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INTRODUGCAO:

Alteragdes na homeostase de um organismo podem causar a ativagdao de diversos mecanismos
de reparo para evitar a morte celular, tal qual a Resposta Integrada ao Estresse (ISR) e a Resposta
Mitocondrial a Proteinas Malformadas (UPR™). A ativacdo desses sistemas pode estar relacionada a
diversos estimulos estressores, dentre eles o acimulo de gordura no tecido hepatico, caracteristico da
esteato hepatite ndo alcodlica. Isso se da por uma estreita relacao entre as atividades do figado e as
mitocondriais, principalmente pela abundancia dessa organela nesse tecido e sua intima relacdo com o
metabolismo energético. Assim, este estudo tem como objetivo investigar os efeitos da dieta
hiperlipidica e do exercicio fisico aerdbio sobre a UPR™ e, consequentemente, sobre a ISR a partir do
tecido hepatico de camundongos obesos.

METODOLOGIA:

Objetivos

e Avaliar as altera¢Oes de peso corporal e ingestdo alimentar em decorréncia da dieta hiperlipidica
e ao exercicio fisico.

e Avaliar o contetdo das proteinas Lonp1 e HSP60, conhecidas como marcadores de UPR?, além de
pelF2a, marcador de ISR, no figado de camundongos obesos com esteato hepatite ndo alcodlica
em resposta ao exercicio fisico aerébio.

Materiais e métodos

Foram utilizados camundongos machos Swiss advindos do Centro de Bioterismo da Unicamp
(CEMIB), os quais foram pré-pesados e alocados em gaiolas de cinco animais cada e submetidos a
exposicdo de ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a uma climatizagao com temperaturas entre
202C e 22C. O tratamento foi feito com 4gua e racdo padrao para roedores (da Nuvilab) ou ingestdo de
dieta rica em gordura saturada (HFD) ad libitum por 8 semanas. O projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica da UNICAMP, registrado pelo n2 5694-1/2021.
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Os animais foram divididos em trés grupos: Controle (CTL), High Fat (HFD) e High Fat Treinados
(HFD + TR). Apds 8 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, o terceiro grupo foi submetido ao
treinamento aerdbio em esteira ergométrica, com intensidade correspondente a maxima fase estavel
do lactato (FERREIRA, J. C. B. et al., 2007), durante 4 semanas. Antes disso os animais foram adaptados
ao ergOmetro para minimizar possiveis estresses causados pelo uso do equipamento.

Posterior ao protocolo completo de dieta e exercicio, todos os animais foram eutanasiados por
meio de aprofundamento de anestesia e deslocamento cervical, seguido da extracao do tecido hepatico.
Assim, as amostras foram preparadas para a utilizacdo na técnica de Western Blotting, a partir do uso de
0,05g de figado para 1000 puL de tampao de extragdo (contendo 1% de Triton X 100; 100 mM de Tris (pH
7,4); 100 mM de pirofosfato de sédio; 100 mM de fluoreto de sddio; 10 mM de EDTA; 10 mM de
ortovanadato de sédio; 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina, submetidos a temperatura de 4 C,
utilizando reagentes da marca Sigma-Aldrich), que posteriormente foram homogeneizados na mdaquina
Tissuelyser e centrifugados a 11.000 RPM por 30 minutos, para que assim fosse possivel a separagdo do
sobrenadante.

Apos, foi realizada a padronizacdo do contelido proteico por meio do método de Bradford, sendo
acrescido a cada uma das amostras quantidades correspondentes de tampao de Laemmli contendo DTT
100 mM (Sigma-Aldrich). As amostras foram fervidas por 5 minutos e armazenadas no freezer a
temperatura de -802C, e posteriormente aplicadas em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE a 6%) no aparelho
para mini gel (Mini-Protean® - BioRad). Foi utilizado como padrao um marcador de peso molecular com
valores estabelecidos em miosina (205-195 kDa), R-galactosidase (116 kDa), albumina de soro bovino (80
kDa) e ovalbumina (49,5 kDa).

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose, por meio de cubas de eletroforese da empresa Bio-Rad por aproximadamente 2 horas, a
120 volts. Assim, foi utilizada solucao de Ponceau para avaliar a carga proteica transferida para a
membrana. Apds, foi realizada a incubagdo da membrana em uma solu¢do bloqueadora (leite desnatado
5%; Tris 10mM; NaCl 150 mM e Tween 20 0,02% - todos reagentes da marca Sigma Aldrich) por 2 horas,
para diminuir possiveis aparecimentos de liga¢des inespecificas do anticorpo.

Apds, as membranas foram incubadas overnight a 42C com anticorpo primario, de acordo as
recomendacdes de diluicdo do fornecedor. Em seguida foram realizadas lavagens com solucdo TBST para
s6 entdo a realizacdo da incubacdo do anticorpo secundario, por aproximadamente 2 horas a 42C. Essa
etapa foi sucedida pela adicdo de 2 mL de solucdo de quimiluminescéncia (Pierce, CA), o que causa uma
reacao com o anticorpo secundario e permite a deteccdo da carga proteica por meio do uso de foto
documentador. A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria 6ptica através do programa
Uniscan®.

