2x or anti- f-actin antibodies (upper and
lower panels, respectively). ¢ Liver extracts were immunoblotted (IB)

chronic exercise reverses these parameters in parallel with
a reduction in JNK activity and IxBx degradation. In
accordance with this, our results show increased
phosphorylation of PERK and elF2zx in animals fed with a
high-fat diet. However, the activity of these proteins was
observed to drop in animals submitted to exercise training.
This decrease was accompanied by increased insulin sen-
sitivity and correlates with the increase in phosphorylation
of IR, IRSI and IRS2 and serine phosphorylation Akt in
liver and adipose tissues. More importantly, the changes
occur in the absence of changes in adiposity or body
weight.

Several mechanisms may be involved in the pathogen-
esis of insulin resistance in peripherals tissues. Neverthe-
less, it is well known that some of the molecular
mechanisms leading to insulin resistance involve altera-
tions in key molecules due to their intracellular signaling
pathways, such as JNK and NF-xB (Aguirre et al. 2000;
Hirosumi et al. 2002; Lee et al. 2003). Moreover, current
evidence has demonstrated that one of the pathological
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with anti-phospho PERK or anti-f-actin antibody (upper and lower
panels, respectively). d Liver extracts were immunoblotied (IB) with
anti-phospho elF2z or anti-f-actin antibodies (upper and lower
panels, respectively). fi-Actin was used as protein load. The results of
scanning densitometry are expressed as arbitrary units. Bars represent
mean = SEM of n = 5 rats. *p < 0.05, DIO group versus sedentary
control rats; "p < 005, DIO + ET versus DIO sedentary rats

mechanisms of insulin resistance is derived from impair-
ment of endoplasmic reticulum function, a process known
as ER stress.

JNK has been linked to the regulation of insulin sig-
naling by several studies (Aguirre et al. 2000; Hirosumi
et al. 2002; Lee etal. 2003; Gao et al. 2002; Cai et al. 2004;
Ragheb et al. 2008). In addition, recent works linked JNK
activation, ER stress and insulin resistance (Ozcan et al.
2004; Zhang et al. 2008). Thus, the role of exercise in JINK
activation 1s more important, and deserves to be investi-
gated in more detail. Several studies suggest that the
activity of INK intracellular signaling cascade is increased
following prolonged running exercise (Boppart et al. 2000;
Thompson et al. 2003). In contrast, INK phosphorylation
was reduced after resistance exercise in elderly men
(Williamson et al. 2003). In this study, we observed that
exercise training inhibited high-fat diet-induced INK
activity.

Activation of inflammatory signaling, including of the
IkB-NF-xB pathway may also contribute to mediate ER
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stress (Gao et al. 2002). However, a few studies have
examined the effect of physical exercise on the IxB-NF-
kB pathway. In rats, exercise activates IkB-NF-xB sig-
naling in muscle (Ji et al. 2004), and acute fatiguing
exercise in humans reduces NF-xB activity. Similarly, a
recent study showing that 8 weeks of aerobic exercise
training reduced IxB-NF-xB signaling in vastus lateral is
muscle from subjects with type 2 diabetes (Snwijitkamol
et al. 2006), our results show that animals submitted with a
high-fat diet has pronounced reduction of IxBx in liver and
adipose tissue. This finding is an indication of IKK acti-
vation and suggests that endurance exercise training is able
to reduce IKK activation and restore IxBx expression.
Recently, it has been shown that obesity induces chronic
ER stress, which, in turn, plays a central role in the
development of insulin resistance and diabetes (Ozcan
et al. 2004). The phosphorylation status of PERK and
elF2x is, therefore, a key indicator of the presence of ER
stress. In this study we found an increase in these indicators
of ER stress in liver and adipose tissues of obese rats. Thus,
we suggest that a high-fat diet-induced endoplasmic retic-
ulum stress. In hepatic cells, ER stress inhibits the action of
insulin (Ozcan et al. 2004); however, there are no reports
demonstrating that exercise training decreases ER stress in
liver and adipose tissues in DIO-induced obesity. In the
present study, we showed that exercise training reduces
phosphorylation of PERK and elF2, indicating a decrease
in ER stress and an improvement in insulin signal trans-
duction. Although the present study does not produce direct
evidence that changes in the PERK pathway are linked to
changes in insulin signaling, many works in the literature
have observed this outcome (Ozcan et al. 2004; Wellen and
Hotamisligil 2005: Hu et al. 2006: Hotamisligil 2008).
Elegant reports indicate that ER stress, induced by
obesity, is associated with inHlammation and established a
link between inflammatory responses, particularly through
the INK and IKK signaling pathways (Hu et al. 2006;
Hotamisligil 2008), with abnormal insulin action (Ozcan
et al. 2004; Wellen and Hotamisligil 2005). Thus, we
suggest that exercise training reduces markers of ER stress
by changing inflammatory pathways. Hu and colleagues
reported that ER stress is induced in a NF-xB-dependent
manner. In addition, the inhibition of NF-xB suppresses ER
stress-induced cell death in MCFE-7 cells (Hu et al. 2006).
Jiang and colleagues showed that, during ER stress,
phosphorylation of the alpha subunit of elF2 by PERK
is required for activation of NF-xB (Jiang et al. 2003).
A cause-effect relationship between inflammatory path-
ways and ER stress is not totally clear. In the present study,
NF-xB expression was elevated in obese rats, and reduced
in trained obese rats. In addition, the activity of JNK was
also increased and appears to be involved in ER stress (for
review see Hotamisligil 2008). On the order hand, our data
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show that the activity of JNK was largely decreased in
trained obese rats. Thus, these effects may reduce ER
stress.

