Artigo Original

Journals

BAHIANA

$SCHOOL OF MEDICINE AND PUBLIC HEALTH

Efeitos do exercicio resistido sobre o tecido
adiposo marrom em camundongos C57BL/6

Effects of resisted exercise on brown adipous

tissue in C57BL/6 mice

Geovanna de Souza Andrade’
Joao Vitor Nunes Lopes?
Frederico Sander Mansur Machado?

Berenilde Valéria de Oliveira Sousa*
Vinicius Dias Rodrigues®

'Universidade Estadual de Montes Claros (Montes Claros). Minas Gerais, Brasil. geoandrade99@gmail.com,
2Autora para correspondéncia. Faculdade integradas do Norte de Minas (Montes Claros). Minas Gerais, Brasil. joaollopes@outlook.com.br
>SUniversidade Estadual de Montes Claros (Montes Claros). Minas Gerais, Brasil. machado.frederico@outlook.com, berenilde.valeria7@gmail.com,

RESUMO | OBJETIVO: Verificar os efeitos do treinamento
de escada e atividade fisica na histomorfometria do tecido
adiposo marrom em camundongos C57BL/6. MATERIAIS E
METODOS: Amostra composta por 16 camundongos, dividi-
dos aleatoriamente: controle (n=4), exercicio de escada com
estimulo elétrico (n=4), exercicio de escada (n=4) e atividade
fisica em ambiente enriquecido (n=4). Grupo de atividade fisi-
ca em ambiente enriquecido foi realizada em caixa com brin-
quedos. Grupo exercicio de escada e escada com estimulo
elétrico foram realizadas com escada vertical. Com a utilizacdo
da escada os animais realizaram 6 séries, 8 repeticdes com
intervalos de 90 segundos entre séries, sendo 10 sess6es. No
exercicio de escada com estimulo elétrico, o animal foi estimu-
lado a subir usando uma placa de a¢o na base da escada, com
uma corrente elétrica de 20V de intensidade e 45 hz de fre-
quéncia. A coleta de tecido adiposo marrom foi feita na regido
escapular e manchado em Hematoxilina-Eosina (HE). O nivel
de significancia das analises era 95% (p < 0.05). RESULTADOS:
N&o houve diferenca significativa no comparativo do tamanho
da célula de TAM em comparag¢do com o tecido recolhido dos
camundongos dos quatro grupos. CONCLUSAO: A atividade
fisica e o exercicio resistido ndo promoveram diferencas mor-
fometricas no TAM dos camundongos C57BL/6.
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ABSTRACT | OBJECTIVE: To verify the effects of stair training and
physical activity on brown adipose tissue histomorphometry
in C57BL / 6 mice. MATERIALS AND METHODS: Sample
composed of 16 mice, randomly divided: control (n = 4), stair
exercise with electrical stimulus (n = 4), stair exercise (n =4) and
physical activity in an enriched environment (n = 4). A Group of
physical activity in an enriched environment was performed in
a box with toys. Ladder exercise group and ladder with electrical
stimulus were performed with vertical ladder. With the ladder's
use, the animals performed six sets, eight repetitions with
90-second intervals between sets, with ten sessions. In the
stairway exercise with electrical stimulation, the animal was
encouraged to climb using a steel plate at the base of the stairs,
with an electric current of 20V intensity and 45Hz frequency.
Brown adipose tissue collection was performed in the scapular
region and stained with Hematoxylin-Eosin (HE). The level
of significance of the analyzes was 95% (p <0.05). RESULTS:
There was no significant difference when comparing the TAM
cell size compared to the tissue collected from the mice in the
four groups. CONCLUSION: Physical activity and resistance
exercise did not promote morphometric differences in the TAM
of C57BL/6 mice.

