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RESUMO

A perda de massa muscular esquelética pode estar atrelada a alguns fatores, como desuso,
doencas catabdlicas, entre outros. Dentre os mecanismos propostos e relacionados a atrofia do
musculo esquelético, tém ganhado destaque a participacao da proteina Krippel-like factor 15
(KLF15). Foi visto que a hiperglicemia, um distarbio central do diabetes, esta envolvida no
processo de atrofia do musculo esquelético induzindo o aumento do conteddo de KLF15 no
musculo esquelético. Além disso, foi visto que a superexpressdo de KLF15 nas células
musculares é acompanhado por aumento na expressao de genes relacionados a atrofia muscular
(Atroginl, Murfl, Foxo3a, Prodh e Tdo2), tornando-se importante investigar agdes que possam
regular a via de sinalizacdo da proteina KLF15. Uma estratégia capaz de atuar positivamente
sobre 0 musculo esquelético é o exercicio fisico. Sabidamente, o exercicio fisico exerce efeito
expressivo na captacdo de glicose no musculo esquelético, contribuindo para reducdo da
hiperglicemia do diabetes. Tal fato, deve-se aos efeitos do exercicio fisico em aumentar tanto
a translocacdo quanto o contetdo proteico do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) que
é responsavel pelo transporte da maior parte da glicose da corrente sanguinea para dentro do
musculo esquelético. Codificado pelo gene Slc2a4, o estimulo para a transcrigdo, traducédo e
translocacédo do citoplasma para a membrana do GLUT-4 estdo relacionados aos estimulos de
insulina e da contragdo muscular. Portanto, o presente estudo teve como principal objetivo
avaliar os efeitos do exercicio fisico resistido sobre o fator de transcricdo KLF15 e a via
sinalizacdo atréfica no musculo esquelético de camundongos Slc2a4*, que se tornam
hiperglicémicos, sendo um modelo para diabetes tipo Il. Para isso, 0os camundongos foram
distribuidos nos seguintes grupos experimentais: Selvagem/controle (WT), Slc2a4*" sedentario
(SED) e Slc2a4*" exercitado (EXE). Os animais do grupo exercitado realizaram um protocolo
de seis sessbes de exercicio fisico que consistiu de escalada em escada, com intensidade
correspondente a 70% da maxima capacidade voluntaria de carregamento. Ap6s 16 horas da
ultima sessdo de exercicio fisico analises relacionadas ao peso corporal, glicemia de jejum e
desempenho de forca foram realizados com os diferentes grupos experimentais. Além disso,
amostras do musculo gastrocnémio foram utilizados para analise do contetdo proteico de
KLF15. Em adicéo, foram realizados ensaios para anélise do conteudo proteico relacionada a
via de sinalizagdo de atrofia no musculo esquelético. Os resultados encontrados, demonstram

+/-

que os animais Slc2a4™" sedentarios apresentaram aumento na glicemia de jejum e diminuigéo

na sensibilidade a insulina quando comparado aos camundongos controles, ao contrario, o



protocolo de exercicio fisico resistido foi eficiente em reduzir a glicemia de jejum e melhorar
a responsividade & insulina corporal. Verificou-se também, que os animais submetidos ao
protocolo de exercicio fisico resistido tiveram um aumento na forca de preensdo (Hand Grip)
e melhora no desempenho no teste de maxima carga voluntaria de carregamento em relacéo ao

+/-

grupo de animais controles e Slc2a4™". O contetdo de KLF15 no tecido muscular dos

camundongos treinados (EXE) foi significativamente inferior se comparado aos demais grupos
estudados. No entanto, ndo foi encontrado alteracGes para o conteudo de WWP1 e proteinas
associadas a via de atrofia no musculo esquelético (Atroginl, Murfl, Foxo3a, Prodh e Tdo2)
nos diferentes grupos de camundongos estudados. Em concluséo, os resultados do presente
estudo demonstram que o exercicio fisico resistido foi capaz de melhorar a homeostase
glicémica e diminuir o contetdo de KLF-15 muscular, no entanto, isso ndo foi acompanhado
por alteracbes no contetdo de proteinas da via de atrofia do musculo esquelético em
camundongos Slc2a4*".

Palavras-chave: Treinamento fisico; hiperglicemia; resisténcia a insulina; atrofia muscular;
KLF15



ABSTRACT

The loss of skeletal muscle mass may be linked to some factors, such as disuse, catabolic
diseases, among others. Among the proposed mechanisms related to skeletal muscle atrophy,
the participation of the protein Krippel-like factor 15 (KLF15) has gained prominence. It has
been seen that hyperglycemia, a central disorder of diabetes, is involved in the process of
skeletal muscle atrophy by inducing an increase in KLF15 content in skeletal muscle.
Furthermore, it was seen that overexpression of KLF15 in muscle cells is accompanied by an
increase in the expression of genes related to muscle atrophy (Atroginl, Murfl, Foxo3a, Prodh
and Tdo2), making it important to investigate actions that can regulate the signaling pathway
of the KLF15 protein. A strategy capable of acting positively on skeletal muscle is physical
exercise. It is known that physical exercise has a significant effect on glucose uptake in skeletal
muscle, contributing to the reduction of hyperglycemia in diabetes. This fact is due to the effects
of physical exercise in increasing both the translocation and the protein content of the glucose
transporter type 4 (GLUT-4), which is responsible for transporting most of the glucose from
the bloodstream into the skeletal muscle. Encoded by the Slc2a4 gene, the stimulus for
transcription, translation and translocation from the cytoplasm to the membrane of GLUT-4 are
related to insulin and muscle contraction stimuli. Therefore, the main objective of the present
study was to evaluate the effects of resistance physical exercise on the KLF15 transcription
factor and the atrophic signaling pathway in the skeletal muscle of Slc2a4* mice, which
become hyperglycemic, being a model for type Il diabetes. For this, the mice were distributed
into the following experimental groups: Wild/control (WT), Slc2a4*" sedentary (SED) and
Slc2a4*" exercised (EXE). The animals in the exercise group performed a protocol of six
physical exercise sessions that consisted of climbing a ladder, with an intensity corresponding
to 70% of the maximum voluntary carrying capacity. 16 hours after the last physical exercise
session, analyzes related to body weight, fasting blood glucose and strength performance were
carried out with the different experimental groups. Furthermore, samples from the
gastrocnemius muscle were used to analyze the protein content of KLF15. In addition, assays
were carried out to analyze the protein content related to the atrophy signaling pathway in
skeletal muscle. The results found demonstrate that sedentary Slc2a4* animals showed an
increase in fasting glycemia and a decrease in insulin sensitivity when compared to control
mice. On the contrary, the resistance physical exercise protocol was efficient in reducing fasting
glycemia and improving responsiveness to body insulin. It was also found that the animals
submitted to the resistance physical exercise protocol had an increase in grip strength (Hand
Grip) and improved performance in the maximum voluntary load load test in relation to the
group of control and Slc2a4*" animals. The content of KLF15 in the muscle tissue of trained
mice (EXE) was significantly lower compared to the other groups studied. However, no
changes were found in the content of WWP1 and proteins associated with the atrophy pathway
in skeletal muscle (Atroginl, Murfl, Foxo3a, Prodh and Tdo2) in the different groups of mice
studied. In conclusion, the results of the present study demonstrate that resistance physical
exercise was able to improve glycemic homeostasis and decrease muscle KLF-15 content,
however, this was not accompanied by changes in the protein content of the muscle atrophy
pathway. skeletal structure in Slc2a4*"- mice.

Keywords: Physical training; hyperglycemia; insulin resistance; muscle atrophy; KLF15
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INTRODUCAO

O musculo esquelético é um tecido abundante e de crucial importancia para a homeostase
glicémica e metabolismo do organismo. A massa muscular esquelética compreende cerca de 40% da
massa corporal total e representa ~30% do gasto energético do organismo (1,2). Dessa maneira,
anormalidades estruturais e metabdlicas do musculo esquelético estdo frequentemente associadas a
doencas metabdlicas e cardiovasculares (3), consequentemente levando a um aumento da morbidade (4).
Portanto, a¢Oes capazes de promover efeitos inibitdrios sobre processos de atrofia muscular € um grande
desafio para ciéncia atual.

A perda de massa muscular esquelética pode estar atrelada a alguns fatores, como desuso,
doencas catabdlicas, senescéncia, reduzida acdo da gravidade, imobilizacdo, uso de glicocorticoides,
entre outros (5, 6). Além disso, dentre 0os mecanismos propostos e relacionados a atrofia do musculo
esquelético, destaca-se a proteina Kriippel-like factor 15 (KLF15) (7,8). A proteina Fator 15 semelhante
a Kriippel (do inglés, Krippel-like factor 15), € um fator de transcri¢cdo envolvido na coordenacdo de
inimeros processos biolégicos (regulacdo do metabolismo de lipideos, carboidratos e proteinas) em
diferentes tecidos (9).

Hirata e colaboradores demonstraram que a hiperglicemia esta envolvida no processo de atrofia
do musculo esquelético através da via de sinalizacdo da KLF15 (10). Os autores verificaram que a
hiperglicemia, um distarbio central do diabetes, pode aumentar os niveis da proteina KLF15 e a atrofia
no musculo esquelético de roedores (10), sugerindo que a perda de massa muscular no portador de
diabetes pode estar relacionada com a proteina KFL15. A abundancia de KLF15 induzida pela condicéao
de glicemia elevada resulta na regulacdo negativa (downregulation) da ubiquitina ligase E3 WWP1 e
consequentemente em menor degradacéo de KLF15 dependente de ubiquitina. Portanto, como resultado
da hiperglicemia é visto reducdo dos niveis de WWP1 e aumento dos niveis de KLF15 no musculo
esquelético.

Além disso, foi visto que a superexpressao de KLF15 nas células musculares aumenta a
expressao do RNAm de genes relacionados a atrofia muscular (Atroginl, Murfl, Foxo3a, Prodh e Tdo2),
sendo, portanto, um importante fator de transcricdo relacionado ao declinio da massa muscular (11).
Previamente foi demonstrado que o aumento da expressdo de genes das E3 ligases atroginal/MAFBXx
(Muscle Atrophy Fbox) e MuRF1 (Muscle Ring Finger 1) em diferentes situacfes atroficas (diabetes,
cancer e jejum) (12-13), os torna relevantes marcadores de atrofia. Opostamente, foi observado que a
delecdo de KLF15 especificamente no musculo esquelético (MKLF15KO) em camundongos tratados
com estreptozotocina (STZ) e, portanto, que se tornaram hiperglicémicos, protegeu os animais da atrofia

muscular (10). Assim, a hiperglicemia parece estar associada com efeitos negativos sobre a massa
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muscular em individuos diabéticos (14). A proposta do efeito induzido pela hiperglicemia sobre o eixo
WWP1/KFL15 e atrofia muscular pode ser vista na figura 1.