In this context, cytokines contribute to the activation of
intracellular inflammatory signal transduction. Further-
more, our group has reported that obese animals present
high cytokine levels (De Souza et al. 2005: Barbulo et al.
2007; Cintra et al. 2008; Panli et al. 2008;: Prada et al.
2009; Romanatto et al. 2009). Thus, we evaluated serum
TNFz concentrations. We observed increased TNFx levels
in DIO rats, which may explain the modification of pro-
inflammatory molecules (JNK, IxB and NF-xB) induced by
high-fat diet (as previously demonstrated). After endurance
exercise training, DIO rats demonstrated a reduction in
TNFz levels.

In this sense, the liver should, therefore, be considered
as a working organ during exercise and thus some of the
beneficial effects of physical activity on insulin sensitivity
and metabolism occur in the liver. Insulin signaling plays
an important role in confrolling gluconeogenic gene
expression, including that of phosphoenclpyruvate car-
boxykinase (PEPCK), which catalyzes the rate-limiting
step of hepatic gluconeogenesis (Sutherland et al. 1996).
More specifically, in the hepatic tissue this improved
insulin signaling may decrease glucose production by liver.
Collectively, our data provide evidence that exercise
training improves insulin signaling and this mechanism
involved a decrease in inflammation and ER stress in liver
and adipose tissue of diet-induced obesity rats.

Unfortunately, the present study has limitations, espe-
clally, of secondary proof and isolated tissues analysis.
Currently, we are unable, in our laboratory, to use
4-phenylbutyric acid (for inhibition ER stress) or tunica-
mycin (for induction ER stress). In addition, it is not yet
clear whether exercise training improves ER stress by
reducing the inflammatory pathway or by a direct action on
endoplasmic reticulum stress. Although the literature
shows that a reduction in ER stress results in improved
insulin resistance, we could not demonstrate this in the
present study, and the two events may occur in parallel.
However, while this is a descriptive study, the discovery
that exercise training reduces markers of ER stress may be
one possible explanation, among several others, as how
exercise has beneficial effects on obesity and diabetes.
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4. DISCUSSAO

A transicdo nutricional moderna transformou o cenério de fome em um
quadro de pandemia de obesidade, que acomete milhdes de pessoas,
principalmente nos paises ocidentais. Além dos diversos aspectos psicossociais,
esta doenca esti relacionada ao aumento de morbidade e mortalidade em
decorréncia de sua freqlente associagdo com diversas doengas, tais como HAS,
dislipidemias, ovérios policistico, esteatose hepética ndo alcoodlica, DM-2, dentre
outras (Kopelman, 2000). O individuo obeso apresenta fen6tipo complexo que inclui,
em diferentes graus, hiperinsulinemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina. Embora
nem todos 0s mecanismos moleculares estejam completamente elucidados, €
consenso que todos estes achados contribuem para a perpetuagcéo da obesidade e
das doencas a ela relacionadas (Boden, 2011).

