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Peres, Sidney de Figueiredo. Papel do treinamento fisico sobre a UPRmt na
musculatura esquelética de camundongos obesos. 2022. 34f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduacédo em Ciéncias do Esporte.) — Faculdade de Ciéncias Aplicadas.
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RESUMO

Introducdo: A obesidade estd intimamente ligada com a disfungdo mitocondrial
inflamacéo, resisténcia a insulina e com desenvolvimento de outras desordens e
doencas metabdlicas. Estudos apontam que alteracfes na funcdo mitocondrial € um
fator chave na regulacdo de doencas metabdlicas, como a obesidade e diabetes. Por
outro lado, o exercicio fisico tem sido associado com mecanismos de reparo das
mitocondrias, incluindo a UPRmt (mitochondrial unfolded protein response), podendo
recuperar a funcdo mitocondrial e ser uma alternativa promissora na prevencao e
tratamento da obesidade, diabetes e outras metabdlicas. Objetivo: Avaliar o efeito do
exercicio fisico aerébio sobre marcadores da UPRmt no tecido muscular de
camundongos obesos. Métodos: Camundongos swiss foram distribuidos em 3
grupos: controle, HFD (obeso) e HFD TR (treinado). Nas dltimas semanas, 0 grupo
obeso treinado foi submetido ao protocolo de exercicio fisico aerébio por 4 semanas.
No final do protocolo, os animais foram eutanasiados e amostras do musculo
esquelético foram analisadas. Resultados: Foi observada melhora consideravel de
aspectos da fisiologia geral e na musculatura esquelética. Houve também aumento no
conteudo de marcadores da UPRmt (LONP1, YME1L1 e HSP60) e no contetdo de
alguns marcadores da CTE (cadeia transportadora de elétrons) no musculo
esquelético. Conclusdo: O exercicio fisico foi efetivo em recuperar prejuizos do
consumo de dieta hiperlipidica onde o mecanismo de UPRmt na musculatura

esquelética foi desencadeado e houve também o aumento de proteinas da CTE.

Palavras-chave: UPRmt. Exercicio fisico. MUsculo. MitocOndria. Obesidade.



Peres, Sidney de Figueiredo. Role of physical training on UPRmt in skeletal muscle of
obese mice. 2022. 34f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Ciéncias do
Esporte.) — Faculdade de Ciéncias Aplicadas. Universidade Estadual de Campinas.
Limeira, 2022.

ABSTRACT

Introduction: Obesity is linked to mitochondrial dysfunction, inflammation, insulin
resistance and the development of other disorders and metabolic diseases. Studies
point out that changes in mitochondrial function is a key factor in the regulation of
metabolic diseases such as obesity and diabetes. On the other hand, physical exercise
has been associated with mitochondrial repair mechanisms, including UPRmt
(mitochondrial unfolded protein response), which may recover mitochondrial function,
and may be a promising alternative in the prevention and treatment of obesity, diabetes
and metabolic disorders. Objective: Therefore, the objective of this project was to
evaluate the effect of aerobic exercise on UPRmt markers in the skeletal muscle tissue
of obese mice. Methods: Swiss mice were distributed into 3 groups: control, received
a standard diet, HFD and HFD TR, received a high-fat diet for 12 weeks. In recent
weeks, the trained obese group was submitted to an aerobic physical exercise protocol
for 4 weeks. At the end of the protocol, the animals were euthanized and skeletal
muscle samples were analyzed. Results: Considerable improvement was observed in
aspects of general physiology and skeletal muscle. There was also an increase in the
content of UPRmt markers (LONP1, YME1L1 and HSP60) and in the content of some
ETC (electron transport chain) markers in skeletal muscle. Conclusion: Physical
exercise was effective in recovering losses from high-fat diet consumption where the
UPRmt mechanism in the skeletal muscles was triggered and there was also an

increase in ETC proteins.

Keywords: UPRmt. Physical exercise. Muscle. Mitochondria. Obesity.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, IBGE, em
2003 (ha 19 anos) quatro em cada dez brasileiros apresentavam excesso de peso,
contudo, em 2019, esses numeros saltaram para seis em cada dez brasileiros,
totalizando aproximadamente 96 milhdes de pessoas estdo acima do peso no pais.
Tendo a populacdo adulta como foco, foi possivel observar que a prevaléncia da
obesidade mais do que dobrou nesse mesmo periodo, aumentando de 14,0% para
29,5% para as mulheres, e de 9,3% para 21,8% para os homens (FERREIRA;
SZWARCWALD; DAMACENA, 2019).

De maneira geral, podemos definir a obesidade como 0 acumulo excessivo
ou distribuicio anormal de gordura corporal, afetando a saude. E classificado
principalmente pelo indice de massa corporal (MAYORAL et al., 2020) (IMC, em
Kg/m2), quando o IMC é de 25-29,9 Kg/m?, pode ser considerado sobrepeso, quando

€ maior que 30 Kg/mz?, é considerado como obesidade.