NORMOGLICEMIA

Figura lm
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Figura 1. Hiperglicemia altera a sinalizacdo WWP1/KFL15 e aumenta a expressao de genes atroficos
no masculo esquelético. Figura 1A, em condicdo de normoglicemia a degradacdo (ubiquitinacdo) da
proteina KLF15 é acentuada e, portanto, o seu contetdo é reduzido no musculo esquelético. Figura 1B,
em condicdo de hiperglicemia tem-se abundancia de KLF15 e maior ativacdo do eixo WWP1/KFL15,
aumentando o contetdo de KFL15 e a transcrigdo de genes relacionados a atrofia muscular no musculo
esquelético. WWP1, ubiquitina ligase E3 WWP1 (do inglés, WW domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 1); KFL15, Fator 15 semelhante a Krippel (do inglés, Krippel-like factor 15). Figura
adaptada de Hirata et al. 2019 (10).

REVISAO DE LITERATURA

Mediante o que foi encontrado na literatura, ha evidéncias do potencial efeito da hiperglicemia
em induzir atrofia muscular através da KLF-15 no musculo esquelético. Portanto, nds especulamos que
0 exercicio fisico resistido possa ser uma intervencao capaz de reduzir a glicemia de camundongos

Slc2a4 (GLUT-4*") e com isso consiga atenuar o processo de atrofia muscular.
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CAPITULO 1: HIPERGLICEMIA E CAPTACAO DE GLICOSE

A homeostase da glicose é mantida por um equilibrio entre a producao hepatica e a absorcéo e
metabolismo celular de glicose. A quebra da homeostase e regulacdo descontrolada da glicose
(hiperglicemia) sdo amplamente relacionadas ao Diabetes Mellitus (DM) (56). A Federacéo
Internacional de Diabetes (IDF) estima que 536,6 milhdes de pessoas vivem com diabetes e esse nimero
deverd aumentar em 46% nos proximos anos, podendo chegar a 738,2 milhGes de pessoas com DM em
2045 (57). O diabetes mellitus pode ser classificado didaticamente em duas formas. O Diabetes Tipo |
(DM-1) ¢ caracterizado pela destruigdo autoimune das células  pancreaticas, produzindo deficiéncia de
insulina. O Diabetes Tipo Il (DM-2), a forma mais prevalente de diabetes, é considerado uma doenca
heterogénea devido a multiplicidade de fatores e resulta na combinacéo de resisténcia a insulina e defeito
na secregdo das células B. (58). Embora hoje, seja reconhecido diferentes formas de manifestacao da
doenga, ampliando muito as particularidades de cada tipo de diabetes, incluindo alguns tipos
denominados de hibrido em que séo vistos tanto uma a¢do autoimune quanto a presenca de resisténcia a
insulina relacionada ao excesso de adiposidade corporal.

No organismo, a captacdo da glicose se da através de seus transportadores, uma grande familia
de treze proteinas que carreiam os carboidratos para o interior das células (18). Presente em niveis
consideraveis no muasculo esquelético (97), o transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) é responsavel
pela captacdo de glicose disponivel na corrente sanguinea para o meio intracelular apds a ingestdo
alimentar em resposta ao estimulo de insulina ou durante a contracdo muscular. Codificado pelo gene
Slc2a4, o GLUT-4 tem tanto sua producdo quanto translocagédo, dependente da sinalizagéo da insulina e
da contragdo muscular (19).

Quando a concentra¢do de glicose no sangue aumenta, a insulina é secretada pelas células B
pancreaticas e liga-se ao receptor de insulina (IR). O IR é uma proteina heterotetramérica com atividade
tirosinoquinase intrinseca. Uma vez ativada, a IR promove a fosforilagcdo da tirosina de multiplos
substratos, incluindo os de receptores de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) (59, 65). A fosforilagéo da
tirosina de IRS-1 e IRS-2 promove a ativacdo da enzima fosfatidilinositol-3 quinase (P13K). Em seguida
ha a fosforilacdo da quinase-1 dependente de fosfoinositideo (PDK-1) e esta fosforila a proteina quinase
B/AKt no residuo serina/treonina quinase, que tem uma participacdo fundamental na via de sinalizacao
da insulina (65).

A Akt é responsavel pela ativagdo do Substrato da Akt de 160 kDa (AS160). O AS160 atua na
translocacdo do GLUT-4 aumentando a atividade de proteinas que estimulam a translocacdo das
vesiculas contendo GLUT-4 para a periferia da célula (67). Foi proposta uma via independente de PI 3-
quinase que envolve as Moléculas Adaptadoras (APS) e a Proteina Associada a C-Chl (CAP) que se
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ligam ao receptor de insulina e recrutam c-Cbl, que por sua vez sinaliza para o fator de troca de
nucleotideo guanina C3G que ativa a proteina de ligacdo ao GTP TC10. No entanto, dados da literatura
indicaram que esta via contribui muito pouco para a translocacdo do GLUT-4 mediada por insulina (68).

O GLUT-4 representa um dos transportadores de glicose mais estudados devido ao seu
importante papel fisiolégico, que é a etapa limitante da taxa de captacdo de glicose estimulada pela
insulina no musculo esquelético e cardiaco e no tecido adiposo marrom e branco (18, 66). O GLUT-4
tem a capacidade de trafegar entre compartimentos intracelulares especificos e se translocar para a
membrana plasmatica em resposta ao estimulo de insulina e exercicio fisico, e assim a captacao de
glicose no musculo ocorre através de mecanismos de sinalizacdo distintos, complexos e ainda nao
totalmente compreendidos (18).

Alguns estudos tém indicado que o comprometimento no transporte de glicose através do GLUT-
4 pode acarretar uma diminuicdo significativa na captacdo de glicose, desencadeando alteragdes
fisiologicas que podem levar ao desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas como o diabetes (27,
56, 59, 70, 71). A atividade alterada do GLUT-4 é sugerida como um dos fatores responsaveis pela
diminuicdo da captacdo de glicose no musculo e tecido adiposo na obesidade e diabetes (56). Estudos
recentes apontam reducdo consideravel no contedo de GLUT4 no musculo esquelético de humanos
diabéticos e obesos (20). Animais geneticamente modificados para o gene Slc2a4, com concentracdo
reduzida dos transportadores de glicose 4 (GLUT-4*"), apresentam intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, sem apresentar alteracdo na massa adiposa total e
podem desenvolver diabetes até 0s 6 meses de idade (21). Por outro lado, a hiperativacdo do gene Slc2a4
no organismo (22) ou seletivamente (23), ou intervengdes sobre o musculo esquelético normalizou a
homeostase glicémica e a sensibilidade a insulina.

Ensaios em modelos pré-clinicos de superexpressao e o nocaute do GLUT-4 vem contribuindo
de forma significativa para uma compreensdo mais ampla do papel do GLUT-4 em diferentes tecidos
(70). E evidente na literatura que diferentes linhagens de camundongos tém diferencas genéticas que
poderiam desempenhar um papel significativo nos resultados fisiolégicos (71). O estudo de Fam et al
(2012) apresenta resultados conflitantes aos citados anteriormente, apresentando que a dele¢do do
GLUT-4 ndo afetou a captacdo de glicose no musculo de camundongos C57BL6/J e manifestou menor
sensibilidade a insulina. Um outro estudo mostrou que camundongos nocaute heterozigotos
desenvolveram grave resisténcia a insulina no musculo diante de niveis normais de glicose em jejum
(72).

E sabido que a resisténcia & insulina é a principal caracteristica clinica do DM2 e h4 fortes
evidéncias na literatura que camundongos com a expressao modificada de GLUT-4, seja sistémica ou

especifica no tecido muscular, influenciou a acdo da insulina em todo o corpo e metabolismo da glicose
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(18, 19, 20, 21, 22, 42, 55, 72). Ndo obstante, camundongos com superexpressdao de GLUT-4
apresentaram efeitos positivos na acdo da insulina e os niveis de glicemia foram reduzidos tanto em
jejum quanto em estados pos-prandiais (72).

O DM2 é uma doenca que apresenta riscos aumentados de incapacidade fisica e esta associada a
uma variedade de complicac¢des vasculares (9, 73). Varios estudos ja demonstraram que 0 DM2 esta
relacionado a perda de massa muscular, forca e capacidade funcional, dado que a insuficiéncia da acdo
da insulina contribui diretamente a essa condigdo (9, 13, 73). O declinio progressivo na massa e forca
muscular é denominado como sarcopenia e se desenvolve como consequéncia de alguns fatores como
inatividade muscular, doencas com desfechos catabdlicos, idade avancada, microgravidade,
imobilizacdo, administracdo de glicocorticoides, entre outros (5, 6, 13). Mecanismos potenciais que
ligam o DM2 a sarcopenia incluem resisténcia a insulina, citocinas inflamatdrias, estresse oxidativo,
disfuncdo mitocondrial e foi visto que a hiperglicemia, um distarbio central do diabetes mellitus, também
esta implicada na patogénese da perda e funcdo da massa muscular (5, 6, 9, 13, 73).

Os efeitos da hiperglicemia e/ou resisténcia a insulina na degradacéo proteica e vias de autofagia
no musculo esquelético foram descritos por outros autores (16, 18, 52, 55-57), o que sugere fortes
evidéncias da participacao dessa condi¢cdo na diminuicdo de capacidade funcional e declinio de massa
do musculo esquelético (73). A hiperglicemia estd diretamente relacionada a atrofia do musculo
esquelético em modelos cronicos de diabetes (9, 21, 55). Verificou-se que a hiperglicemia regula
positivamente a proteina KLF15 no musculo esquelético de animais diabéticos através da regulacdo
negativa da ubiquitina ligase E3 WWP1, gene que tem como funcéo a degradacdo de KLF15 (9). Essa
via foi alvo de nosso estudo para esclarecer os efeitos deste fator de transcri¢do na sinalizacao atrofica

do musculo esquelético em modelos hiperglicémicos.