KEYWORDS: Resistance training. Physical activity. Electrical
stimulus. Histology. Metabolism.
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Introducao

O treinamento resistido (TR) tem muitos adeptos em
todo mundo, por apresentar um baixo indice de le-
sdes e aumento de capacidades fisicas importantes
como forga, poténcia e resisténcia muscular.™? Por
proporcionar um método de treinamento totalmen-
te adaptavel ao praticante, o TR é um procedimento
bastante utilizado com os mais diversos objetivos e
niveis de aptidao fisica, podendo ter efeitos impor-
tantes na manutenc¢do da musculatura esquelética,
no metabolismo e nas fung¢des cardiovasculares, des-
tacando-se por melhorar a composicao corporal e
aumentar a sintese proteica.?

O tecido multilocular, conhecido também como teci-
do adiposo marrom (TAM), exerce um papel central
na termogénese e na regulacdo do gasto energético.?
Ele tem a funcdo primordial de oxidar lipideos para
a producdo de calor, producdo de substancias anti-
inflamatérias, hormonios que estdo relacionados a
melhora da sensibilidade a insulina e protecdo car-
diovascular.® Os depésitos de TAM acontecem nos
mamiferos pequenos e humanos recém-nascidos.
A razao evolutiva para a abundancia de TAM ao nasci-
mento, tanto em roedores quanto em humanos, esta
baseada na necessidade para manter a temperatura
corporal ap6s uma reducdo abrupta na temperatura
ambiente depois do nascimento.>

O TAM pode variar de um marrom claro, podendo
chegar até um marrom avermelhado, decorrente da
vascularizacdo abundante e da presenca de mitocén-
drias. Estas sdo ricas citocromos que lhes conferem
cor avermelhada.® O tecido conjuntivo forma septos
entre os l6bulos de células adiposas; cada célula é
sustentada por fibras reticulares e colagenos, tendo
uma rica rede sanguinea, e sao células mais intima-
mente ligadas entre si e com os capilares do que o te-
cido adiposo branco.Z O principal sinal para ativacao
de adip6citos marrons € a reducdo da temperatura
corporal abaixo da termoneutra (23°C). Os sinais tér-
micos sdo analisados por areas especificas do siste-
ma nervoso central (SNC), que promovem estimula-
¢do da inervacdo simpatica do TAM.2

O modelo animal é amplamente utilizado para res-
ponder a questionamentos e explorar hipéteses fre-
quentemente invidveis em estudos com humanos,
permitindo aprofundar nos conhecimentos acerca de
neurobiologia das doencas.?

Pensando no TR, existem diversas metodologias que
incluem exercicio de escalada voluntaria, aparato de
escalada, escalada, treinamento isométrico, escava-
¢do e escada com estimulo elétrico.>'* Dado o possi-
vel impacto do TAM na balanca energética, cresce o
interesse por encontrar meios de aumentar a ativida-
de termogénica deste tecido. Neste ambito, o exer-
cicio fisico comeca a ser testado como um método
ndo-farmacolégico de ativacdo do TAM.™=

A presenca de TAM foi observada em humanos adul-
tos sob circunstancias de exposi¢do cronica ao frio
ou por hiperexcita¢cdo adrenérgica em individuos que
apresentavam feocromocitoma (tumor da medula da
glandula adrenal).> O estudo de Marken Lichtenbelt16
mostrou que a atividade metabdlica relativamente
alta do TAM em homens jovens foi encontrada em
96% dos individuos expostos ao frio (16° C). A partir
dos estudos de Virtanen', sugeriu-se que a atividade
do TAM em humanos poderia ser regulada da mesma
forma que em roedores. A literatura demonstra que
exercicios fisicos de endurance praticados com regu-
laridade estimulam o TAM in vitro e em humanos ma-
gros e animais controle.’

Tendo em vista a reconhecida influéncia do exercicio e
da dieta no TAM™2, percebemos a necessidade de ve-
rificar a hipotese das diferentes propostas de atividade
e exercicio fisico na morfologia do TAM; dessa forma, o
objetivo desse estudo foi verificar os efeitos do treina-
mento de escada e atividade fisica na histomorfometria
do tecido adiposo marrom em camundongos C57BL/6.

