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RESUMO

SOUSA, L. G. Vias de sintese e degradacdo de proteinas na resisténcia a insulina induzida
por dieta hiperlipidica: efeito da suplementacdo com &cidos graxos Omega-3 e do
treinamento fisico aerdbico. 2015. 99 f. tese (Doutorado em Biotecnologia). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Séo Paulo, 2015.

Os efeitos da obesidade no musculo esquelético estdo relacionados com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (RI), diabetes e piora da qualidade de vida. Trabalhos rescentes tem
demonstrado que a dieta hiperlipidica (DHL) diminui a capacidade de crescimento do musculo
esquelético. Este efeito negativo esta relacionado a diminuicdo na ativacdo da via Akt/mTOR
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia anabdlica (RA). Por outro lado, estudos tém
demonstrado um possivel efeito benéfico da suplementacdo com o &cido graxo poliinsaturado
omega 3 (Ag-W3) e do treinamento fisico aerébico (TA) na prevencdo e tratamento da RA. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo com Ag-W3, do TA e da
associacdo Ag-W3/TA nas vias de sintese e degradacdo de proteinas de camundongos com
obesidade induzida por DHL. Os animais alimentados com DHL tiveram pior desempenho na
distdncia total percorrida, atividade reduzida das enzimas citrato sintase e catepsina L, e
diminuicdo da proteina Akt em comparacdo ao grupo alimentado com dieta balanceada (DB).
Nao houve alteracdo nas proteinas S6k, 4EBP1 MuRF1, MAFbx e no Proteassoma (5 nos
animais obesos em relacdo aos animais submetidos a DB sedentérios, indicando que o processo
de sintese proteica no musculo gastrocnémio ndo foi afetado. O tratamento com o0 Ag-W3 e TA
isoladamente foram capazes de atenuar alguns parametros, tais como, ganho de peso, depésitos
de gordura e glicemia de jejum. Porém, s6 o TA restaurou a insulinemia de jejum, melhorando a
RI. Além disso, 0 TA melhorou o desempenho (distancia total), aumentou a atividade da enzima
citrato sintase e expressdao de PGCla, independentemente da suplementacdo com o Ag-W3,
sugerindo uma melhora do metabolismo oxidativo. Em conclusdo, o TA promove um efeito
protetor na obesidade e RI, contribuindo para a manutencdo da homeostase do musculo
gastrocnémio de camundongos obesos, independente da suplementagdo com o Ag-Wa3.

Palavras-chave: Obesidade. Musculo esquelético. Treinamento fisico aerdbico. Oleo de peixe.
Resisténcia a insulina. Sintese proteica.



ABSTRACT

SOUSA, L.G. Protein synthesis and degradation pathways in insulin resistance induced by
high fat diet: The effect of omega-3 fatty acid supplementation and aerobic exercise
training. 2015. 99 p. Ph. D. thesis (Biotechnology). Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The effects of obesity on skeletal muscle are correlated with insulin resistance (IR), diabetes and
decreased of quality of life. Recent work has demonstrated that a high fat diet (HFD) decreases
the ability of skeletal muscle to hypertrophy in a model of increased mechanical load. This
negative effect on muscle growth is correlated with a decrease in activation of the Akt/mTOR
signaling pathway, contributing to the development of anabolic resistance (AR). Furthermore,
studies have demonstrated a possible effect of omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) and
aerobic exercise training (AET) on prevention and treatment of obesity and IR. The objective of
the present study was to evaluate the effects of PUFA supplementation, AET, and association
PUFA/AET on protein synthesis and degradation pathways in mice with obesity induced by
HFD. Animals fed with HFD showed decreased performance in a running distance test, decreased
citrate synthase and catepsin L enzymatic activities, and decreased levels in markters of protein
synthesis, such as Akt when compared with the group fed a standard diet (SD). There were no
changes in S6k, 4EBP1, MuRF1, MAFbx and Proteasome B5 in obese mice compared with mice
fed SD, suggesting that protein synthesis was not affected in the gastrocnemius muscle. The
treatment with PUFA and AET alone were able to attenuate parameters like weight gain, fat
content and glucose levels. However, only AET restored insulin levels, decreasing the resistance
to insulin Furthermore, AET improved performance (distance run), increased citrate synthase
enzyme and PGCla expression, independent of the PUFA supplementation, suggesting an
increase in oxidative metabolism. In conclusion, AET promotes a protective effect on obesity and
IR and contributes to maintenance of homeostasis in gastrocnemius muscle in obese mice,
independently of supplementation with Ag-PUFA.