CAPITULO 2: KLF15 E SUA PARTICIPACAO NA PERDA DE MASSA

MUSCULAR

KLF15 é um fator de transcricdo, que possui diversas funcées bioldgicas em resposta ao estresse,
proliferacdo e diferenciagdo celular e desenvolvimento embrionario (74). KLF15 foi identificado como
um importante regulador de processos metabolicos, exercendo um papel essencial no metabolismo de
todos os principais macronutrientes e € altamente expresso no figado, coragcdo e musculo esquelético
(75). No musculo esquelético, KLF15 atua como regulador nas vias metabolicas adaptativas em resposta
a mudangas no ambiente extracelular, estresse fisioldgico e sinais hormonais (76). A superexpressao de

KLF15 e seus efeitos no tecido muscular tem sido amplamente investigado e foi demonstrado que esse
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fator de transcricdo desempenha um papel protetor nos masculos esqueléticos afetados por algumas
patologias, no entanto ndo preveniu a atrofia muscular ou retardou a progressao do declinio de massa
muscular esquelética em camundongos (9, 74-76).

A expressao de KLF15 é regulada positivamente no figado de camundongos diabéticos e ha
evidéncias que tenha participacéo na hiperglicemia. A abundancia de mRNA de KLF15 é aumentada
pelo uso de glicocorticoides. A Superexpressdo de KLF15 em células musculares induz ao aumento de
sintese de genes relacionados a atrofia muscular, apontando que KLF15 participa diretamente na atrofia
muscular induzida por glicocorticoides. Esses achados impulsionaram pesquisadores a investigarem o
papel de KLF15 na atrofia muscular associada ao diabetes (7, 10, 54, 55).

O estudo de Hirata et al. (2019) demonstrou que a exposicdo de miotubos C2C12 de
camundongos a glicose aumentou a quantidade de KLF15, assim como foi visto no masculo esquelético
de camundongos com diabetes induzida por estreptozotocina (STZ). Ndo obstante, a exposi¢do das
células a glicose aumentou a expressao dos genes Atroginl e Murfl, que estdo diretamente relacionados
a atrofia muscular.

Assim, a proteina KLF15 esta relacionada com o metabolismo do musculo esquelético,
especialmente com o processo de atrofia. Portanto, se torna importante investigar acdes terapéuticas que
possam regular a via de sinalizagdo da proteina KLF15. Neste cendrio, uma da estratégia capaz de atuar
positivamente (atenuando a atrofia ou promovendo hipertrofia) sobre misculo esquelético é o exercicio
fisico resistido (15). O efeito favoravel do exercicio fisico sobre a musculatura esquelética pode ocorrer
através da ativacdo de vias de sinalizacao troficas e inibicdo de vias atroficas do musculo esquelético
(7, 10, 15). Ademais, o exercicio fisico tem se mostrado ser uma ferramenta ndo farmacoldgica de efeito
expressivo em reduzir a glicemia (16,17). No entanto, os efeitos do exercicio fisico sobre a proteina
KLF15 e o impacto sobre a sinalizacdo atrofica na condicao de hiperglicemia ndo sdo conhecidos.

CAPITULO 3: EXERCICIO FiSICO E CAPTACAO DE GLICOSE E

HOMEOSTASE GLICEMICA

O exercicio fisico é uma ferramenta ndo farmacoldgica com potencial evidenciado para
promover bem-estar e saude, melhora na aptiddo funcional e de efeitos favoraveis aos sistemas
circulatorio, respiratdrio, imunoldgico, entre outros, reduzindo os fatores de risco relacionados ao estilo
de vida com predominancia da inatividade fisica (2). Alem disso, estudos sugerem a intervencdo com

exercicios fisicos como tratamento para a sarcopenia, em especial o treinamento fisico resistido, devido
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a sua acdo eficiente na atenuacgdo da redugdo da massa magra e no aumento da sintese proteica e forca
muscular (10, 19, 20).

Um estimulo significativamente potente para a sintese e translocacdo de GLUT-4 no musculo
esquelético é o exercicio fisico. Independentemente da presenca de insulina, a contracdo muscular ativa
diversos efetores que alteram as concentracfes de RNAmM de GLUT-4, sua traducdo em novas proteinas
e a translocacdo destes transportadores ao sarcolema e tubulos-T (24-27). O aumento na expressdo e
atividade de algumas proteinas envolvidas na via de captacdo de glicose pelo musculo esquelético em
funcionamento parece exercer grande efeito na regulacdo da homeostase glicémica e consequente
melhoria na salde metabdlica do organismo (28-31).

Nosso conhecimento atual sobre a homeostase glicémica em condi¢cbes normais - e
especialmente de doenca - esta diretamente ligado a compreensao da fisiologia dos transportadores de
glicose (18). O aumento da captacdo de glicose nas células responsivas a insulina e a atividade contratil
do musculo depende da presenca do GLUT-4 na membrana celular, para que a entrada de glicose na
célula muscular seja liberada por difusdo facilitada e, durante o exercicio, estd suscetivel a regulacao
fisioldgica pela entrega de glicose, permeabilidade da membrana a glicose e metabolismo intracelular
da glicose (17, 65).

O exercicio fisico promove um aumento do fluxo sanguineo para os musculos ativos,
estimulando a dilatacdo dos vasos sanguineos responsaveis pela irrigagdo dos musculos e, assim,
facilitando o fornecimento de glicose ao musculo esquelético em contracdo, aumentando a area de
superficie disponivel para o transporte de glicose (65, 66). Durante a contracdo do musculo esquelético
ndo ha alteracdo nos niveis de insulina circulante no fluxo sanguineo podendo ocorrer até mesmo uma
diminuicdo desses niveis. Dessa forma, a contragdo muscular juntamente ao estimulo de insulina
circulante produz sinalizacdes para que 0 GLUT-4 possa migrar até a superficie do sarcolema e tibulos-
t gerando um aumento na captacédo de glicose na célula (70).

De forma geral, a contragdo muscular é capaz de estimular alteracdes funcionais e estruturais de
proteinas, promovendo um aumento na captacdo e metabolismo de glicose através da translocacdo do
GLUT-4 para a superficie celular em resposta ao exercicio (65, 70). O aumento dos niveis de GLUT-4
pode ocorrer tanto de forma aguda quanto crénica em resposta ao exercicio fisico (98). A resposta aguda
esta associada a translocacdo rapida de vesiculas contendo GLUT-4 para a membrana celular, enquanto
a resposta crénica envolve adaptaces metabolicas e estruturais nos musculos esqueléticos (99).

O exercicio resistido, caracterizado pelo uso de uma carga externa para promover contracdo do
masculo, tem ganhado destaque devido aos seus impactos positivos na regulagdo do GLUT-4, que

desempenha um papel crucial na homeostase glicémica. Estudos tém demonstrado que o treinamento
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resistido desencadeia uma série de eventos moleculares que resultam no aumento dos niveis de GLUT-
4 nos musculos esqueléticos (100-103).

O estudo de Layne (2010) avaliou dezenove individuos, sendo esses 9 sedentarios controle e 10
com risco cardiometabdlico. Ambos os grupos foram submetidos a 8 semanas de treinamento resistido
supervisionado, realizando exercicios corporais e com pesos uma vez ao dia e quatro a cinco vezes na
semana, trabalhando um grupo muscular especifico em cada sessdo de treino. A expressdo de GLUT-4
aumentou significativamente apds o treinamento em ambos 0s grupos, assim como a ativacdo de
mecanismos moleculares como a via mTOR (mammalian target of rapamycin) e AMPK (activated
protein kinase) foi maior e a composi¢do corporal teve impactos positivos. Ha e colaboradores (2015)
indicam que a ativacdo da AMPK estimula a translocagdo de vesiculas de contendo GLUT-4,
desencadeia processos catabolicos com liberacdo de energia para sintese e a promove a inibicdo de
processos consumidores de ATP, resultando em um aumento da captacdo de glicose independente de
insulina na célula.

Em outra investigagdo com humanos, o treinamento resistido aumentou o conteudo proteico de
GLUT-4, bem como o contetdo de receptor de insulina, glicogénio sintase (GS) e atividade total de GS
(102). Holten e colaboradores (2004) avaliaram um total de 10 individuos diabéticos tipo 2 e 7 homens
saudaveis, submetendo ambos os grupos a um treinamento de forca durante 6 semanas. O foco do
programa de treinamento era fazer com que uma perna realizasse exercicios de for¢a enquanto a outra
permanecesse sedentaria. As sessdes ocorreram trés vezes por semana e cada sessdo de treino teve a
duracdo de 30 minutos. Foi observado através de suas analises um aumento de 40% na densidade de
GLUT-4 nos individuos diabéticos tipo 2.

Um outro estudo gerou camundongos deficientes em GLUT-4 para avaliar os impactos do
exercicio fisico sobre o transportador de glicose (103). Os autores submeteram os animais com ablacao
de GLUT-4 e camundongos selvagens a um protocolo de natagdo, que consistia em seis intervalos de 30
minutos separados por periodos de 5 minutos para descanso, sendo estudados imediatamente ap6s o
ultimo intervalo. O estudo mostrou que o treinamento de natacdo induziu a uma maior captacdo de
glicose no musculo esquelético em todos os animais e trouxe evidéncias diretas que o GLUT-4 ¢
mediador primario dessa captacdo atraves de suas analises.

Tanto o exercicio fisico aer6bio quanto o exercicio resistido tém se mostrado capaz de reduzir a
glicemia (32-35), no entanto, existem vias de sinaliza¢es que sdo ativadas com maior predominancia
em cada tipo esforco. Saber se o exercicio fisico resistido, mediante a reducao da glicemia, tém potencial
de regulacdo da proteina KFL15 se torna relevante para prescri¢do de exercicio com vista a atenuar o

processo atrofico do musculo esquelético.
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CAPITULO 4: EXERCICIO FISICO E HIPERTROFIA MUSCULAR

O exercicio fisico, especialmente o treinamento resistido, desempenha um papel crucial na
hipertrofia muscular, que € o aumento do tamanho e volume das fibras musculares (77). A hipertrofia
ocorre como uma resposta adaptativa do corpo ao estresse mecanico imposto pelo exercicio,
especialmente quando esse exercicio é desafiador o suficiente para estimular o crescimento muscular
(78).

A hipertrofia muscular ¢ um fenémeno adaptativo fundamental resultante da sobrecarga
mecanica imposta pelo exercicio fisico, em especial o treinamento resistido (78). O exercicio fisico
desencadeia a ativagdo de vias de sinalizag&o intracelular, como a via mTOR, desempenhando um papel
crucial na sintese proteica e, consequentemente, na hipertrofia muscular (78, 79).

A sinalizacdo celular tem um papel importante na regulacdo dos processos moleculares
envolvidos na hipertrofia muscular (80). Quando o musculo é submetido a estimulos de treinamento
resistido, ocorrem alteracdes na sinalizag@o intracelular que desencadeiam adaptacdes estruturais e
funcionais (80, 81).