A obesidade tem sido considerada por alguns autores como principal fator
de risco para doengas como doengas cardiovasculares, cancer, distarbios metabolicos
e neurodegenerativos (IKEZAKI et al., 2021; WANG, 2021). Neste contexto, a
mitocondria tem ganhado especial atencédo por parte da comunidade cientifica, pois
diversas pesquisas tem tentado entender o papel da disfungcdo mitocondrial no
desenvolvimento da obesidade e doengas correlacionadas (NUNNARI,
SUOMALAINEN, 2012). Essa disfuncdo ocorre, a0 menos em parte, por conta de
reducdes na capacidade de fosforilagdo oxidativa, contribuindo para que ocorra
alteracdes no metabolismo intercelular de lipidios, contribuindo com a maior incidéncia
de resisténcia a insulina e de diabetes tipo 2 (PETERSEN et al., 2003).

O exercicio fisico tem sido discutido como estratégia terapéutica, nao-
farmacoldgica, capaz de aumentar a atividade mitocondrial (EGAN; ZIERATH, 2013;
GAN et al., 2018; RUEGSEGGER; BOOTH, 2018), principalmente na musculatura
esquelética. Tendo em vista tais pontos expostos, entende-se de que é necessario
aprofundar os conhecimentos relacionados aos diversos mecanismos envolvidos na
regulacdo das mitocondrias na musculatura esquelética de pacientes obesos e o

impacto do exercicio fisico sobre elas.
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1.1 O que sao as mitocondrias?

Segundo a teoria endossimbidtica, acredita-se que as mitocondrias eram
organismos procariontes, semelhante a bactérias, que viviam de modo livre. Até o
momento que essas estruturas foram englobadas, por células eucaribticas por meio
de endocitose, o que resultou em uma relacdo simbibtica, em que ambos 0s
envolvidos eram beneficiados com a associacdo (GRAY; BURGER; FRANZ LANG,
2001; WALLIN, 1993).

A vantagem de se manter uma proteobactéria incorporada com parte de
suas estruturas mantidas, especialmente no caso da mitocondria, pode ter sido pela
sua funcédo de ser capaz de produzir energia, advinda do trifosfato de adenosina
(ATP). As mitocbndrias possuem um magquinario enzimatico capaz de produzir ATP
por meio da fosforilacdo oxidativa (OxPhos), que é uma via metabdlica na qual utiliza
energia libertada pela oxidacao de nutrientes de forma a produzir ATP, sendo entédo o
sitio primério do processamento metabdlico de organismos mais simples, unicelulares.
Portanto, esta organela tem um importante papel no que se trata @ manutencéo da
homeostase celular, devido a sua producdo energética como outras funcdes
(NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012).

Doencas metabdlicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
obesidade, podem alterar a homeostase celular, alterando o funcionamento da
mitocbndria, que estdo intimamente associadas a alteracdo da expressao génica
envolvida na OxPhos. O musculo esquelético de pacientes com DM2 mostrou uma
diminuicao na expressdo de um conjunto global de genes de componentes da OxPhos
(MOOTHA et al., 2003; SREEKUMAR et al., 2002). A dieta rica em gordura diminui a
expressdo dos genes necessarios para OxPhos, proteinas mitocondriais e biogénese
mitocondrial em humanos e camundongos (SPARKS et al., 2005), apresentando uma
taxa de atividade de OxPhos mitocondrial no musculo esquelético 30% menor em
individuos resistentes a insulina em comparagcdo com individuos do grupo controle
(PETERSEN et al., 2009), reduzindo consideravelmente a capacidade oxidativa das
células musculares. Embora o motivo da disfungéo mitocondrial em obesos ainda seja
alvo de muito debate na comunidade cientifica, parece ndo haver davidas perda da

func@o mitocondrial em obesos. Nesse cenario, postula-se que a atenuacdo do mal
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funcionamento da funcdo OxPhos possa ser uma estratégia terapéutica util para

obesidade e resisténcia a insulina.

1.2 Sistemas de controle de qualidade mitocondrial

Frequentemente, as proteinas mitocondriais sdo expostas a diferentes
tipos de estresse que podem alterar suas atividades e funcionalidade, comprometendo
significativamente a atividade mitocondrial. Com a finalidade de manter a proteostase
(homeostase proteica) e a fungcao mitocondrial em resposta a diversos niveis de danos
proteotdxico, as mitocondrias possuem sofisticados mecanismos de controle de
qualidade de suas proteinas (FISCHER; HAMANN; OSIEWACZ, 2012; FRIEDMAN,;
NUNNARI, 2014; RUGARLI; LANGER, 2012). A grande maioria das proteinas
mitocondriais € transcrita e traduzida no citoplasma, necessitando de um sistema de
importacdo através da dupla membrana mitocondrial antes de serem devidamente
dobradas e assumirem a forma em que funcionam na mitocéndria (HARBAUER et al.,
2014).