Materiais e métodos
Caracteriza¢ao do estudo e cuidados éticos

O presente estudo foi experimental, analitico, pros-
pectivo e de abordagem quantitativa. Foi submetido
e aprovado pelo comité de ética em experimentacao
animal e bem-estar (CEEBEA/Unimontes, nimero do
processo 131/2017). Realizado com 16 animais fé-
meas, saudaveis, idades entre 10 e 12 semanas, peso
corporal médio de 20 * 5g, foram alojados respeitan-
do o ciclo de 12h claro/escuro, temperatura média de
22 + 2 °C e com baixo nivel sonoro. Todos os animais
foram aleatoriamente distribuidos em grupo contro-
le (n = 4), exercicio de escada com estimulo elétrico (n
=4), exercicio de escada (n = 4), atividade fisica (n = 4).
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Os animais foram alojados em grupos de 4 animais
em caixas de polipropileno autoclavaveis de dimen-
sdes de 414 x 344 x 168 mm, com tampa em a¢o gal-
vanizado e contendo separadores de aco inoxidavel
(Zootech, modelo ZT 375). Todas as caixas foram for-
radas com maravalha, que foram trocados trés vezes
por semana.

Formato experimental

Para evitar comprometimento dos protocolos expe-
rimentais, houve dois momentos de familiarizacdo
com as propostas de atividade e exercicio fisico. O
grupo controle ndo realizou nenhum tipo de inter-
venc¢do, estando nas mesmas condi¢8es de moradia
no momento das intervenc¢des nos demais grupos. A
condicdo do grupo atividade fisica foi realizada em
ambiente fechado e enriquecido (caixa plastica) com
60 cm de comprimento, 30 cm de largura e 45 cm
de altura. Esse ambiente foi composto de gangorra,
roda, bolas e tuneis. A condi¢ao do grupo exercicio de
escada foi realizado em uma escada vertical de 110
c¢m de altura, 18 cm de largura, 2 cm entre os degraus
e 80° de inclinacdo. A condi¢do do grupo exercicio
de escada com estimulo elétrico foi realizado utili-
zando a escada com eletroestimulacdo. Nos grupos
com utilizacdo da escada, os animais realizaram seis
séries de oito repeti¢cBes com intervalos de noventa
segundos entre 0s conjuntos, e a resisténcia obtida
pelo exercicio foi o préprio peso corporal do animal.
A proposta foi adaptada de acordo com a literatura.
No exercicio de escada com estimulo elétrico, o ani-
mal foi estimulado a subir devido a presenca de uma
placa de aco na base da escada, na qual foi aplicada
uma corrente elétrica de 20 volts de intensidade e 45
hz de frequéncia as quatro patas do animal.™

Foram realizadas 10 sessdes de cada intervecao expe-
rimental. Apds 24 horas da ultima sessdo, os animais
foram sacrificados, primeiramente anestesiados com
ketamina/xilazina (75mg/kg e 5mg/kg de peso corpo-
ral, respectivamente) e, na sequéncia, eutanasiados
por luxacdo cervical para realizacdo da coleta de teci-
do adiposo marrom na regiao da escapular.4

Histomorfometria do tecido adiposo marrom

Ap6s a eutanasia dos animais, foi feita a coleta do te-
cido adiposo marrom na regido escapular, em segui-
da, foram fixados em formol e incluidos em parafina,
e depois foram submetidos a cortes de sete ym man-
chado em Hematoxilina-Eosina (HE). As sec¢bes fo-
ram entdo examinadas e fotografadas usando o mi-
croscépio Olympus BX50 (Olympus Optical). As areas
transversais do TAM foram determinadas usando o
software Image | (Scion, Frederick, MD). As medidas
foram realizadas em ao menos trés campos distintos
selecionados e de cada secc¢do transversal.®

Foram analisadas 12 lIdminas histologicas em colora-
¢do Hematoxilina-Eosina (HE) de cada grupo, foram
realizadas 3 imagens de cada lamina e uma lamina
de cada animal.