Diversas vias e mecanismos estdo associados ao processo de hipertrofia muscular. A via mTOR
tem participacdo central nesse processo, desempenhando um papel essencial na regulacdo da sintese
proteica e, dessa forma, no aumento do tamanho das fibras musculares (79). A via mTOR é sensivel a
uma variedade de estimulos, incluindo sinais ambientais e nutricionais para modular a resposta
adaptativa do musculo (82). O treinamento resistido, a disponibilidade de aminoacidos, e fatores de
crescimento, como o IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), sdo conhecidos por desencadear a ativacao
da mTOR (83). A ativagdo da mTOR estimula a tradugdo de RNA mensageiro (mRNA) em proteinas
musculares, promovendo o crescimento (79).

A regulacdo da mTOR é complexa e envolve interacdes com diferentes componentes celulares,
como a proteina Rheb (Ras homolog enriched in brain), e vias de sinalizacdo, como PI3K/AKT
(Inhibitors of phosphatidylinositol 3-kinase/Protein kinase B) (82, 83). Essas interacbes sdo
fundamentais para modular as respostas celulares coordenadas pela mTOR. Em termos mais simples, a
ativacdo ou desativagdo da mTOR ndo é um processo direto e Unico, e sim um resultado de uma rede de
sinais e interagcdes moleculares (84).

A via mTOR também pode ser estimulada de maneira indireta pela via PI3K/AKT. A ativacdo
da via PI3K/AKT esta relacionada a varios processos bioldgicos, incluindo a resposta ao exercicio fisico
e a regulacdo da hipertrofia muscular (79). A ativacdo dessa via € um evento inicial na sinalizagdo que
leva a ativagcdo da via mTOR (85). Horménios como a insulina e fatores de crescimento, incluindo o

IGF-1, tém a capacidade de ativar essa via (85, 86).
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A P13K é uma enzima chave na ativagdo da via, sendo responsavel pela fosforilacdo do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (87). Isso leva a
ativacdo da proteina quinase AKT, que desempenha um papel central na regulacdo do crescimento
celular (79). Estudos tém demonstrado que a ativacdo de AKT esta associada a um aumento significativo
na sintese de proteinas musculares e na hipertrofia muscular (79, 87, 88). A AKT atua diretamente na
regulacdo da via mTOR (79).

Envolvido na ativagdo da via PI3BK/AKT, o IGF-1, um membro da familia dos fatores de
crescimento insulina-similes produzido em resposta a estimulacdo da somatotropina (GH), tem sido
amplamente reconhecido por desempenhar um papel central no processo de hipertrofia muscular (90).
A ligagdo do IGF-1 aos seus receptores ativa a via de sinalizagcdo PI3K/AKT, desencadeando eventos
que favorecem a sintese proteica, inibem a degradacédo de proteinas, ativacdo de vias anabdlicas e que
promovem a proliferacdo celular (90, 91). Além disso, o IGF-1 exerce influéncia significativa na
regulacdo do fator de crescimento similar a insulina (IGFBP), modulando a disponibilidade do IGF-1
nos tecidos musculares (89, 90).

Hormdnios como a insulina também tém participacdo na ativacdo da via PI3BK/AKT (85, 86).
Essa via € essencial para a transmissao de sinais insulinicos intracelulares, influenciando a captacéo de
glicose, a sintese de glicogénio e a regulacdo do metabolismo lipidico (88, 86, 93). A insulina liga-se ao
seu receptor na membrana celular, desencadeando a ativacdo da via PI3K e levando a ativacdo da
proteina quinase AKT (93). A ativacdo de AKT desencadeia uma cascata de eventos que modulam a
atividade de substratos celulares, influenciando na captacéo de glicose e facilitando a translocacédo de
transportadores de glicose (GLUT) para a membrana celular (86, 93). Disfun¢des na via de sinalizacédo
PI3K/AKT estdo associadas a resisténcia a insulina, um fenémeno precursor de condi¢cGes metabdlicas
adversas, como diabetes tipo 2 (92, 94).

Estudos ja demonstraram uma correlacdo positiva entre a hipertrofia muscular induzida pelo
treinamento resistido e a melhora na sensibilidade a insulina (19, 26, 32). O treinamento resistido atua
na ativagédo de vias de sinalizag&o, incluindo PI3K/AKT (68, 95). O aumento da massa muscular atua
positivamente sobre a captacéo de glicose, facilitando a regulacdo da homeostase glicémica (19). Além
disso, a liberagdo de mioquinas, como a irisina, que provém do musculo esquelético durante o exercicio,
pode exercer efeitos anti-inflamatdrios benéficos (96).

A hipertrofia muscular contribui para a utilizagdo de acidos graxos como fonte de energia,
impactando positivamente na composi¢do corporal, que pode ter implicagdes significativas na
prevencédo e controle do diabetes tipo 2, tornando-se um potencial estimulo ndo farmacoldgico contra

os efeitos adversos dessa condi¢do metabdlica (95, 96). A compreensdo dos mecanismos moleculares
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subjacentes a essa relacdo oferece o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, possibilitando uma
abordagem mais eficaz nessa condi¢cdo metabdlica cada vez mais prevalente.

Portanto, pretendeu-se através do uso de camundongos geneticamente modificados com ablacéo
de um dos genes Slc2a4*", que se tornam hiperglicémicos, avancar com o conhecimento a respeito dos
mecanismos de acdo inibitdria do exercicio fisico sobre o processo de atrofia muscular na condicéo de

hiperglicemia.

JUSTIFICATIVA

Na pratica clinica observa-se que estratégias farmacoldgicas direcionadas a mitigar a atrofia
muscular provaram ser muitas vezes insuficientes (36) ou com efeitos colaterais importantes (por
exemplo, interferindo na secrecdo de horménios da préstata e de hormonios androgénicos). Avaliacdes
através de moduladores seletivos de receptores de androgenos (SARMS) e terapias antimiostatina (por
exemplo, anticorpos ou antagonistas de receptores) podem ser promissores, mas ainda precisa ser
amplamente explorado os seus impactos ao musculo esquelético e saude (37-40). No entanto, até o
momento, o exercicio de forca (também denominado de exercicio resistido ou de musculacao), se
apresenta como intervencdo muito eficaz para aumentar a massa, forca e qualidade (funcdo) da
musculatura esquelética, especialmente no envelhecimento (41). Ademais, considerando, que uma
parcela significativa da populacéo apresenta niveis elevados de glicose sanguinea, sendo este um fator
relacionado com ativacdo de vias de sinalizacdo atroficas do musculo, justifica a investigacdo do efeito

do exercicio fisico resistido sobre essa condi¢cdo metabdlica (10, 19-20).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do exercicio fisico resistido sobre o fator transcricional KLF15 e a

sinalizacdo molecular relacionada a atrofia muscular em camundongos Slc2a4*".

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar nos diferentes grupos estudados as seguintes variaveis:



22

e Caracterizacdo metabdlica dos animais (adiposidade, glicemia de jejum e sensibilidade a
insulina);

e Auvaliar a tolerancia a glicose e o contetdo de GLUT4;

e Investigar o conteudo de WWP1 no musculo esquelético dos camundongos;

e Avaliar o contetudo de KLF15 no masculo esquelético dos animais;

e Investigar a via de sinalizacdo relacionada ao processo de atrofia muscular através da avaliacdo

do contetido proteico de WWP1, Foxo3a, MuRF1 e Atrogina-1 nos animais;

A figura 2, resume de maneira ilustrativa as etapas moleculares e objetivos do presente estudo.

Figura 2. Ativacdo da via de sinalizacdo atrofica no musculo esquelético induzido por
hiperglicemia. As etapas de pesquisa foram apresentadas a seguir através de numeros (de 1 a 4)
indicando os principais pontos da via de sinalizagdo de atrofia no muasculo esquelético envolvendo a
proteina KLF15. 1* A hiperglicemia proporciona uma diminuicdo da abundancia de WWP1, inibindo
sua expressdo. 2* Com a inibicdo de WWP1, a ligacdo de ligase ubiquitina E3 com o fator transcricional
KLF15 diminui, desta forma a degradagdo de KLF15 torna-se inferior a sua sintetizacdo, acumulando-
se no nucleo celular. 3* Com o acumulo de KLF15, sua expressdo ¢ aumentada proporcionando um
aumento de proteinas que sdo envolvidas com a degradacdo de proteinas (Foxo3a, MuRF1 e Atrogina-
1), assim como genes relacionados a atrofia muscular tém sua quantidade aumentada (Tdo2 e Prodh).

4* O exercicio fisico seria capaz de aumentar os niveis de WWP1, reduzir o conteudo de KLF15 e
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diminuir a sinalizagéo atréfica do musculo esquelético de camundongos Slc2a4*-? Figura criada pelo

préprio autor.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS EXPERIMENTAIS E PROCEDIMENTOS ETICOS

Foram utilizados camundongos modificados geneticamente com a remocao de um dos
genes Slc2a4 flox/flox (fornecidos pela Cyagen, Santa Clara, EUA). Todos os procedimentos
envolvendo animais seguiram as regulamentacdes brasileiras para pesquisa cientifica com animais (lei
no 11.794, de 8 de outubro de 2008). Antes de iniciar os experimentos, todos os protocolos foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UNICAMP, em Campinas, SP (protocolo CEUA/UNICAMP n° 5003-1/2018). A genotipagem foi
realizada por uma empresa especializada em andlises genéticas (Helixxa, Paulinia, SP). Apds confirmar
0 gendtipo desejado, os experimentos planejados no projeto foram iniciados.

Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno sob condic¢des controladas de luz (12 horas
claro/escuro) e tiveram acesso livre a 4gua e racdo convencional. Os camundongos foram divididos em

diferentes grupos experimentais, conforme as etapas do estudo.

GRUPO DE ANIMAIS E ETAPAS EXPERIMENTAIS

O experimento os animais foram distribuidos em trés grupos, como descritos a seguir:
camundongos Wild Type ou selvagem (WT); camundongos Slc2a4*" sedentarios (SED); e camundongos
Slc2a4*" exercitados (EXE). A descricdo do protocolo de exercicio sera apresentada a seguir. Nesta fase,
foram realizadas as analises fisioldgicas e de Immunoblotting de interesse. Sendo que, 0s animais foram

eutanasiados 16 horas apés a Ultima sessdo do exercicio fisico.