As chaperonas mitocondriais sdo agentes importantes que medeiam esse
sistema de importacdo, auxiliando no processo de transporte, dobramento e
montagem dos complexos proteicos. Dentre elas, as chaperonas da familia das
proteinas de choque térmico (heat shock protein, Hsp), como a mtHsp70 e a Hsp60,
sdo responsaveis por dobrar proteinas recém importadas ou redobrar as proteinas
danificadas, que podem entrar em acdo em condicdes de aumento do estresse
proteotéxico mitocondrial, 0 que causa a resposta mitocondrial a proteinas mal
formadas (UPRmt), que sinaliza o sistema chaperona mitocondrial (ALDRIDGE;
HORIBE; HOOGENRAAD, 2007). Se alguma proteina apresentar danos Irreversiveis,
proteases como a ClpP, presentes na matriz mitocondrial, garantem sua degradacao
(CAO; KAUFMAN, 2012). Ha também varias enzimas importantes para atividades
antioxidantes que contribuem indiretamente para a homeostase das proteinas contra
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)(ZHANG et al., 2022).

A proteina de choque térmico 60 (HSP60) foi bastante estudada e é
estabelecida como um marcador da UPRmt induzido em camundongos(Yl; CHANG,;

SHONG, 2018). A HSP60 é encontrada em menores quantidades no hipotalamo de
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camundongos obesos ou diabético, 0 que estad associada a resisténcia a insulina
central e disfuncdo mitocondrial(Yl; CHANG; SHONG, 2018). O papel da leptina na
funcd@o mitocondrial e sensibilidade a insulina no hipotalamo € dependente de HSP60
mitocondrial, sugerindo que o sistema chaperona mitocondrial hipotalamico tem um
efeito importante na homeostase energética sistémica na obesidade e doencas
metabdlicas (KLEINRIDDERS et al., 2013).

Portanto, conforme os estudos tem revelado, as mitocondrias ndo agem
como diferentes organelas isoladas, mas sim como uma rede conectada e cooperativa
gque passa constantemente por processos de remodelamento (FRIEDMAN;
NUNNARI, 2014). Processos de fissdo e fusdo regulam diversas proteinas nessa
dindmica. A fusdo de uma mitocdndria saudavel a uma com danos faz com que possa
ocorrer um processo de substituicdo positivo ou de diluicdo destas organelas
danificadas (CHAN, 2012). Por outro lado, a fissdo promove a separacdo de
mitocondrias que apresentam disfuncao, para que entdo ocorra a mitofagia (YOULE;
VAN DER BLIEK, 2012). Os mecanismos citados podem também serem ativados de
modo a reparar as proteinas mitocondriais bem como as proprias organelas,
dependendo do nivel de dano ocorrido. Em casos de danos irreversiveis, pode haver
a apoptose (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014).

1.3 O desequilibrio mitonuclear e a UPR mitocondrial

Como citado anteriormente, a mitocondria pode passar repetidas vezes por
diversos momentos de estresse, que podem alterar sua funcionalidade e/ou
guantidade. Para se adaptar a este cenario, o desenvolvimento do sistema de controle
de qualidade de proteinas, como ja citado, foi essencial para manter a proteostase e
a fungé@o mitocondrial, tendo em vista os diversos niveis de danos proteotdxicos, como
por exemplo o acumulo de proteinas no citoplasma, que € uma ameaca para a célula
visto que o desbalanco proteico gerado caracteriza um estresse (CANTO et al., 20009,
2010; LIN et al., 2002).

7

Uma das respostas adaptativas ao estresse € a UPRmt, que é um
mecanismo de controle que é interpretado pela célula e sinalizado para o nucleo com

o principal objetivo de assegurar a integridade e funcdo das proteinas mitocondriais
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(HOWALD et al., 1985). A UPRmt aumenta a capacidade de dobramento de proteinas
e ao mesmo tempo induz a reducdo da sintese pela célula, como forma de conter a
agregacdao proteica ocasionada pelo quadro de estresse celular, além de melhorar a
degradacédo de proteinas malformadas (CAO; KAUFMAN, 2012).

Conforme ocorre o desencadeamento da UPRmt, chaperonas (como a
HSP60) e proteases mitocondriais (como a ClpP) sao estimuladas pois sdo moléculas
consideradas essenciais para a caracterizagdo da UPRmt (HOWALD et al., 1985). Em
alguns modelos animais, foi observado que a melhora de funcéo e da capacidade
oxidativa esta relacionada a sinalizacdo adaptativa no reparo mitocondrial, que
também esta relacionado a UPRmt (CANTO et al., 2012; HOUTKOOPER; PIRINEN;
AUWERX, 2012; PIRINEN et al., 2014), tendo implicacdes quando se pensa em
distarbios do seu funcionamento, que pode facilitar doencas metabdlicas e

neurodegenerativas.