Andlise dos dados

Todos os dados sdo expressos com a média e desvio
padrdo. Para analisar as variaveis dependentes, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificacao da
normalidade, posteriormente foi selecionada a ana-
lise de variancia (ANOVA) com ajuste de Bonferroni
para verificacdo inferencial das variaveis depen-
dentes. Todos os procedimentos estatisticos foram
feitos no programa Statistic Package for the Social
Sciences (SPSS) 20.0 for Windows. O nivel de signi-
ficancia adotado em todas as analises foi fixado em
95% (p < 0.05).

Resultados

Na figura 1, temos a comparacdo entre as amostras
de tecido adiposo marrom em camundongos do gru-
po controle, ATV (atividade fisica em ambiente enri-
quecido), ER (exercicio resistido) e ERC (exercicio re-
sistido com choque). Ndo foi encontrado diferenca
significativa (p < 0,05) entre os grupos na analise his-
tomorfométrica do tecido adiposo marrom.
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Figura 1. Andlise histomorfométrica do tecido adiposo marrom da regido escapular de camundongos C57BL/6.
Nao foi encontrado diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos
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Discussao

Evidéncias atuais apontam para a importancia do TAM no controle do metabolismo em humanos e sua seme-
Ihanca com o TAM de roedores e os estudos em modelos animais de obesidade, que mostram uma atividade
defeituosa deste tecido e o consequente déficit no gasto energético.?

Estudo realizado por Slocum? com camundongos C57, submetidos a dieta hiperlipidica e corrida em esteira
durante sete dias, verificou que o exercicio foi capaz de promover perda de peso, redu¢do da gordura corporal
e a analise histologica do TAM mostrou que os adipécitos marrons apresentaram colora¢do mais forte e maior
quantidade de mitocdndrias, quando comparados com os controles sedentdrios com dieta hiperlipidica.

Em um trabalho com camundongos submetidos a transplante de TAM, verificou-se que 0 aumento na massa des-
se tecido foi capaz de melhorar a homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina, acompanhada de diminuicdo
da massa de gordura. Além disso, o transplante também atenuou os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica, e
observou-se que essas melhoras eram volumes dependentes, ou seja, quanto maior a massa de tecido transplan-
tado, melhores eram as respostas analisadas.*

No estudo de Leite2!, o exercicio fisico de oito semanas atenuou o desenvolvimento da massa de gordura e a ex-
pressdo das proteinas de formacdo do tecido adiposo branco (TAB); apresentou efeito protetor contra a intoleran-
Cia a glicose e resisténcia a insulina. Foi também observado a reducao dos circulantes de LPS (Lipopolissacarideo),
TNF-a (Fator de necrose tumoral a) e acidos graxos livres. Além disso, os dados demonstram ainda o efeito
positivo do exercicio na via de sinalizagcdo da insulina; aumento da massa do tecido adiposo marrom (TAM) e da
expressao de proteinas envolvidas no processo de termogénese. Por fim, foi verificado que o exercicio foi capaz
de atenuar a infiltracdo de macréfagos no TAM e promover maior polarizacdo de macroéfagos do tipo M2 (Ativacdo
alternativa de macréfago no TAM).2

Diante das evidencias relacionadas a tematica, percebemos que ainda ndo foi possivel mostrar qual é o real im-
pacto das diferentes formatac8es da atividade e exercicio fisico nas alteragdes morfométricas do tecido adiposo
marrom. Outras propostas com desenhos experimentais diferentes e formatos de avaliagdo melhores poderao
elucidar as duvidas aqui deixadas.
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Conclusao

Neste estudo concluimos que a atividade fisica e o
exercicio resistido ndo promoveram diferencas mor-
fométricas no tecido adiposo marrom dos camun-
dongos C57BL/6 quando verificado no treinamento
de escada com estimulo elétrico.
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