PROTOCOLO DE EXERCICIO RESISTIDO E DESCRICAO DOS APARATOS

Um equipamento de escalada para roedores da marca AVS Projetos (localizada em Séo Carlos,
SP) foi empregado, caracterizado por sua estrutura plastica, pés de ferro e degraus de ago inoxidavel. A
escada tinha 10 cm de largura e os degraus estavam espacados por 1,5 cm, formando um angulo de 80
graus em relacdo ao solo. Sua altura era de 50 cm. Durante o teste, os animais foram induzidos a realizar

12 £ 1 movimentos dindmicos de escalada com as patas traseiras, conforme descrito por Frajacomo e
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colaboradores (42). No topo da escada, havia uma cadmara de descanso de 30 cm2, onde 0s animais
podiam descansar entre as tentativas de escalada durante o periodo de adaptacdo. Para fixar a carga na
cauda do animal, foi utilizado um tubo cénico de plastico, com aproximadamente 7,5 cm de altura e 2,5
cm de diametro. Esse equipamento para exercicio fisico ja havia sido previamente utilizado pelo grupo

de pesquisa (43).

ADAPTACAO AOS APARATOS

Os animais foram adaptados aos aparatos conforme descrito por Cassilhas e colaboradores (44),
durante um periodo de adaptacao de 4 dias. Antes da primeira tentativa de escalada, com o aparato de
carga vazio em suas caudas, os animais foram colocados na cdmara no topo da escada por 60 segundos.
Na primeira tentativa, foram posicionados a 15 cm da entrada da cAmara. Se necessario, um estimulo
manual foi aplicado para iniciar o movimento, geralmente consistindo em um leve toque na regido glutea
dos animais com uma colher de sopa de plastico, especialmente durante a adaptacdo ao ergébmetro. Na
segunda tentativa, foram posicionados a 25 cm da camara, e da terceira tentativa em diante, foram
posicionados na base da escada, a 50 cm da cdmara. Um periodo de descanso de 60 segundos foi
estabelecido entre as tentativas. As tentativas continuaram até que os animais completassem 3 com
sucesso, sem a necessidade de estimulo adicional. Ndo foram usados estimulos alimentares ou de choque

durante o experimento.

DETERMINACAO DE MAXIMA CARGA VOLUNTARIA DE
CARREGAMENTO (MAXIMUM VOLUNTARY CARRYING CAPACITY —
MVCC)

Para determinar a carga adequada para o protocolo de exercicio de forca, foi realizado um teste
incremental visando identificar a maxima carga individual com a qual cada animal conseguiria
completar uma série de escalada de 50cm. Apods quatro dias de adaptacdo aos equipamentos, 0s animais
descansaram por um dia antes do teste. Durante o teste, 0s animais partiram da base da escada, e uma
tentativa era considerada bem-sucedida quando os animais completavam os 50cm de escalada. A série
inicial foi realizada com uma sobrecarga correspondente a 75% da massa corporal do animal, e a carga
foi aumentada em incrementos de 3 gramas a cada tentativa até que o animal ndo conseguisse mais

completar o percurso. Apos cada tentativa bem-sucedida, o animal era retirado da escada e colocado em
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uma gaiola individual para descansar por 5 minutos antes da proxima tentativa. A maior carga em que
0 animal teve sucesso foi considerada como a Carga Méaxima Voluntéria de Carregamento (MVCC),

utilizada para determinar as cargas individuais no experimento.

TREINAMENTO RESISTIDO

Apo0s 48 horas da determinacdo da MVCC, os animais iniciaram o protocolo de treinamento
resistido. O treinamento fisico teve inicio as 18:00 h, periodo este que coincide com o inicio do ciclo de
vigilia do animal. As sessdes de exercicio consistiram de 20 escaladas, com um intervalo de 60 segundos
de descanso entre elas, com carga de 70% da MVCC. Apds completar a escalada, o animal era retirado
da escada e colocado em uma gaiola individual para periodo de descanso.

Inicialmente, os animais foram exercitados por 3 dias consecutivos (uma sessdo por dia). 16 horas
apos a terceira sessdo de exercicio, foi realizado o Teste de Tolerancia a Insulina e os animais nédo
exercitaram neste dia. No dia seguinte, houve nova sessao de exercicio, e 16 horas ap6s o fim desta nova
sessdo foi realizado o Teste de Tolerancia a Glicose. No dia seguinte ao Teste de Tolerancia a Glicose,
foram realizadas mais duas a sessdes de exercicio e, precedendo 16 horas apds a ultima sessdo, foi
realizada a extracdo tecidual. Ao todo foram realizadas seis sessdes de exercicio.

O objetivo de realizar seis sessGes de treinamento resistido € que previamente temos visto que
isso ndo provoca alteragdo no peso corporal, permitindo descartar que as respostas a serem observadas

sejam decorrentes de alteracdo na adiposidade do animal (17, 43).

TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA INTRAPERITONEAL (TTIIP)

Apdbs um periodo de jejum de 6 horas, os camundongos foram submetidos ao teste de tolerancia
a insulina intraperitoneal (TTlip). Isso envolveu a administracdo de uma injecdo intraperitoneal de
insulina recombinante humana (Humulin R) da Eli Lilly (Indiandpolis, IN, USA) na concentracdo de 1,5
U/Kg de massa corporal. Amostras de sangue foram coletadas nos intervalos de 0, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos apds a administracdo da insulina, retiradas da cauda dos animais para analise da glicemia. O
tempo O representa o nivel basal de glicose no sangue antes da injecéo de insulina. A glicose sanguinea
t1/2 foi calculada usando a inclina¢do dos minimos quadrados da concentracao de glicose durante a fase

de decaimento linear ap6s a administragéo de insulina.



26

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRAPERITONEAL (TTGIP)

O TTGip foi realizado com os animais em jejum de 6 horas. Foram determinadas as concentragoes
de glicose a partir de amostras de sangue coletadas da cauda nos tempos 0, 30, 60 e 120 min através de
glicosimetro ONE TOUCH (Johnson & Johnson ®). Apds a coleta de sangue no tempo O, foi
administrada uma solugdo de glicose a 25% (1,5 g/kg de peso corporal) por meio de injegéo
intraperitoneal. As &reas sob as curvas durante o teste foram determinadas pelo método trapezoidal,

utilizando-se o software Excel 2015.

TESTE DE FORGCA DE PREENSAO

O teste de forca de preensdo foi conduzido no equipamento Grip Strength System (Avs Projetos
®, Sédo Carlos, Sdo Paulo, Brasil). Foram realizadas trés tentativas de preensdo com as patas dianteiras
sem que os valores fossem considerados. Cada tentativa consistiu em tensionar o animal pela cauda, de
modo que ambas as patas (dianteiras ou traseiras) passassem por todos os arames da grade e o roedor se
desprendesse da mesma. Posteriormente, foram realizadas seis tentativas validas e os trés maiores valores
de tensdo aplicados foram registrados em Newton (N) (42). A média dos trés mais altos valores de forca
aplicados a barra de metal foi registrada como o pico tensdo (N) e utilizada como parametro de
desempenho (42,43)

EUTANASIA DOS ANIMAIS

Antes dos procedimentos cirdrgicos e de extracdo de tecidos, os camundongos foram
administrados com uma injecao intraperitoneal (i.p.) de cloridrato de cetamina (100 mg/kg; Ketalar;
Parke-Davis, Ann Arbor, MI) e xilazina 10 mg/kg; Rompun; Bayer, Leverkusen). Todos 0s animais

foram mantidos em jejum por 6 horas antes dos procedimentos de extracdo dos tecidos.

EXTRACAO DOS TECIDOS, HOMOGENEIZACAO E DETERMINACAO DO

CONTEUDO DE PROTEINAS TOTAIS

Amostras do musculo esquelético (gastrocnémio, porcdo mista) foram coletadas dos animais

pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Em seguida, os tecidos foram homogeneizados em
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um tampéo de extragdo conforme descrito anteriormente (17). Uma parte dessas amostras foi usada para
determinar o contetdo de proteinas totais utilizando o método do Acido Bicinconinico (BCA) (Sigma-
Aldrich). Enquanto outra parte foi submetida a técnica de immunoblotting (IB) com o uso de anticorpos
especificos. Além disso, o tecido adiposo mesenteérico, retroperitoneal e epididimal foi coletado e pesado

utilizando uma balanca analitica de preciséo.

IMMUNOBLOTTING

Apbs a determinacdo do teor de proteina total, sera adicionado ao sobrenadante o tampédo
Laemmli contendo 100 mm de ditiotreitol, e as amostras do tecido hepatico serdo aquecidas por 5-10
min (89). Entdo, as amostras com quantidades iguais de proteinas (50ug) serdo aplicadas a um gel de
poliacrilamida para separacdo por SDS-PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose.
Coloracdo de Ponceau sera aplicada para verificar a transferéncia da membrana. Os borrbes seréo
blogueados com 5% de leite em p6 em temperatura ambiente por 1 h e, em seguida, incubado durante a
noite a 4° C com 0s seguintes anticorpos primarios: pACC (S79) #3661, ACC #3662, CD36 #14347S,
CPTI1 #122528, pAkt (S473) #4060, Akt #4685, pGSK3p (S9) #9322, GSK3B #5676, FOXO1 #2880,
pFOXO1 #9461, IRS1 #2382, pIRS-1 (S632/635) #2388, pIR (T1146) #3021, pAMPK (T172) #4188,
AMPK #2532 e B-actina #3700, GAPDH #2118 da Cell Signaling Techonology®; FAS #sc-48357 da
Biolegend®; SREBP #BS-1402R da Bioss®; IR #sc-10711 da Santa Cruz Biotechnology®, e anticorpos
rabbit e mouse (7074) como anticorpos secundarios da Cell Signaling Techonology®. As membranas
serdo entdo incubadas por 1 hora com os anticorpos secundarios. As bandas especificas serdo
visualizadas por quimiluminescéncia intensificada e adquirida pelo C-DiGitTM Blot Scanner (LI-COR,
Lincoln, NE, EUA). As bandas serdo quantificadas por suas areas usando Otica densitometria usando o
software UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk Scientific, Inc. Orem, UT, EUA).