Ha alguns estudos mutagénicos que revelaram que mudancas no equilibrio
estequiométrico (mudanca da razdo DNAmMt e DNAnN) entre as proteinas MTCO1,
codificada pelo DNA mitocondrial (DNAmt), e proteinas da cadeia transportadora de
elétrons, SDHA ou ATP5A, codificadas pelo DNA nuclear (DNAnN), ativa a UPRmt.
Essa mudancga na razdo DNAmMt e DNAN € conhecida como “desequilibrio mitonuclear”
(EGAN; ZIERATH, 2013). A figura a seguir ilustra de forma simplificada o desequilibrio

mitonuclear e a UPRmt (Figura 1).

/ Actimulo de 2\

proteinas mal
formadas 4

\Mitocfmdria )__1*- . -
/ 5\ Desequilibrio mito-nuclear
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Figura 1. Figura esquematica simplificada da sinalizacdo da UPRmt e do desequilibrio
mitonuclear. 1. O equilibrio mito-nuclear se da pela razao entre proteinas da cadeia transportadora de
elétrons (CTE), responsaveis pela fosforilagdo oxidativas (OXPHOS), exemplificada pela razéo entre
MTCOL1 (que é codificada pelo DNA mitocondrial) e SDHA (que é codificada pelo DNA nuclear). 2. O
acimulo de proteinas malformadas sinaliza fatores de transcricdo ao nucleo da célula. 3. Ocorre o
aumento da transcricdo de chaperonas (HSP60) e proteases (ClpP) mitocondriais. 4. As proteinas
malformadas sdo redobradas ou degradadas, dando origem as proteinas com o funcionamento correto.
5. O Aumento de proteinas mitocondriais favorece a melhora da funcéo e da biogénese mitocondrial.
Portanto, alteracdes no equilibrio mitonuclear (como o acimulo de proteinas malformadas) perturbam

a proteostase mitocondrial e consequentemente ativam a UPRmt.

Estudos feitos com vermes (C. elegans) e moscas (Drosophila),
demonstraram que a UPRmt desencadeada pelo desequilibrio mitonuclear resultou
em aumento significativo da funcdo mitocondrial, do metabolismo celular e da
longevidade (DILLIN; CRAWFORD; KENYON, 2002; OWUSU-ANSAH; SONG;
PERRIMON, 2013).

Como a forca motriz da célula, as mitocéndrias geram a maior parte da
energia por meio da fosforilacdo oxidativa (OxPhos), um processo no qual elétrons
sdo passados ao longo de uma série de subunidades de proteinas da OxPhos
incorporadas na membrana mitocondrial interna (HUTTEMANN et al., 2007). Alguns
estudos apontam que a disfuncdo da OxPhos esta associada ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina, a diminuicdo da secrecdo de insulina pela célula beta e a
desregulacdo do metabolismo dos acidos graxos em camundongos e humanos
(PERKS et al., 2017).

A UPRmt induzida pela deficiéncia de OxPhos especifica do musculo
esquelético também esta associada com aumento da lipélise e oxidacao de acidos
graxos pela inducao do fator de diferenciacéo de crescimento 15 (GDF15), protegendo
assim contra os efeitos adversos da obesidade induzida por dieta rica em gordura em
camundongos (CHUNG et al., 2017). A inducado da UPRmt pela deficiéncia de OxPhos
no musculo esquelético também esta associado a a¢do protetora contra a obesidade
e resisténcia a insulina, paradoxalmente, camundongos com maior IMC,
apresentaram maior LONP1, que consequentemente apresentaram maior VAT
(“visceral adipose tissue” ou tecido adiposo visceral, em portugués) (LEE et al., 2021)
0 que contribui para a piora do quadro de obesidade e resisténcia a insulina, tendo

alta correlacdo para a ocorréncia da disfuncdo mitocondrial.



18

1.4 Potencial dos estudos sobre a UPRmt no contexto do exercicio fisico

Sabidamente, o exercicio fisico aerébio é uma alternativa néo-
farmacoldgica muito eficiente tanto para a prevencdo, como para o tratamento da
obesidade. E bem estabelecido na literatura que o exercicio fisico estimula a
biogénese e aumenta a funcédo mitocondrial, principalmente no musculo esquelético
(EGAN; ZIERATH, 2013; GAN et al., 2018; RUEGSEGGER; BOOTH, 2018). No
entanto, os efeitos do exercicio fisico sobre os mecanismos que controlam a
proteostase mitocondrial ainda ndo sdo completamente entendidos. Recentemente,
demonstramos que o treinamento fisico foi capaz de estimular marcadores da UPRmt
na musculatura esquelética em animais idosos (CORDEIRO et al., 2021, 2020). Esses
resultados foram acompanhados pela melhora significativa da proteostase

mitocondrial nas fibras musculares e também para a melhora de performance aerobia.

