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Avaliagao da expressao dos genes FADS1/2 e ELOVL2/5 no musculo de
camundongos obesos e exercitados.

1. Resumo

Introdugao: Atualmente, a obesidade atinge cerca de um bilhdo de pessoas
no mundo, sendo a doenca base para o aparecimento de diversas outras, cronicas e
nao transmissiveis. Essa doencga traz grande impacto sobre o padrao na expressao
génica de alvos relacionados ao metabolismo lipidico. Por outro lado, o exercicio
fisico se comporta como tratamento ndo medicamentoso a obesidade, podendo
modular tanto o padrdo de genes quanto o perfil lipidico em praticantes de atividade
fisica. Estudos preliminares demonstraram que o exercicio fisico aumenta a sintese
do acido graxo docosahexaendico (DHA), membro da familia do omega-3, no
musculo de camundongos exercitados. No entanto, ndo € sabido quais os
mecanismos envolvidos nesse controle. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar
o padrdao de resposta gendbmica no musculo de camundongos eutroficos,
sedentarios ou exercitados, e obesos, sedentarios ou exercitados, no que tange os
genes controladores de vias biossintéticas de lipidios, como os da enzimas
dessaturases (Fads1/2) e elongases (Elovl2/5). Materiais e Métodos: Para isso, 24
camundongos Swiss Albinos, machos, foram distribuidos em quatro grupos
experimentais (N=6). Doze animais foram mantidos em dieta comercial controle (CT)
e os demais, alimentados com dieta rica em gordura (HF). Apdés 30 dias de
protocolo alimentar, um subgrupo de animais foram submetidos ao exercicio fisico
cronico, dando inicio aos grupos CTEX e HFEX, enquanto os demais foram
mantidos em sedentarismo.
Houve adaptacdo em esteira motorizada, por 5 dias consecutivos, com duragao de 5
minutos, em velocidade simbdlica. Ambos foram gradualmente aumentados e, ao

final da adaptacéo, os animais corriam por 20 minutos, em velocidade de 5 metros



por minuto. Foi realizado o teste de carga incremental para definicido da
capacidade maxima de exercicio de cada grupo. Posteriormente, os grupos foram
treinados com o objetivo de alcangarem a intensidade de 60% da velocidade
referente a capacidade maxima de trabalho, durante 4 semanas, 5 dias por semana,
por 60 minutos. Ao final do periodo experimental, todos os animais foram
eutanasiados e o musculo gastrocnémio foi retirado para analise em RT-gPCR dos
genes Fads1, Fads2, Elovi2 e Elovl5. Hipétese: Espera-se que o exercicio altere
positivamente o padrdo de expressdo das enzimas dessaturases e elongases
aumentando a capacidade de sintese de acidos graxos polinsaturados, ao passo
que a obesidade cause alteragdes negativas nesses genes, prejudicando tal
sintese. Nesse contexto, busca-se avaliar o potencial do exercicio fisico em reverter

tais alteragoes.
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2. Material e Métodos
Coleta do material biolégico
Vinte e quatro horas apo6s a ultima sessdo de exercicio os camundongos
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),
via intraperitoneal. Apds perda dos reflexos pedal e corneal, o musculo
gastrocnémio da pata direita e esquerda foi extraido e armazenado a -80 °C para

analise de expressao génica.

RT-gPCR

Fragmentos do musculo foram homogeneizados em PureZOL RNA /solation
Reagent (Bio-Rad), no Tissue Lyser Il (Qiagen). O RNA total foi isolado de acordo
com as recomendagdes do fabricante e quantificado por meio do Nanodrop 8000
(Thermo Scientific). Uma aliquota de RNA total contendo 2 pg foi utilizada para
sintese de cDNA, com o kit High Capacity - cDNA Reverse Transcription
(ThermoFisher), no AgileCycler (Avans). Para a reacdo de qPCR utilizou-se iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad), no equipamento 7500 Fast Real-Time

PCR (ThermoFisher). Para as analises, adotou-se quantificacdo pelo AACt,



verificacdo da amplificagdo das amostras e do NTC (No Template Control) na melt

curve.