ANALISE DE SINTESE DE PROTEINAS

Todos os animais foram injetados por via intraperitoneal com 40 nmol/g de peso corporal de
puromicina (8 I/g de uma solugdo a 5 mM em PBS) 20 min antes da eutanasia dos animais e extracdo
tecidual. Foi utilizado anticorpo (MABE34) da Merck (Darmstadt, Germany). O tecido muscular
coletado foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido. A administracdo de puromicina
demonstrou ser um método confiavel para medir a sintese de proteinas (18). Além disso, foi demonstrado

que a incorporacdo de puromicina nas cadeias de peptideos e, quando a puromicina € usada em baixas
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concentragfes, 0 acimulo de peptideos conjugados com puromicina reflete com precisdo a taxa de
sintese de proteinas (2, 4). Notavelmente, essa tecnologia alivia os problemas associados ao uso de

materiais radioativos para medir mudancas na sintese de proteinas.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + Erro Padrdo da Média. As proteinas obtidas por
immunoblotting foram comparadas diretamente pelas bandas proteicas nas autorradiografias, que foram
quantificadas por densitometria utilizando o software Un-Scan-It Gel 6.1®. Para analise estatistica, a
normalidade dos dados foi verificada e, em seguida, aplicou-se o teste "t de Student” ou "Mann-
Whitney" para comparag0es entre dois grupos. Quando havia mais de dois grupos, foi utilizado o teste
de "Andlise de Variancia (ANOVA)" ou "Kruskal Wallis", seguido pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de p<0.05. As analises e a elaboracao dos graficos foram realizadas utilizando

0 programa "GraphPad Prism 6.0".

RESULTADOS

Exercicio fisico aumenta forca de preensdo e maxima carga voluntaria de carregamento

Inicialmente, os animais realizaram o teste de forca de preensdo (handgrip) em dois momentos:
antes do inicio do treinamento fisico e ao final do programa de treinamento com exercicios resistidos.
Foi possivel observar, através dos resultados, que o protocolo de exercicio resistido aumentou
significativamente a forca de agarre dos animais exercitados quando comparados a eles mesmos antes
do protocolo de treinamento (p=<0.05). Além disso, os resultados tambem apresentaram diferenca
estatistica entre os animais do grupo exercitado apos o protocolo de exercicio fisico quando comparados

aos animais do grupo sedentario antes do inicio do treinamento de nossa pesquisa (p=0.0016).
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Figura 3. Exercicio resistido aumenta a forca de preensdo de camundongos.
Foi realizado teste de preensdo nos diferentes grupos experimentais (n=8) antes do inicio do treinamento
(Pré) e apos a Ultima sesséo (Pds). Dados foram representados como a média e desvio padrdo da média.

Os resultados foram obtidos através do Anova one-way. ** p < 0.001 vs Exe P6s. & p < 0.05 vs Sed Preé.

Também foi realizado o teste de Maxima Carga Voluntéria de Carregamento (MVCC). O teste
foi executado antes do inicio e ao final do protocolo de treinamento fisico. Os resultados apontaram
diferenca significativa da méxima carga de carregamento voluntéria dos animais do grupo exercicio entre
o teste realizado previamente ao protocolo de treinamento e ao feito posteriormente a esse protocolo

(p=<0.0001), indicando que 0s animais estavam mais resistentes as cargas externas apds terem passado
pelo treinamento fisico (Figura 4).



30

60— )
* ok Pré

Bl Pos

Pré Pos

Figura 4. Exercicio resistido aumenta a Maxima Carga Voluntaria de Carregamento (MVCC).
O teste de MVCC foi realizado antes do inicio do treinamento fisico (Pré) e apds a Ultima sessdo (P6s).

Os dados foram representados como média e desvio padrdo da média. *** p < 0.0001 vs Pos.

Exercicio fisico atenuou o ganho de peso corporal

Os camundongos foram semanalmente pesados antes e durante o protocolo de treinamento fisico
a fim de verificar possiveis mudancas do peso corporal durante o experimento. Foi verificado através
das pesagens que o exercicio fisico atenuou o ganho de peso corporal dos animais (Figura 5A). Foi
observado anteriormente que 0 gendtipo dos animais Slc2a4*- ndo apresenta mudancas na massa
corporal total ao longo de tempo (20). No entanto, na primeira semana antes do inicio do treinamento,
0s animais do grupo exercitado apresentaram um peso superior ao grupo controle e o grupo sedentario
e, apds as 6 sessdes de treinamento, o peso corporal destes animais ja estava semelhante ao grupo
sedentario e abaixo do grupo controle, o que se pode discutir mais a frente ao analisarmos o peso dos
tecidos corporais. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa na massa corporal dos animais. Na
comparacdo do peso inicial com o peso final (delta peso) é possivel verificar essa diminui¢do no ganho
de peso dos animais que foram submetidos ao protocolo de treinamento em relacdo ao grupo controle

onde houve uma diferenca significativa (Figura 5B, p=<0.05).
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Figura 5. Massa corporal em camundongos com ablagdo de GLUT-4 treinados.

A) Massa corporal dos animais. B) Delta Peso. Dados representados como a média e desvio padrdo da
média. Os resultados foram obtidos através da realizacéo do teste de Anova one-way entre os diferentes
os diferentes grupos experimentais (n=8): Wild-type (WT), Slc2a4*" sedentéarios (SED) e Slc2a4*"
exercitados (EXE). * p < 0.05 vs Exe.

Na Figura 6, podemos verificar que ndo houve diferenca em relacdo a massa corporal total e
comprimento dos animais entre 0s grupos exercicio e controle através do Indice de Lee (comprimento
vs circunferéncia). A avaliacdo foi realizada no mesmo dia da eutanasia dos animais para comparar se

haviam diferencas corporais dos animais estudados e a analise estatistica ndo apresentou diferenca.
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Figura 6. Indice de Lee dos camundongos.

Foi realizado o indice de Lee nos diferentes grupos experimentais (n=8) apds o protocolo de treinamento
fisico. Dados representados como a média e desvio padrdo da média. Os resultados foram obtidos através
da realizacéo do teste de Anova one-way entre os diferentes os diferentes grupos experimentais: Wild-
type (WT), Slc2a4*" sedentarios (SED) e Slc2a4*" exercitados (EXE).

Na Figura 7 é possivel verificar o peso de alguns tecidos (figado, musculo gastrocnémio, tecidos
adiposos epididimal, inguinal, tecido adiposo marrom, retroperitoneal e mesentérico) que foram
extraidos e pesados na eutanasia dos animais. Em nenhuma andlise foi observada uma diferenga

significativa entre 0s grupos.
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Figura 7. Peso de diferentes tecidos estudos dos animais.
Dados representados como a média e desvio padrdo da média. Os resultados foram obtidos através da

realizacdo do teste de Anova one-way entre os diferentes os diferentes grupos experimentais (n=8): Wild-
type (WT), Slc2a4*" sedentarios (SED) e Slc2a4*" exercitados (EXE).

Exercicio fisico reduz glicemia de jejum e aumenta tolerancia a glicose

Através do Teste de Tolerancia a Glicose por via intraperitoneal (TTGip), verificamos que houve
diferenca significativa entre o grupo de animais Slc2a4*" sedentérios (n=8) quando comparado ao grupo
de animais Slc2a4*" exercitados (n=8) (Figura 8A, p=<0.0001) e o grupo Wild Type (n=7) (Figura 8A,
p=<0.0001) com 30 minutos apds o estimulo de glicose através de injecéo intraperitoneal, quando o nivel

de glicemia sanguinea dos animais sedentarios foi superior em relacdo aos outros grupos. Também houve
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essa diferenca ap6s 60 minutos da aplicacdo da injecdo intraperitoneal de glicose entre 0s grupos
sedentério e exercicio (p=0.0003) e sedentério e controle (p=0.0369) (Figura 8A). Ap6s 120 minutos,
mais uma vez medimos os niveis de glicemia dos animais e nao foi apresentado diferenca significativa
entre os grupos (Figura 8A).

Por meio do TTGip, o exercicio fisico foi capaz de atenuar a intolerancia a glicose quando
comparados aos animais Slc2a4* sedentarios (Figura 8B, p=0.0300). Também houve diferenca
estatistica quando comparados os animais do grupo sedentario com o grupo controle (Figura 8B,
p=0.0103), apontando que o grupo sedentario apresentou intolerancia a glicose significativamente maior
que o grupo controle.

Foi possivel observar que os animais Slc2a4*" apresentaram uma diferenca significativa na
glicemia de jejum quando comparados ao grupo controle, apontando hiperglicemia (Figura 8C,
p=<0.0001). Também foi possivel verificar através das analises que o grupo de animais que realizou o
protocolo de exercicio fisico teve uma diminuicao significativa da glicemia de jejum quando comparado
ao grupo de animais sedentérios (Figura 8C, p=0.0002) e quando comparados ao grupo controle (Figura
8C, p=<0.0001), o que pode indicar que o protocolo de treinamento foi capaz de reduzir os niveis de

glicemia de jejum dos animais submetidos ao treinamento.
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Figura 8. Homeostase da glicose nos animais estudados.

A) Teste de Tolerancia a Glicose dos animais. B) Area sobre a curva do Teste de Tolerancia & Glicose
dos animais. C) Glicemia de Jejum dos animais. Dados representados como a média e desvio padrdo da
média. Os resultados foram obtidos através da realizacdo de Anova one-way entre os diferentes 0s
diferentes grupos experimentais (n=8). A) Tempo 30 =# WT vs SED =p <0.0001 e & SED vs EXE =p
<0.0001. Tempo 60 =# WT vs SED =p <0.05 e & SED vs EXE =p <0.05. B) # WT vs SED = p <0.05
e & SED vs EXE = p <0.05. C) # WT vs SED = p <0.0001, & SED vs EXE =p <0.0001 e * WT vs EXE
= p<0.05.

Exercicio Fisico aumenta a sensibilidade a Insulina corporal
Através do Teste de Tolerdncia a Insulina intraperitoneal (TTlip) verificamos que houve

diferenca significativa entre os animais Slc2a4*'- sedentarios (SED) e os animais Slc2a4* exercitados
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(EXE). Essa diferenca foi apontada apds 10 minutos da aplicacdo da injecéo intraperitoneal de insulina
(Figura 9A, p=0.0181), indicando que o exercicio fisico melhorou a tolerancia & insulina dos animais
que foram submetidos ao treinamento. Além disso, os animais Slc2a4* sedentarios (SED) e exercitados
(EXE) apresentavam uma baixa tolerancia a insulina em comparacdo aos animais Wild Type, 0s
resultados apontaram uma diferenca estatistica entre os grupos ap6s 10 minutos da aplicagdo da injecéo
intraperitoneal (Figura 9A, p=<0.0001) e apds 15 minutos (Figura 9A, p=0.0050). N&o houve diferencas
estatisticas entre os grupos nos demais tempos verificados (Figura 9A).