Em um outro estudo, demonstramos que o exercicio fisico aerébio
aumentou o contetdo proteico de marcadores da UPRmt no hipotdlamo de
camundongos eutrdficos, contribuindo para aumento da funcdo das mitocdndrias no
sistema nervoso central (BRAGA et al., 2021). Neste cenario, acreditamos que 0
exercicio fisico aerébio possa ser um agente estressor fisiolégico capaz de estimular
a UPRmt na musculatura esquelética de camundongos obesos, contribuindo para o
reequilibrio da proteostase mitocondrial e consequentemente para o0 aumento do
funcionamento das mitocondrias, gerando maior capacidade oxidativa, bem como

maior capacidade de producéo de energia.

2 HIPOTESE

7

Como o exercicio fisico é considerado uma forma de tratamento nédo
farmacoldgica e de prevencdo de doencas metabdlicas (EGAN; ZIERATH, 2013),
aventamos a hipotese de que o exercicio fisico possa induzir e estimular proteases e
chaperonas envolvidas do desencadeamento da UPRmt, levando a melhora da fungéo
mitocondrial e consequentemente da funcdo oxidativa no musculo esquelético de
camundongos obesos, podendo ter relevancia na melhora em casos de disfungéo

mitocondrial.
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3 JUSTIFICATIVA

As crescentes taxas de obesidade em praticamente todo o planeta, sao
reflexo de hébitos alimentares inadequados, sedentarismo e também refletem a
ineficacia das estratégias antiobesogénicas vigentes. Como descrito anteriormente, a
disfuncéo mitocondrial € um fendmeno celular intimamente ligado ao fendétipo obeso,
podendo ser considerado um alvo terapéutico bastante promissor. Curiosamente, 0
exercicio fisico aerébio é conhecido como uma das estratégias ndo-farmacoldgicas
mais eficazes na prevencédo e no tratamento da obesidade, com impacto positivo
sobre a funcdo das mitocéndrias. Contudo, os efeitos do exercicio fisico sobre os
mecanismos de controle da proteostase mitocondrial, em particular a UPRmt, na
musculatura esquelética de obesos ainda ndo sdo conhecidos. Portanto, a realizacao
do presente projeto podera ajudar a elucidar o papel do exercicio fisico aerébio no
controle da UPRmt na musculatura de camundongos obesos, abrindo novas

perspectivas de tratamento para a obesidade.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:
Avaliar o papel do treinamento fisico aerébio sobre a UPRmt da

musculatura esquelética de camundongos obesos.

4.2 Objetivos especificos:

e Avaliar o conteudo das proteinas ClpP, Hsp60, YmelL1 e Lonpl, conhecidos
marcadores da UPRmt, no musculo esquelético de camundongos Swiss
obesos apds 4 semanas de treinamento fisico em esteira;

e Avaliar os componentes da cadeia transportadora de elétrons (ATP5a,
Uqgcrc2, MTCO1l, SDHB e NDUF8b), no musculo esquelético de
camundongos Swiss obesos apos 4 semanas de treinamento fisico em
esteira.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Fizemos uso de camundongos Swiss machos, com 8 semanas de idade,
oriundos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Previamente foi feita a
mensuragao da massa corporal dos animais e entdo alocados em gaiolas individuais,
com temperatura de 22°C +-2°C, passando por ciclos de 12 horas claro e 12 horas
escuro, onde receberam agua e racdo padrdao para roedores (da marca Nuvilab)
(grupo controle) ad libitum, ou dieta hiperlipidica (grupo HFD) por 8 semanas,
conforme descrito (MARINHO et al., 2018). O projeto foi previamente submetido,
analisado e aprovado pelo comité de ética da UNICAMP.

5.2 Protocolo de Exercicio Fisico

O protocolo de exercicio utilizado se consiste ha submissdo a quatro
semanas de treinamento dos animais (grupo Treinado) em esteira ergométrica, sendo
exercitados em intensidade correspondente a maxima fase estavel de lactato,
conforme proposto por Ferreira e colaboradores (FERREIRA et al., 2007).

Com o intuito de minimizar o possivel estresse induzido pelo equipamento
de treinamento, os camundongos foram adaptados previamente ao ergbmetro. Apos
esse periodo, foi realizado um teste de exaustdo para definirmos a intensidade de
esforco dos animais durante o periodo de treinamento. Depois disso, 0s animais
iniciaram o protocolo de exercicio em esteira com volume diario de 1 hora, 5 dias na
semana em intensidade correspondente a 60% da velocidade pico atingida no teste

de exaustao.