3. Resultados

Dieta HF induz aumento da ingestao calérica e ganho de peso, revertidos pelo
exercicio fisico.

Ao considerar 3,37 kcal/g de dieta controle e 5,43 kcal/g de dieta HF, tanto a
ingestao caldrica diaria (Fig. 1B) quanto a total (Fig. 1C) foram maiores no grupo HF
em comparagdo com o grupo controle (CT) desde as primeiras semanas do
protocolo (P<0,05). O exercicio fisico, nesse modelo experimental de obesidade,
reduziu significativamente (P<0,05) tal ingestdo. Similarmente, a dieta HF aumentou
a eficiéncia energética dos animais (Fig. 1D), e o exercicio fisico reverteu essa
situacdo, mesmo quando comparados apenas os grupos alimentados com dieta CT
(P<0,05). Ap6s 4 semanas de dieta HF, observou-se aumento (P<0,05) do peso
corporal final (Fig. 1E) e entre o delta de peso final vs inicial (Fig. 1F), quando
comparados ao grupo CT. Ao final do protocolo, a diferenca de peso foi ainda mais
acentuada, conforme observado na evolugdo ponderal semanal (Fig. 1G). Ja o
exercicio fisico demonstrou-se capaz de reverter tal quadro.
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Figura 1:

*CT vs HF; **CT vs CTEX; #HF vs HFEX. Teste Tukey.

(A) Camundongos Swiss machos com 4 semanas de idade foram alimentados com racao
normal (CT, N=12) ou dieta rica em gordura (HF, N=12) por 8 semanas. Apds o protocolo
alimentar, os animais foram divididos em quatro grupos, mantidos nas dietas CT ou HF: CT
sedentario (CT), CT exercitado (CTEX), HF sedentario (HF) e HF exercitado (HFEX). Apds
4 semanas de exercicio fisico, os animais foram eutanasiados, os tecidos alvo extraidos e
realizada a analise génica. (B) A ingestao caldrica diaria foi calculada considerando: CT =
3,37 kcal/g; HF = 5,43 kcal/g. Os dados mostram as kcal/g ingeridas pelos animais durante
as semanas de protocolo, evidenciando que o grupo HF manteve maior ingestédo
comparado ao CT e HFEX. (C) A ingestéo caldrica total ao longo do protocolo, com o grupo
HF apresentando maior consumo caldrico total em comparacgao aos grupos CT e HFEX. (D)
A eficiéncia energética dos animais, medida como delta peso (g) / kcal, foi aumentada no
grupo HF comparado ao CT. O exercicio fisico reduziu esse parametro tanto no grupo CT
(CT vs. CTEX) quanto no grupo HF (HF vs. HFEX). (E) O peso final dos animais, em
gramas, demonstrou um aumento significativo no grupo HF, enquanto os grupos exercitados
(CTEX e HFEX) apresentaram reducao de peso comparado aos seus respectivos controles.
(F) O delta de peso (peso final menos peso inicial) também mostrou um aumento no grupo
HF, com diminuicdo significativa nos grupos exercitados. (G) A evolugédo ponderal ao longo
das semanas mostrou as diferengas no ganho de peso entre os grupos, com o grupo HF
apresentando maior ganho de peso e os grupos exercitados mostrando menor ganho em
comparacgao aos seus controles.

4. Conclusao:

Até o momento, conclui-se que a dieta HF foi eficiente em induzir obesidade
no modelo experimental, evidenciado pelo consumo caldrico, resultando em ganho
de peso elevado. O exercicio fisico reduziu tal consumo, impactando negativamente
no ganho de peso. Portanto, o modelo experimental de obesidade, assim como a
protecao associada ao exercicio, foram eficientes.

Dados moleculares serao entregues no relatorio final.
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