Na analise de Area sobre a Curva do TTlip (AUC-ITT), foi visto que o grupo de animais Slc2a4*"
sedentarios (SED) durante o experimento apresentaram diferencas significativas em comparacdo ao
grupo controle (p=0.0035) e ao grupo exercitado (p=0.0247) (Figura 9B). O grupo de animais Slc2a4*"
exercitados (EXE) que foi submetido ao protocolo de treinamento fisico ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo controle (Figura 9B), indicando mais uma vez que o
treinamento foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina chegando a niveis préximos de animais

Wild Type sem o gendtipo de ablacdo de GLUT-4 no tecido muscular.
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Figura 9. Responsividade a insulina corporal dos animais.

A) Teste de Tolerancia a Insulina dos animais. B) Area sobre a Curva do Teste de Tolerancia a Insulina
dos animais. Dados representados como a média e desvio padrdo da média. Os resultados foram obtidos
através da realizacdo de Anova one-way entre os diferentes os diferentes grupos experimentais (n=8). A)
Tempo 10 = # WT vs SED = p <0.0001 e & SED vs EXE = p <0.05. Tempo 15 = # WT vs SED = p
<0.05. B) # WT vs SED = p <0.05 e & SED vs EXE = p <0.05.

Exercicio Fisico modula o conteddo de proteinas relacionada a via de sinalizacdo de atrofia do

musculo esquelético



37

Atraveés das andlises de Immunoblotting verificamos que nosso protocolo de treinamento fisico
foi capaz de modular a proteina KLF-15, que tem importante relagdo como o processo de atrofiamento
do musculo esquelético. Os resultados apontam que o conteudo proteico de KLF15 foi inferior nos
animais Slc2a4*" exercitados (EXE) em relagdo aos animais Slc2a4*" sedentarios (SED) (Figura 10A,
p=0.0380). Ao mesmo tempo, a quantidade de contetdo de WWP1, responsavel pela degradacdo de
KLF15, por sua vez, ndo apresentou um aumento significativo em seu contetdo. (Figura 10B). Em
relacdo ao contetdo das demais proteinas relacionadas a atrofia muscular ndo foram verificadas
diferencas estatisticas (Figuras 10C, 10D, 10E e 10F).
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Figura 10. Conteddo de KLF-15 e via de atrofia no musculo esquelético dos camundongos.Foi
realizado o Immmunoblotting para quantificacdo de proteinas dos tecidos extraidos dos animais. A, KLF-
15; B, WWP1; C, MURF-1; D, ATROGIN; E, Pfoxo3A; F, PRODH. Como controle endégeno foi
utilizado o GAPDH. Resultados representam a razdo entre a proteina de interesse pelo seu controle
enddgeno. Dados representados como a média e desvio padrdo da média. Os resultados foram obtidos
através da realizacdo de Anova one-way entre os diferentes os diferentes grupos experimentais (n=8). A)
KLF15 # vs SED = p <0.05.

Por fim, foi realizado a injecéo intraperitoneal de puromicina, a fim de verificar a sintese proteica
nos diferentes grupos experimentais. Os resultados obtidos n&o evidenciaram diferengas significativas

entre os grupos (Figura 11B).
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Figura 12. Andlise da Puromicina no musculo esquelético dos camundongos. Foi realizado o
Immmunoblotting para quantificagdo de proteinas dos tecidos extraidos dos animais. Dados
representados como a média e desvio padrdo da média. Os resultados foram obtidos através da realizacao

de Anova one-way entre os diferentes os diferentes grupos experimentais (n=8).

DISCUSSAO

O mdasculo esquelético é fundamental para a regulacdo da homeostase glicémica, sendo
responsavel pela captacdo e metabolismo da glicose durante o repouso e o exercicio fisico (98, 106). A
captacdo de glicose pelo musculo esquelético € mediada principalmente pelo GLUT-4, expresso na
membrana plasmatica das células musculares (107). A ativacdo de vias de sinalizagdo, como a via da
insulina, estimula a translocacdo de GLUT-4 para a membrana celular, aumentando assim a captacédo de
glicose (98). Defeitos na sensibilidade & insulina do musculo esquelético s&o evidenciados em individuos
que desenvolvem disturbios metabdlicos como o DM2 muito antes do seu diagnéstico, acarretando

prejuizos importantes a salude metabdlica (106, 108).
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A modulacdo dos niveis circulantes de insulina promove efeitos positivos na prevencdo de
disturbios metabdlicos ao melhorar a fun¢do do musculo na regulacéo da glicemia (98, 106). Estratégias
baseadas em exercicio fisico, incluindo o treinamento resistido, podem representar uma abordagem
eficaz na melhoria da sensibilidade a insulina e 0 aumento da expressdao de GLUT-4, o que contribui
para uma melhor regulacédo da glicemia (98, 106, 108).

O treinamento resistido € uma modalidade de exercicio que envolve a contragdo muscular contra
uma resisténcia externa e reconhecido por seus efeitos positivos no aumento de forca e fun¢do muscular,
hipertrofia muscular e melhoria da saide metabdlica (19, 109, 110). Estudos demonstraram que o
treinamento resistido reduz os niveis de glicose no sangue, melhora a sensibilidade a insulina e promove
adaptacGes musculares que ajudam a controlar a glicemia (19, 32-35, 106). Nesse cenério, a investigacdo
de protocolos de treinamento resistido em condicdes de hiperinsulinemia e hiperglicemia pode fornecer
novas estratégias de tratamentos ndo farmacoldgicos para individuos com distirbios metabdlicos. Nesse
estudo, o protocolo de treinamento resistido de curto prazo controlou os niveis elevados de glicose,
levando a uma melhora na sensibilidade a insulina e na tolerancia a glicose, bem como gerou impactos
positivos sobre a forca e funcdo muscular e preservacao da massa muscular dos animais.

O protocolo de exercicio resistido de curto prazo gerou um aumento significativo na forca de
preensdo (handgrip) dos animais Slc2a4* exercitados apos o periodo de treinamento fisico em
comparagdo ao periodo pré-treinamento. Além disso, houve melhora no desempenho no teste de
Maxima Carga Voluntaria de Carregamento (MVCC) nos camundongos exercitados apds o protocolo
de treinamento comparado ao periodo prévio ao protocolo de exercicio (Figura 4). Os resultados
sugerem que o treinamento fisico foi capaz de gerar adaptagdes moleculares que induziram uma melhora
nos testes de forca realizados no estudo. Estudos anteriores em camundongos demonstraram que 0
treinamento resistido pode induzir aumentos significativos na for¢ca muscular (111, 112). Os
mecanismos moleculares responsaveis pelo aumento da forca muscular induzido pelo exercicio resistido
sdo complexos e envolvem uma série de vias de sinalizacdo intracelular (78-81), como a via da mTOR,
responsavel pelo aumento da sintese proteica (79), e a via do NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), envolvido na regulacdo da resposta inflamatdria e na adaptacdo muscular
ao estresse mecanico (112).

O estudo de Mufoz, V.R., Botezelli, J.D., Gaspar, R.C. et al. (2023) corrobora com os achados
de nossa pesquisa. Os resultados do estudo mostraram que o treinamento resistido de curto prazo induziu
a um melhor desempenho no teste de forca de preensdo (handgrip) e capacidade de carga voluntaria
méaxima (MVCC) apds o protocolo de exercicio fisico em comparacédo ao teste pré-protocolo, utilizando

um modelo animal e protocolo de treinamento resistido semelhante ao presente estudo.
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O camundongo Slc2a4*" apresenta aumento na glicemia e insulinemia basal, no entanto, sem
apresentar alteragdes no peso ou composicdo corporal (adiposidade). Ademais, estes animais
desenvolvem tais caracteristicas entre 180-240 dias de vida, o que isola efeitos do desenvolvimento
corporeo e flutuacdes hormonais presentes em animais mais jovens (20). Os resultados obtidos do
presente estudo confirmam esse fen6tipo. Os animais foram submetidos a avaliacbes semanais de peso
corporal antes e durante o protocolo de treinamento fisico. Os resultados indicam que 0s animais
submetidos ao exercicio resistido apresentaram uma reducdo no ganho de peso ao longo do tempo. Além
disso, ao comparar o peso inicial e final dos animais treinados, foi observada uma diferenca significativa
no delta de peso em comparagdo com o grupo controle (WT), conforme demonstrado na Figura 5B.

Avaliamos a relacdo entre o comprimento corporal e a circunferéncia abdominal dos
camundongos utilizando o indice de Lee. Ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
de animais. Além disso, ndo foram encontradas disparidades estatisticamente significantes na massa dos
tecidos coletados durante a eutanasia entre os grupos de camundongos. Esses achados indicam que a
intervencdo com exercicio fisico foi avaliada independentemente de variagcbes no peso corporal e na
idade dos animais.

Por se tratar de um modelo em que ha reducéo no contedldo de GLUT-4 no musculo esquelético,
isso nos permite avaliar diretamente os efeitos a curto prazo do exercicio resistido sobre a glicemia dos
camundongos. Apés medir a glicemia de jejum dos camundongos Wild-type (WT) e dos camundongos
Slc2a4*", confirmamos que os animais geneticamente modificados com ablacio do gene GLUT4
apresentavam hiperglicemia. Apds a confirmacéo do fenétipo, dividimos os camundongos Slc2a4*- em
dois grupos, sendo eles: exercitados (EXE), que foram submetidos ao treinamento fisico de curta
duracdo; e sedentérios (SED), que ndo realizaram o protocolo de exercicio fisico.

Em nossos resultados observamos que o grupo submetido ao exercicio apresentou niveis de
glicemia de jejum superiores em compara¢do ao grupo controle (WT), conforme ilustrado na Figura 8C.
Essa observacdo pode ser atribuida, inicialmente, a reducdo do conteddo de GLUT-4 no musculo
esquelético dos camundongos exercitados, o que pode comprometer o transporte de glicose para dentro
das células musculares, resultando em niveis elevados de glicose na corrente sanguinea. Além disso, o
curto periodo de exercicio fisico pode ndo ter sido suficientemente longo para induzir adaptacGes
metabolicas capazes de normalizar a glicemia de jejum ao nivel observado no grupo controle. No
entanto, verificamos que o protocolo de treinamento fisico resistido produziu efeitos significativos a
curto prazo na reducdo da glicemia de jejum nos animais exercitados em comparagdo aos animais
sedentarios. Embora o protocolo de treinamento ndo tenha sido suficiente para normalizar 0s niveis de

glicemia de jejum ao nivel dos animais controle, evidenciou-se uma capacidade de modular a atividade
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glicémica e reduzir os niveis de glicemia em jejum, superando a condi¢cdo metabdlica dos animais
Slc2a4™*",

Ainda sobre nossos resultados fisiologicos, foi visto que o protocolo de treinamento fisico pode
ter colaborado com o aumento da tolerancia a glicose e aumento da sensibilidade a insulina dos
camundongos submetidos ao treinamento resistido, conforme ilustrado nas Figuras 8A e 9A. O exercicio
fisico possui potenciais efeitos positivos na homeostase glicémica e em melhorias na sensibilidade a
insulina. No estudo de Pereira et al (2019), animais obesos foram submetidos a um treinamento de forca
muito semelhante ao da nossa pesquisa e apresentaram melhora na condicéo glicémica e da sensibilidade
a insulina, o que corrobora com nossa investigacao.