5.3 Reagentes e anticorpos

Foram fornecidos pela empresa Bio-Rad (Richmond, CA) os reagentes e
os aparelhos utilizados para o gel Sdédio Dodecil Sulfato (SDS- PAGE). Foram
fornecidos pela empresa Sigma ChemicalCo os compostos: Tris Hidroximetil
Aminometano (TRIS), Fenilmetil Sulfonil Fluorido (PMSF), Aprotinina e Ditiotreitol
(DTT). (St. Louis, MO). Foi fornecido pela empresa Biorad: a membrana de
nitrocelulose (BA85, 0,2 um). Foram utilizados os anticorpos anti-OXPHOS (MS604-

300) (coquetel de subunidades mitocondriais), fornecido pela empresa ABCAM; anti-
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ClpP (ab124822) fornecido pela empresa ABCAM; anti-YME1L (11510-AP) fornecido
pela empresa Proteintech; anti-LONP1(bs-4245R) fornecido pela empresa BIOSS
(Boston, MA); anti-Hsp60 (sc-13115) e anti-GAPDH (sc-47724) fornecido pela
empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

5.4 Procedimentos de extracao

Foram extraidas amostras do musculo do gastrocnémio, que
posteriormente foram homogeneizadas em tampao de extracdo (contendo 1% de
Triton X 100, 100 mM de Tris - pH 7,4, 100 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de
fluoreto de sodio, 10 mM de EDTA, 10 mM de ortovanadato de sodio, 2 mM de PMSF
e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4 °C, reagentes da marca Sigma-Aldrich). Os animais
foram sacrificados por aprofundamento de anestesia, seguido de deslocamento
cervical, ap6s os experimentos. O homogenato foi centrifugado a 11.000 RPM por 30
minutos. Foi determinada a concentracdo de proteina na por¢do sobrenadante da
amostra, utilizando o método de BCA. Em seguida, foi acrescido o tampéao de Laemmli
a cada uma das amostras, que foram fervidas por 5 minutos e armazenadas a -80° C

para as analises de Western blotting.

5.5 Andlise proteica por Western blotting

As amostras foram tratadas com tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970)
contendo DTT 100 mM (Sigma-Aldrich) e aquecidas em agua fervente por 5 minutos.
Em seguida, foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) no aparelho para
minigel (MiniProtean®). A separacao das proteinas aconteceu com aumento gradual
da voltagem do equipamento com inicio em 30 Volts até atingir o valor maximo de 120
Volts, como descrito por Towbin et al. (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). Foi
utilizado como padréo um marcador de peso molecular com valores pré-estabelecidos
da BIO-RAD (Cat. #1610375).

A transferéncia das proteinas do gel foi feita eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose, utilizando-se cubas de eletroforese da empresa Bio-Rad.
Essa etapa teve a duragao de aproximadamente 2 horas. As membranas contendo as
proteinas e o marcador de peso molecular, foram incubadas em solucéo bloqueadora
(leite desnatado 5%, Tris 10mM, NaCl 150 mM e Tween 20 a 0,02%) por 1 hora,

reduzindo assim as possiveis ligacbes inespecificas do anticorpo na membrana de
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nitrocelulose. As membranas foram posteriormente lavadas e incubadas com
anticorpo primario, seguindo as diluicbes conforme sugestdo do fabricante, por 12
horas (overnight) a 4°C. Em seguida as membranas foram lavadas e incubadas com
2 pL de anticorpo secundario por 120 minutos em temperatura ambiente e,
posteriormente lavadas e incubadas com 2 mL de solucdo de quimioluminescéncia
(Pierce, CA). A reacdo do anticorpo secundario com a solucéo quimioluminescente foi
detectada por meio de um fotodocumentador. A intensidade das bandas foi
quantificada por densitometria Optica através do programa Uniscan®.

5.6 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados através do teste de Shapiro-Wilk, analise de
variancia (ANOVA) (caso tenha passado no teste de normalidade) ou Kruskal-Wallis,
seguida por andlise de significancia (Tukey), quando apropriado, para comparacao
dos grupos experimentais. A significAncia estatistica adotada foi de p < 0,05. O
processamento e analise dos dados foi feita com o auxilio do software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram obtidos a partir de experimentos realizados com
camundongos Swiss alimentados com HFD. Para isso, 0s animais foram distribuidos
em 3 grupos (Figura 2A), o High Fat Diet (HFD), que recebeu dieta rica em gordura
saturada durante as 12 semanas, o obeso treinado (TR), que recebeu 0 mesmo tempo
de dieta do HFD, porém foi exposto ao treinamento em esteira ergométrica a partir da
semana 8, e o grupo controle (CT), que apenas recebeu dieta padrdo, ndo havendo
outra intervengao.