Disturbios na via inflamatoria, mais especificamente a exacerbacéo dela,
precedem e acompanham a progressdo da Rl, do DM-2 e obesidade. O circulo
vicioso tem inicio com a ingestdo elevada de gordura saturada e/ou do tecido
adiposo armazenado em excessO nO organismo, seguidos pelo processo
inflamatorio, que traz prejuizos a via de sinalizagéo da insulina, levando a um quadro
caracterizado por RI, hiperinsulinemia e, ainda, favorecimento ao depoésito de
gordura no organismo. Dessa forma, o acumulo de gordura corporal pode reiniciar o
ciclo. Recentemente, o estresse de reticulo vem emergindo como uma ligacao entre
a inflamacgéo e a RI (Hotamisligil et al., 1996; Kroder et al., 1996).

O comprometimento dos mecanismos que regulam a homeostase da
glicose associa fisiopatologia da obesidade ao DM-2. Apesar dos avangos das
pesquisas nessa area, o conhecimento permanece limitado. Com base nisso e com

0 objetivo de avaliar os mecanismos moleculares envolvendo estresse de reticulo
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endoplasmético em situacdo de resisténcia a insulina na obesidade, utilizou-se no
primeiro momento do presente trabalho, o modelo animal de obesidade induzida por
dieta HL. Para tanto, os animais foram expostos ao consumo ad libitum de dieta rica
em gordura. Esta alimentagéo retrata o consumo da sociedade moderna. O modelo
de obesidade induzida por dieta HL constitui uma situacao fisiol6gica de aumento de
citocinas inflamatérias que diminuem a fosforilacio em tirosina e aumentam a
fosforilagdo em serina de moléculas importantes da via da insulina, comprometendo
os sinais de regulagédo da homeostase energética (De Souza et al., 2005).

Ap6s o tratamento com a dieta hiperlipidica, foram avaliados os
parametros metabodlicos, peso corporal e da gordura epididimal e atividade
molecular. Ratos Wistar submetidos & dieta hiperlipidica apresentaram significante
ganho de peso ponderal. Animais controle apresentaram média de 407, 89 (£25,1) e
os animais DIO, 500,59 (= 37,5). Além disso, ao avaliar o peso da gordura
epididimal, observou-se uma dréastica elevagédo no grupo DIO (13,069g), chegando ao
aumento de 152,2% quando comparado ao grupo controle (5,18g). Mesmo apés o
exercicio fisico, animais obesos ndo apresentaram perda de peso. De Souza e
colaboradores (2005), obtiveram resultados semelhantes quanto a evolucdo
ponderal e o desenvolvimento da obesidade em modelo experimental similar.

O grupo DIO apresentou alteragdes metabdlicas importantes, como o
aumento significativo da insulina de jejum, mas ainda ndo apresentava alteracdes da
glicose. De forma interessante, o grupo DIO apresentou insulina de jejum
significativamente maior (52,8%) em comparagdo ao grupo DIO exercitado. Este
achado demonstrou a melhora do quadro de hiperinsulinemia apos exercicio fisico.
A hiperinsulinemia constatada indica Rl no grupo obeso. Para confirmar esta

hipotese, foi realizado o teste de toleréncia a insulina (ITT) que demonstrou a
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diminuicdo na taxa de desaparecimento de glicose (kgt) no grupo DIO em
comparagao ao grupo controle. A interferéncia nos processos normais de regulacdo
homeostase de glicose (hiperinsulinemia e RI) precede a progressao para o DM-2.
No grupo DIO exercitado, a taxa de desaparecimento de glicose aumentou (95%)
quando comparado ao grupo DIO, o que sugere melhora da resposta a acéo deste
hormonio no grupo exercitado. Coletivamente, estes resultados indicaram que a
dieta HL foi eficaz em induzir resisténcia a insulina no grupo DIO, assim como a
melhora do quadro é observada com o exercicio fisico.