Estes resultados podem ser explicados pela regulacdo do gene GLUT-4 pelo exercicio fisico. A
captacdo de glicose no musculo esquelético é essencial para manter a homeostase da glicose no sangue
e acredita-se que a diminuicdo no transporte seja um importante elemento da causa da hiperglicemia.
Diversos estudos ja demonstraram que o treinamento fisico aumenta a quantidade total de GLUT-4 no
musculo esquelético em roedores (55, 60, 62, 63) e humanos (26, 59, 61, 104). Esses dados sugerem que
os camundongos exercitados podem ter aumentado o conteddo de GLUT-4 no mdsculo esquelético e
assim melhorado a captacdo de glicose no sangue em resposta ao exercicio.

O estudo de GallagherPhilip et. al. (2013) investigou os efeitos de uma Unica sessdo de exercicio
resistido na expressdo de GLUT-4 especifica para tipos de fibras musculares e na expressao do receptor
de IGF-1 em individuos saudaveis. Os participantes foram submetidos a uma sessdo de exercicio
resistido que consistia em 3 séries (2 séries de 10 repeticdes e 1 série até a falha, entre 8 a 12 repetic6es)
de extensdo de joelho e amostras de muasculo foram coletadas antes e ap0s o exercicio para analise. Os
resultados mostraram que houve um aumento significativo na expressao de GLUT4 nas fibras
musculares de contracdo lenta (tipo I) ap6s o exercicio resistido. No entanto, ndo foram observadas
mudancas na expressdo de GLUT4 nas fibras de contracdo rapida (tipo Il). Além disso, ndo houve
alteracdes significativas na expressdo do receptor de IGF-1 apds o exercicio resistido. Esses achados
sugerem que uma Unica sessao aguda de exercicio resistido pode aumentar a expressao de GLUT4 em
fibras musculares de contragéo lenta, potencialmente melhorando a captagédo de glicose nesses tipos de
fibras.

Corroborando com esse estudo, Kido et. al. (2016) investigou os efeitos do exercicio resistido
agudo na expressao do IGF-1 e na translocacdo do GLUT4 em musculos esqueléticos de roedores. Os
pesquisadores realizaram uma Unica sessdo de exercicio resistido que consistia em estimulacdo por
eletrodos no masculo triceps sural e estimulacdo isométrica com 5 séries de 10 contra¢@es de 3 segundos
no musculo gastrocnémio. Este protocolo de exercicio é amplamente utilizado como modelo de

exercicio resistido em animais (Ogasawara et al. 2013a, b, 2014; Tsutaki et al. 2013; Kido et al. 2015).
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Os resultados demonstraram um aumento significativo na expressédo de IGF-1 e na translocagéo de
GLUT4 para a membrana celular em resposta ao exercicio resistido. Especificamente, a expressdo de
IGF-1 aumentou imediatamente ap0s o exercicio, enquanto a translocacdo de GLUT4 para a membrana
celular ocorreu apds um curto periodo de tempo, sugerindo uma resposta aguda ao exercicio.

Recentemente, Mufioz, V.R., Botezelli, J.D., Gaspar, R.C. et al. (2023) investigaram os efeitos
do exercicio de resisténcia e de forca de curto prazo na regulagcdo molecular do musculo esquelético em
camundongos com hiperinsulinemia e hiperglicemia, especificamente camundongos com uma mutacgéo
no gene Slc2a4 O protocolo de treinamento fisico de resisténcia foi realizado em uma esteira durante 7
dias e o treinamento de forca em uma escada de escalada para roedores, consistindo em cada animal
realizar 20 subidas com 70% da sua maxima carga voluntéaria de carregamento durante 7 dias. Os
resultados do estudo mostraram que o exercicio de resisténcia e de forca de curto prazo induziu
mudancas significativas na expressdo de genes relacionados ao metabolismo e a fungdo muscular nos
camundongos. Além disso, o exercicio teve efeitos diferentes na expressao de genes em camundongos
com hiperinsulinemia e hiperglicemia em comparagdo com os controles saudaveis. Ambos 0s modelos
de exercicio de curto prazo melhoraram eficientemente a homeostase glicémica e superaram os desafios
metabdlicos dos camundongos Slc2a4*”, revelando-se uma forma de mitigar os impactos da
hiperglicemica e hiperinsulinemia que precedem o aparecimento da diabetes.

Assim, podemos seguir para outro ponto importante da nossa investigacdo, a atrofia muscular
esquelética promovida pela hiperglicemia. O estudo de Hirata et al (2019), sugere que o atrofiamento
da massa muscular esquelética pode estar relacionado a hiperglicemia pela via KLF15/WWPL.
Camundongos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) apresentaram hiperglicemia acentuada
acompanhada de hipoinsulinemia, bem como uma perda de massa corporal e massa muscular esquelética
e um curto periodo. Ademais, a abundancia de KLF15 e genes relacionados a atrofia muscular como
Atrogin-1, Murfl, Foxo3a, Prodh e Tdo2 aumentou significativamente no musculo esquelético dos
camundongos tratados com STZ.

Nossas analises moleculares utilizando Immunoblotting revelaram que o contetido de KLF15 no
musculo esquelético dos camundongos exercitados estava significativamente reduzido em comparagéo
com o0s grupos sedentario e Wild Type (WT), conforme ilustrado na Figura 11A. No entanto,
observamos que ndo houve diferenca na quantidade de WWP1 no musculo esquelético dos
camundongos exercitados em relagcdo aos outros dois grupos de animais, assim como 0s demais genes
associados a atrofia do musculo esquelético, como demonstrado na Figura 11B. Nossos achados indicam
que o protocolo de exercicio fisico empregado em nosso estudo foi eficaz na regulacdo da glicemia,

resultando em reducdo da expressdo de KLF15 no musculo esquelético dos camundongos. No entanto,
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ao analisarmos as proteinas associadas a atrofia muscular, ndo observamos diferencas significativas
entre 0s grupos investigados.

Cabe destacar que no estudo de Hirata et al (2019), o modelo experimental de diabetes inclui a
administracao estreptozotocina, que conhecidamente induz lesdes e morte da célula beta com elevacédo
expressiva da glicemia. Nosso modelo experimental foi conduzido com camundongos Slc2a4*" que
apresentam 50% de reducdo da expressdo de GLUT-4, com aumento da glicemia que ndo é tdo acentuada
se comparada ao modelo de administracdo estreptozotocina. Portanto, talvez essa seja uma condicao de
hiperglicemia que nédo é suficiente ainda ou demore um tempo maior para induzir impactos negativos
sobre a massa muscular, conduzindo a atrofia do masculo. No entanto, vale destacar que o exercicio
fisico resistido adotado em nosso estudo foi capaz de diminuir os niveis de KLF15, o que pode ter um
efeito protetor a longo prazo sobre a massa muscular dos camundongos.

Em relacdo as demais proteinas da via de atrofia que ndo foram alteradas no presente estudo,
aqui novamente, pode-se considerar que nosso modelo experimental ndo foi suficiente para induzir
alteracOes na glicemia e, portanto, na sinalizacdo dessas proteinas no musculo esquelético. Aqui temos
gue mencionar uma limitacdo do nosso estudo, ja que ndo conseguimos realizar a analise histologica e
da seccao transversa do musculo esquelético o que permitiria avaliar diretamente se houve algum
impacto sobre a musculatura esquelética, especialmente de atrofia. Outro ponto que merece destaque, €
que nosso estudo foi realizado com um protocolo de treinamento fisico resistido de curto periodo e,
portanto, insuficiente para inducdo de efeitos hipertréficos significativos.

Em relacdo a andlise de sintese proteica, realizada através da injecdo intraperitoneal de
puromicina antes da extracdo tecidual, ndo foi encontrado uma diferenca significativa entre os animais
treinados e ndo treinados (Figura 12), bem como o peso total dos tecidos extraidos na eutandsia ndo
apresentaram diferenca entre os grupos (Figura 7). Isso sugere dois possiveis cendrios. O primeiro é que
aduracdo do protocolo de treinamento fisico, embora possa ter relacao aos resultados obtidos no controle
glicémico, sensibilidade insulinica e modulacdo do conteudo proteico relacionados a atrofia muscular
promovida por hiperglicemia, ndo foi o suficiente para estimular alguma sinalizacdo de hipertrofia
muscular e diminuicdo de adiposidade em resposta ao treinamento. Outro possivel cenario € que o
treinamento de forga realizado na pesquisa, embora ndo tenha promovido um aumento significativo na
sintese de proteinas e reducdo dos tecidos adiposos, possa ter estabilizado uma condigdo atrofica na
massa muscular esquelética dos animais, tendo em vista que a glicemia dos camundongos exercitados
foi reduzida e as principais proteinas com ligagdo a atrofia muscular tiveram suas atividades reguladas
em um curto periodo.

De qualquer forma, os resultados obtidos na pesquisa S0 promissores e sugerem uma maior

investigacdo sobre os efeitos do treinamento resistido no controle da homeostase glicémica em modelos
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de diabetes tipo Il a fim de atenuar um possivel processo de perda de massa muscular induzida pela
hiperglicemia.

CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo indicam que o exercicio fisico resistido de curto
prazo foi eficaz na melhoria da homeostase glicémica e na reducao do contetdo de KLF15 no masculo
esquelético de camundongos Slc2a4*. No entanto, ndo observamos alteraces significativas no
conteido de proteinas associadas a via de atrofia muscular. Esses achados sugerem que o exercicio
resistido pode ter efeitos positivos na regulacao da glicemia e na modulacdo da expressdo de fatores de
transcricao relacionados, como KLF15, mas ndo parece afetar diretamente as proteinas envolvidas na
atrofia muscular em camundongos com a deficiéncia do gene Slc2a4. Essas descobertas destacam a
importancia do exercicio fisico resistido como uma estratégia terapéutica para melhorar a salude
metabolica, apesar de sua influéncia limitada sobre a via de atrofia muscular em condicdes especificas

em camundongos Slc2a4*",
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