Podemos observar que o peso corporal inicial dos animais ao serem
distribuidos para os grupos aleatoriamente ndo havia diferenca (Figura 2B). Ap0s 0s
animais serem tratados com a dieta e treino em seus respectivos grupos foi observado
gue houve diferenca estatistica entre os grupos CT vs HFD e HFD vs TR (Figura 2C).
Demonstrando que a dieta rica em gordura saturada foi capaz de aumentar o peso do

grupo HFD em relacdo ao CTL e a ele mesmo antes de comecarem a ingestao da
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dieta. Porém o grupo treinado, por conta do exercicio, conseguiu se equiparar ao CTL
e apresentar peso significativamente menor do que o grupo obeso (HFD).

Quando analisamos a massa adiposa total (mesentérica, epididimal e
retroperitoneal) (Figura 2D), observamos que o grupo treinado apresentou reducéo do
peso total da gordura se comparado ao HFD, se equiparando ao grupo CTL. Gorduras
essas que fazem parte do tecido adiposo visceral, que esta relacionado com o
desenvolvimento de diversas outras doengcas metabdlicas, como a resisténcia a
insulina que pode evoluir para o diabetes mellitus tipo 2, por exemplo. Logo sendo um
resultado interessante que foi ocasionado pelo exercicio.

Observamos que a ingestdo semanal em kcal no grupo controle se manteve
ao longo do tempo (Figura 2E), assim como a do grupo obeso, que teve uma tendencia
de leve queda. O interessante € que o grupo treinado que apresentava 0 mesmo
padrdo que o grupo obeso, por ter 0 mesmo tratamento até o final da semana 6, que
foi quando comecou a adaptacdo dos animais a esteira, na semana 7. O treino de fato
comecou a partir da semana 8, porém desde a adaptacao foi possivel observar o efeito
do exercicio sobre a ingestédo, ocorrendo a diminuicdo da mesma no grupo treinado
guando comparado ao grupo obeso. O grupo TR ingeriu menos em kcal em relacéo
ao grupo HFD e CT (Figura 2F), sendo observavel o efeito central que o exercicio teve
em suprimir a ingestdo dos animais mesmo aumentando o nivel de atividade dos
animais.

Apés as 4 semanas de treinamento foi realizado o ITT (teste de tolerancia
a insulina). Podemos observar a glicemia elevada no ITT do grupo HFD em relacdo
ao grupo CT e TR, assim como sua glicemia em jejum (Figura 2 G-H). Havendo entéo
diferenca entre os grupos CTL vs HFD e HFD vs TR, demonstrando que a dieta rica
em gordura saturada foi capaz de além de alterar o peso dos animais, elevar a
glicemia deles em relacdo ao CTL e que ainda o exercicio fisico foi capaz de ter efeito
protetor mesmo sob a dieta rica em gordura, pois 0s animais treinados conseguiram

manter a glicemia mais proxima do CTL.
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Figura 2
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Figura 2. Efeito do exercicio fisico sobre o metabolismo em camundongos obesos.
(A) Desenho experimental. (B) Peso corporal inicial. (n=8-10). (C) Peso corporal final. (n=8-10).
***p<0,001 e ****p<0,0001. (D) Massa adiposa total. (n=5-7). **p<0,01 e ***p<0,001. (E) Ingestao
semanal em kcal (quilocaloria). (n=8-10). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001; “*”: CTL vs
HFD; “&”: CTL vs TR; “#”: HFD vs TR. (F) Ingestdo acumulada em kcal. (n=8-10). *p<0,05 e **p<0,01.
(G) ITT (Teste de tolerancia a insulina). (n=5). **p<0,01, ***p<0,001 e ***p<0,0001; “*”: CTL vs HFD;
“&”: CTL vs TR; “#”: HFD vs TR. (H) Glicemia em Jejum. (n=5). *p<0,05 e **p<0,01.

Analisando parametros moleculares como o contetdo de proteinas
relacionadas ao mecanismo de UPRmt na musculatura esquelética (amostras de
gastrocnémio) dos camundongos. Nossos resultados mostram que houve aumento de
marcadores da UPRmt, como na LONP1, YME1L1 e HSP60 no grupo treinado (Figura
3 A-E), o que nao ocorreu com a CLPP (Figura 3 F-G), que apresentou reducdo
significativa de sua expressao no grupo HFD. Portanto, observamos que o exercicio
aumentou o contetdo de proteinas marcadoras da UPRmt na musculatura esquelética
dos animais, o que pode ter contribuido para as melhoras metabdlicas observadas

anteriormente.
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Figura 3
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Figura 3. Efeito do exercicio fisico sobre marcadores da UPRmt no musculo de
camundongos obesos. (A-B-C) Conteludo proteico da LONP1 e YmellL. (n=4-5). **p<0,001 e
****p<0,0001. (D-E). Contelddo proteico da HSP60. (n=4-5). *p<0,05. (F-G). Contelddo proteico da
CLPP. (n=4-5). *p<0,05.