Para melhor compreensdo das alteracdes metabdlicas ocorridas no
modelo experimental, as importantes proteinas responsaveis pela transducdo do
sinal insulinico foram avaliadas: IR, IRS-1 e Akt no tecido adiposo; IR, IRS-2 e Akt
no tecido hepatico. Os resultados deste estudo foram semelhantes aos anteriores, j&
que em animais controle, apés a injecdo de insulina, observou-se o aumento da
atividade das proteinas da via da insulina IR, IRS-1, IRS-2, e Akt, demonstrando a
preservacdo da sensibilidade das células hepéticas e adiposas ao horménio. J4, nos
animais DIO, foi observada reducdo significativa da atividade destas mesmas
moléculas, em comparacg&o ao grupo controle, demonstrando RI. Por outro lado, no
tecido adiposo e hepético de ratos DIO exercitados, a fosforilagdo do IR aumentou
72% e 70%, respectivamente, quando comparado ao grupo DIO sedentario. A
fosforilacdo do IRS-1 no tecido adiposo e IRS-2 no tecido hepético aumentaram 57%
60%, respectivamente, no grupo obeso exercitado, quando comparado ao grupo
DIO. A insulina também induziu aumento da fosforilagdo em serina da Akt apés o
exercicio fisico em ambos tecidos. Tais resultados estdo de acordo com estudos
prévios (De Souza et al., 2005; Ropelle et al., 2006) que demonstraram que a dieta

hiperlipidica é responsavel pela resisténcia a agdo da insulina e ndo a falhas na
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secrecao deste horménio. E o exercicio foi eficiente em melhorar o quadro de RI de
acordo com diferentes parametros. Estudos anteriores tém apontado que o exercicio
fisico aumenta a responsividade a insulina em tecido adiposo, musculo esquelético e
figado, e este aumento na captacdo de glicose envolve via IRS/PI3K/Akt (Luciano et
al., 2002; Peres et al., 2005; Ropelle et al., 2006).

A prevencgdo e tratamento de doencas relacionadas a Rl vem sendo
intensamente estudadas, porém 0s mecanismos moleculares que associam o
estresse de RE e inflamacéo a intoleréncia a glicose em animais obesos treinados
ainda n&o haviam sido investigadas. Portanto, no segundo momento desse estudo
procurou-se avaliar se o treinamento fisico reduz o estresse de RE e inflamacédo nos
tecidos hepético e adiposo de ratos obesos e se este relaciona-se com uma reducédo
da resisténcia a insulina nestes tecidos.

Nutrientes, hormdnios e exercicio fisico parecem ser importantes
participantes do complexo e integrado sistema de controle da homeostasia da
glicose, entretanto, ndo h4 uma causa especifica para a etiologia da resisténcia a
insulina em todos os individuos obesos; é provavel que os mecanismos exatos
diferem entre individuos e entre populagfes. Diante disso, pesquisadores de todo o
mundo vém sendo atraidos pela busca de fatores relacionados ao tecido adiposo
gue modulam a sensibilidade insulinica. Durante as Ultimas décadas, demonstrou-se
fortes evidéncias que os sinais da insulina sdo negativamente afetados pela via
inflamatéria em diferentes tecidos. O principal mecanismo pelo qual a sinalizacao da
insulina pode ser negativamente regulada na obesidade é, certamente, a fosforilagcéo
em residuos de serina nas proteinas da via da insulina IR, IRS-1, IRS-2, impedindo a

transducdo do sinal insulinico nos tecidos alvos da insulina. Atualmente, foram
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implicados nesse processo 0s Acidos graxos livres, assim como varios horménios e
citocinas produzidas por adipdcitos (Schenk et al., 2008).