Os reagentes e instrumentacdo para géis de dodecil sulfato de sédio (SDSPAGE) utilizados sdo da
Bio-Rad (Richmond, CA), assim como a membrana de nitrocelulose (BA85, 0,2 mm). Os compostos Tris
Hidroximetil Aminometano (TRIS), Fenilmetil Sulfonil Fluorido (PMSF), Aprotinina e Ditiotreitol (DTT)
foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Os anti-corpos foram provenientes das seguintes empresas:
anti-Lonp1 - BIOSS; Anti-HSP60 e anti-peiF2a — Cell; OXPHOS — ABCAM.
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Os dados foram analisados através do “Test T Student” ou andlise de variancia (ANOVA), seguida
por andlise de significancia (Bonferroni), quando apropriado, para comparacdo dos grupos
experimentais. A significancia estatistica adotada sera de p < 0,05. O processamento e anadlise dos dados
foi feita com o auxilio do software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Fig. 1
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Figura 1. Ganho de peso Corporal (em gramas) e tempo em semanas.
Os simbolos representam diferenga estatistica entre: “*”: CTL vs HFD;
“&”: CTL vs TR; “#”: HFD vs TR. “*” = valor p de 0.01 até 0.05, “**” =
valor p de 0.001 até 0.01, “***” = valor p de 0.0001 até 0.001 e
“*FEXXY = valor p <0,0001. CT: n=10; HFD: n=9; e TR: n=8.

Na Figura 1 observamos que os grupos iniciaram o protocolo com valores de peso corporal bem
proximos, e apenas no decorrer das semanas houve um aumento consideravel deste nos grupos de
camundongos tratados com dieta hiperlipidica, em comparagdo com o grupo controle. Apesar disso, o
grupo High Fat Treinado apresentou um declinio no ganho de massa a partir do inicio do protocolo de
treinamento aerdbio, caracterizando o carater preventivo que a pratica de exercicios fisicos demonstra

contra a obesidade.

Fig. 2 A.
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Figura 2 Efeito do exercicio fisico sobre marcadores de atividade mitocondrial no tecido hepdtico de camundongos obesos. (A-B-C-D-E-F).

(C- D- E- F) Conteudo proteico dos complexos da cadeia de fosforilagéo oxidativa. (n=4-5) * = p < 0,05.
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Analisando valores de conteldo proteico obtidos a partir da técnica de Western Blotting para
marcadores de atividade mitocondrial do complexo de fosforilacdo oxidativa descritos na figura 2, foi
observada mudanca significativa apenas no Complexo I, quando comparamos os grupos HFD e HFD +
TR. Apesar disso, houve uma tendéncia de diminui¢cdo de conteldo proteico dos demais complexos no
grupo tratado com dieta hiperlipidica (HFD), e notdvel recuperagdo e até superagdo deste no grupo
submetido ao treinamento aerdbio (HFD + TR).

Fig. 3 A. B.
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Figura 3 Efeito do exercicio fisico sobre marcadores de UPR™ no tecido hepdtico
de camundongos obesos. (A-B). Conteltido proteico de HSP60 (n=4-5) *=p <0,05

O grafico presente na figura 3B mostra que também houve diferenga estatistica no conteudo
proteico de HSP60, um marcador UPRmt, no figado de camundongos obesos, na comparag¢do entre o
grupo controle e os dois grupos tratados com dieta hiperlipidica. Assim, os dados indicam que esse tipo
de dieta pode suprimir o mecanismo de reparagcdo mitocondrial.

Fig. 4 A. B.
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Figura 4 Efeito do exercicio fisico sobre marcadores de UPR™ no tecido
hepdtico de camundongos obesos. (A-B). Contetido proteico de LONP-1 (n=4-
5)*=p<0,05
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Apesar disso, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos dois marcadores de UPR™ (HSP60
e LONP-1) entre os grupos tratados com High Fat e aqueles que associaram a dieta hiperlipidica ao
treinamento.

Fig. 5 A. B.
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Figura 5 Efeito do exercicio fisico sobre marcadores de ISR no tecido hepdtico de
camundongos obesos. (A-B). Contetdo proteico de pEif2a (n=4-5) * = p < 0,05
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A mesma tendéncia mostrada para HSP60 aparece no grafico da figura 5B, o qual descreve o
conteudo proteico de pEif2a no figado dos camundongos. Esse marcador é caracteristico da Resposta
Integrada ao Estresse, e, portanto, demonstra que esse mecanismo também deve ter sua atividade
diminuida atrelada ao consumo excessivo de gorduras, mas ndao houve diferenga em relagao ao grupo
treinado.

CONCLUSOES:

A partir dos expostos acima, podemos concluir que o treinamento fisico aerdbio contribuiu para
a prevencdo da obesidade, mas ndo foi capaz de reverter significativamente a delecdo de mecanismos
de recuperacdo celular e mitocondrial, ISR e UPR™ respectivamente, promovida pelo acimulo de
gordura no tecido hepdatico. Apesar disso, ha uma tendéncia notdvel de diminuicdo desses efeitos apds
as 4 semanas de treinamento, principalmente da recuperacdo das proteinas relacionadas ao sistema de
fosforilacdo oxidativa. Além disso, pode-se dizer que os dois mecanismos de reparo demonstraram
comportamentos parecidos, o que caracteriza a proximidade entre os dois.
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