Também foi analisado a expressdo das proteinas marcadoras dos
complexos da CTE na musculatura esquelética dos animais (Figura 4A-F). Foi
observado aumento na expressao de ATP5A, UQCRC2 E MTCO1 (Figura 4A-D) no
grupo treinado se comparado com 0 grupo controle, e apenas aumento no grupo
treinado comparado com o grupo obeso na UQCRC2, ndo havendo diferenca na

expressdo da SDHB e NDUFBS8 entre os grupos (Figura 4E-F).
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Figura 4
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Figura 4. Andlise da cadeia transportadora de elétrons na musculatura esquelética
de camundongos alimentados com HFD submetidos ao exercicio fisico. (A) Imagens da
membrana utilizada para quantificar o contetdo das proteinas marcadoras da OXPHOS. (n=4-5). (B).
Conteudo proteico de ATP5A. (n=4-5). (C) Conteldo proteico de UQCRC2. (n=3-5). (D) Conteldo
proteico de MTCO1. (n=4-5). (E) Conteldo proteico de SDHB. (n=4-5). (F). Contelido proteico de
NDUFB8. (n=4-5). *p<0,05.

7 CONCLUSAO

Mediante os resultados apresentados, podemos concluir que o exercicio
fisico foi capaz de desencadear a UPRmt na musculatura esquelética dos
camundongos obesos, estabelecendo uma relacdo com o metabolismo mitocondrial,
e que também o exercicio foi eficaz no tratamento da fisiologia geral de animais com
deficiéncias associadas ao consumo de dieta hiperlipidica. Também foi observado que
o exercicio fisico desempenha um papel importante no aumento de marcadores da
UPRmt e no aumento do conteddo de proteinas responsaveis pelo reparo
mitocondrial. Foi observado aumento no conteudo de algumas proteinas da CTE
(cadeia transportadora de elétrons) no grupo treinado, sugerindo que o
desencadeamento da UPRmt possa melhorar a atividade mitocondrial na musculatura
esquelética. Portanto, com esses resultados podemos concluir que o exercicio fisico
€ uma excelente estratégia ndo-farmacologica no tratamento e/ou prevencdo da
obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e outras doencas metabdlicas associadas, tendo

em vista a eficacia do protocolo de treinamento utilizada em reduzir os efeitos
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secundarios da obesidade, como a massa adiposa e peso corporal, aumento da
sensibilidade a insulina e glicose, e o efeito em suprimir a ingestao, também como seu
efeito em aumentar marcadores mitocondriais no musculo esquelético da UPRmt e da

cadeia transportadora de elétrons.
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ANEXO A - Certificado Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade

Estadual de Campinas

CERTIFICADO CEUA n® 11472022
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CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Avaliagio dos efeitos da dieta hiperlipidica e do
exercicio fisico sobre a expressdo de Parp1 e do perfil de parilagio de proteinas no tecido

hipotaldmico., registrada com o n® 5978-1/2022, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Eduardo

Rochete Ropelle @ Matheus Biscaro Rocha, que envolve a producdo, manutencdo ou
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N®
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, do DECRETO N®° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (COMCEA), tendo sido aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em reunido de 18/04/2022.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 30/04/2022 a 16/12/2022

Vigéncia da autorizacdo para 18/04/2022 a 16/12/2022
manipulacdo animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / 12952/5v/Pas

No. de animais: 10

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / 12954/5v/Pas

MNo. de animais: 10

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Origem: CEMIB {Centro multidisciplinar de investigacdo bioldgica

na drea de ciéncia em animais de laboratdria)

Biotério onde serdo mantidos | Biotério de Ciéncias do Esporte, FCA/UNICAMP

os animais:

A aEmva[;éa pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizacdo a junto ao IBAMA,SISBIO
ou ClBio e & restrita a protocolos desenvolvidos ermn bioterios e laboratorios da
Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 10 de maio de 2022

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos
Presidente Secretéria Executiva

IPAPOETANTE: Pedimos atengic so prazo para srvio do relatoris final de stividedes referents s evts protocole: até 50 dias spén o secerrame nio de sus vigincia O

na pigina da CEL CAME area do r _.. . A niis io de relatorno no praco evtabelecido impedint gue

nowo profoochm sjam submstides.

Documento assinado. Verificar sutenticidade em sigad.unicamp. briverifica
Informar codige C2TO30ET 734045F8 B3F0316F 036CC35A
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