Diversos mecanismos inflamatoérios podem estar envolvidos na
patogénese da resisténcia a insulina nos tecidos periféricos. E consenso que alguns
dos mecanismos moleculares envolvem altera¢des na acdo de moléculas chaves da
via inflamatéria JINK e NF-kB (Lee et al., 2003). Consistente com estudos anteriores,
0 aumento das citocinas inflamatérias foi observado no grupo obeso (Shoelson,
2003; De Souza et al.,, 2005; Wellen e Hotamisligil, 2005). O grupo obeso
apresentou aumento significativo da atividade da JNK e IkBa, assim como da
expressdo da NF-kB em comparagéo ao grupo controle no figado e tecido adiposo.
De forma interessante, em animais DIO treinados observou-se uma diminui¢céo
significativa do status inflamatério em comparacdo ao grupo DIO, evidenciado pela
diminuicédo significativa da atividade da JNK e IkBa e expressdo NF-kB nos tecidos
adiposo e hepético. Além disso, observou-se o aumento do nivel sérico de TNF-a
em ratos DIO, sugerindo aumento da atividade inflamatéria. Entretanto, em ratos
DIO exercitados observou-se a diminui¢ao significativa do nivel de TNF- a.

Neste contexto, € possivel que a RI descrita neste estudo seja atribuida
em parte ao aumento da expresséo de proteinas de resposta inflamatoéria, induzidas
pela dieta rica em gordura. Varias evidéncias clinicas, epidemiologicas e
experimentais foram realizadas na Uultima década e tém conectado moléculas
inflamatorias as doencas metabdlicas, particularmente obesidade. Utilizando uma
dieta hiperlipidica semelhante a utilizada neste estudo, De Souza et al (2005)
demonstraram que a dieta hiperlipidica levou a um quadro caracterizado por
obesidade, resisténcia a insulina e aumento expressivo de citocinas inflamatorias,

tais como IL-1B3, IL-6, TNF-a, NFkB e JNK em hipotalamo de rato. Em adigéo,
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observaram que a inibicdo da JNK foi capaz de reverter o quadro. A resisténcia a
insulina relacionada a obesidade leva a reducéo dos efeitos antilipoliticos da insulina
(Boden et al, 1994; Griffin et al., 1999).

Recentemente, foi demonstrado que a obesidade induz estresse de RE, e
este, por sua vez, desempenha um papel central no desenvolvimento da resisténcia
a insulina e diabetes (Ozcan et al., 2004). O estado de fosforilacdo da PERK e elF2a
€, portanto, um indicador-chave da presenca de estresse de RE. Até o momento,
diversas pesquisas apontam a PERK como uma quinase que, no quadro de estresse
de RE, sofre autofosforilacéo, oligomerizacao e ativagéo, promovendo a fosforilagéo
da subunidade a do elF2, resultando na ativacdo do fator de transcricdo ATF4.
Diante do exposto, é de claro entendimento que a PERK passou a ser alvo de
estudos na obesidade e DM-2. Os resultados deste estudo demonstraram que a
obesidade foi capaz de induzir o quadro de estresse de RE, verificado por meio das
andlises moleculares de PERK e elF2a que se apresentaram significativamente
aumentadas no grupo DIO.

Nas células hepéticas, o estresse de RE inibe a a¢do da insulina (Ozcan
et al., 2004); no entanto, ndo ha relatos demonstrando que o treinamento fisico
diminui estresse de RE no figado e tecido adiposo em ratos obesos por dieta
hiperlipidica. Os dados do presente estudo demostram diminui¢do significativa da
fosforilagdo da PERK e elF2a nos animais DIO treinados em comparagdo aos
animais DIO, indicando uma diminuicdo do estresse de RE. A compreensédo das
fungcbes da PERK e elF2a sdo fundamentais para o planejamento de novas formas
de tratamento dessas doengas.

A diminuicdo do estresse de RE ocorreu de forma paralela a uma

melhoria na transducéo do sinal de insulina. Embora o estudo ndo comprove a agéo
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direta da via PERK sobre a sinalizagcao insulinica, muitos trabalhos na literatura tém
observado esse desfecho (Wellen e Hotamisligil, 2005). Demonstrou-se que 0
estresse de reticulo, induzido pela obesidade, esta associado a inflamacgéo, por meio
da sinalizacdo da JNK e IKK (Hotamisligil et al., 2008). A exacerbac¢éo do quadro
inflamatorio e do estresse de RE vem sendo considerada um evento crucial nas
alteracbes da via da insulina em obesos. Ozcan e colaboradores (2004)
descreveram que a obesidade esta relacionada a inducdo de estresse de RE
crbnico, predominantemente no figado e tecido adiposo. Jiang e colaboradores
(2003) mostraram que, durante o estresse de RE, a fosforilagdo da subunidade alfa
do elF2 por PERK é necesséria para ativacdo do NF-kB. Além disso, trabalhos
recentes sugerem que a ativacdo da via inflamatéria é decorrente do estresse de
RE, assim como a inflamacao induz o estresse de RE ( Zhang et al., 2002; Ozcan et
al., 2004).

Nesse sentido, o tecido hepatico e o tecido adiposo devem ser
considerados 6rgéos ativo durante o exercicio e suas atividades estéo relacionada a
alguns dos efeitos benéficos da atividade fisica sobre a sensibilidade & insulina e o
metabolismo. A sinalizagdo da insulina desempenha um papel importante no
controle da expressao génica de enzimas gliconeogénicas, incluindo a PEPCK, que
catalisa a etapa limitante da gliconeogénese hepatica (Sutherland et al., 1996). Mais
especificamente, a sinalizacdo da insulina no hepatécito diminui a producédo de
glicose pelo figado. Coletivamente, os dados evidenciam que o treinamento fisico
melhora a sinalizacdo da insulina e este mecanismo envolve a diminuicdo na
inflamagé&o e estresse RE nos tecidos adiposo e hepatico de ratos obesos.

O presente estudo apresenta limitagbes, especialmente, para provas

secundéarias e andlise de tecidos isolados. N&o foi possivel utilizar o acido 4-
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fenilbutirico (para inibicdo do estresse de RE) ou tunicamicina (para indugéo do
estresse de RE). Além disso, ainda ndo esta claro se o treinamento fisico melhora o
estresse de RE, reduzindo a via inflamatéria ou por uma acgéo direta sobre o
estresse do reticulo endoplasmatico. Embora a literatura demonstre que uma
reducdo estresse de RE resulta na melhora da resisténcia a insulina, né&o
conseguimos confirmar isso neste estudo, e os dois eventos podem ocorrer em
paralelo. No entanto, j& que este € um estudo descritivo, a descoberta de que o
treinamento fisico reduz os marcadores de estresse de RE é uma possivel
explicagcdo, dentre varias, de como o exercicio atua beneficamente na obesidade e
diabetes.

Estes resultados confirmam a hipétese e demonstram que a via
inflamatdria e o estresse de RE ativados pela obesidade podem ser reduzidos pelo
exercicio fisico e que isso leva a melhora na ag&o da insulina e pode ser uma 6tima
estratégia ndo farmacoldgica para reversdo da resisténcia a insulina. Dessa forma,

classificamos estresse de RE como um importante alvo terapéutico para

manipulagdo por meio de medicamentos, nutrientes ou exercicio.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a obesidade induz tanto processo de
inflamagé&o subclinica quanto estresse de RE. Apesar de ndo se saber o que é causa
ou consequéncia; sabe-se que dieta rica em gordura induz ambos processos. Essas
ocorréncias estéo relacionadas com RI. Ainda no presente estudo, demonstrou-se
que o exercicio fisico foi eficiente em reduzir tanto processo inflamatério quanto
estresse de RE. Este estudo demonstrou que a pratica de exercicio reduz a
expressdo e atividade de moléculas pro-inflamatérias (JNK, NFkB e IkB) e atividade
de proteinas sinalizadoras do estresse de RE (PERK e elF2a) no figado e tecido
adiposo de ratos obesos por dieta hiperlipidica. O estudo demonstrou também que
estas alteragbes foram acompanhadas do aumento da expressdo de IR, IRS1 e
IRS2 e aumento da atividade da Akt, diminuindo a RI. Assim, estes dados sugerem
que o exercicio melhora a sinalizagdo da insulina e esta melhora esta associada a

diminui¢do da inflamacéo e estresse de RE.
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