Keywords: Obesity. Skeletal muscle. Exercise. Insulin resistance. Protein synthesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Prevaléncia da obesidade

Nos ultimos 20 anos, a obesidade tem se tornado um dos principais problemas de salde
mundial, principalmente nos paises ocidentais (SISHI et al., 2011). Dados da organizacao
mundial da saide (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015) (WHO, 2015) demonstram
que em 2014 existiam 1,9 bilhdes de pessoas com sobrepeso e 600 milhdes de pessoas tinham
obesidade. Além disso, 39% da populacdo maior de 18 anos tinha sobrepeso e 13% eram
consideradas obesas. Somente nos Estados Unidos, onde um ter¢o dos adultos e 17% dos jovens
sdo obesos, 0s custos com o tratamento da obesidade somam $147 bilhdes de dolares por ano,
totalizando 9% no total de gastos com a salude (FINKELSTEIN et al., 2010; OGDEN et al.,
2014). No Brasil, dados do ministério da satde apontam que, pela primeira vez, mais da metade
dos brasileiros estdo com sobrepeso (52,5%) e 17% da pulacdo é obesa (VIGILANCIA DE
FATORES DE RISCO E PROTECAO PARA DOENCAS CRONICAS POR INQUERITO
TELEFONICO) (VIGTEL, 2014). O sobrepeso e obesidade aumentam a incidéncia de vérias
doencgas, aumentando a taxa de morbidade e mortalidade gerando um custo mensal de 500 a
1.000 reais por paciente, gerando um grande custo com salde para 0 governo.

1.2 Obesidade, resisténcia anabdlica e metabolismo de proteinas

A obesidade predispde o individuo a diversas condic¢des patoldgicas, incluindo o diabetes
melittus tipo 2 DMT2, doencas cardiovasculares (DCVs), resisténcia a insulina (RI), hipertensdo
(HAS), sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer (SILVEIRA et al., 2008; SITNICK et al.,
2009). Recentemente, a obesidade foi associada com o aumento na incidéncia de problemas
relacionados ao musculo esquelético, com a reduc@o da mobilidade e na forca muscular (FALK et
al., 2002). Apesar de ndo haver atrofia muscular em adultos jovens, a obesidade esta associada a
reducdo da forga relativa (forca por massa muscular) (DUVIGNEAUD et al., 2008;

FOGELHOLM et al., 2006), inibicdo do crescimento infantil e exacerbacdo da perda de massa
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muscular induzida pelo envelhecimento, uma condi¢do conhecida como “sarcopenia do obeso”
ou “sarcobesidade” (ILICH et al., 2014; PARR et al., 2013). Dados da literatura apontam para
uma associacao significativa entre a duracdo da obesidade e a perda de forca de preensdo manual
(STENHOLM et al.). Considerando a relacdo direta entre a producdo de forca e longevidade,
assim como o problema global da obesidade, pesquisas sdo necessarias para avaliar os efeitos da
obesidade cronica na funcdo muscular e no processo de adaptacdo do musculo esquelético.

O musculo esquelético é um tecido extremamente plastico que se adapta ao longo da vida
frente a uma variedade de sinais que modificam o seu tamanho e funcdo. A obesidade induzida
por dieta hiperlipidica afeta negativamente propriedades importantes do musculo esquelético,
incluindo a deposicdo de glicogénio, 0 metabolismo oxidativo (mitocéndrias), a geracéo de forca
e a capacidade de crescimento (hipertrofia) (HIRABARA et al., 2010; JORGENSEN et al., 2015;
SITNICK et al., 2009). Considerando que o musculo esquelético € o principal érgdo envolvido na
captacdo e utilizagdo de glicose e acidos graxos, bem como na locomocdo, é de grande
importancia entender como a dieta hiperlipidica afeta a capacidade do musculo esquelético de
manter a geracdo de forca e de responder adequadamente a estimulos externos de crescimento.
Uma menor capacidade de hipertrofia frente a uma carga mecanica tem significado clinico
importante, uma vez que a perda de massa muscular e a reducdo de forca afetam a mobilidade.
Além disso, a forca e a massa muscular sdo inversamente associadas com aumento de

mortalidade por causas diversas, incluindo doengas cardiovasculares e cancer (RUIZ et al., 2008).

A obesidade cronica pode reduzir a capacidade de recuperacdo da forca e massa muscular
apo6s um evento que induz atrofia muscular (como internagdo por um longo periodo apo6s leséo ou
doenga) ou manutencédo da geracdo de forca durante o processo de envelhecimento, acelerando o
processo de sarcopenia. Por exemplo, a capacidade reduzida de recuperacdo do musculo
esquelético apos a fratura de quadril aumenta a probabilidade de uma nova fratura de quadril e
diminui a atividade voluntaria (AUAIS et al., 2012), elevando o risco de desenvolvimento de
trombose venosa profunda com embolia pulmonar fatal, a causa mais comum de morte por

fratura de quadril.

Pacientes com obesidade severa que apresentaram diminuicdo da forca de preensédo
manual possuem aumento de 1,4 vezes na taxa de mortalidade, sugerindo que a forgca € sim um

preditor independente de mortalidade nos pacientes obesos (RANTANEN et al., 2000).
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Considerando que o nimero de pessoas obesas estd aumentando a cada ano e que esse aumento
tem importantes implicacdes na taxa de sobrevida (RUIZ et al., 2008; STENHOLM et al., 2008),
é necessario aprofundar o entendimento sobre os efeitos da obesidade crénica na fun¢do muscular

e na capacidade do masculo adulto hipertrofiar frente a sinais anabdlicos.

Os processos de sintese e degradacdo proteica no musculo ocorrem em um processo
continuo com o intuito de manter a homeostase celular. Fatores como o estado nutricional,
hormonal, neural e a mecanotransducdo, determinam a velocidade com que a taxa de sintese e
degradacdo ocorrem (Figura 1) (FREY et al., 2014; MARCOTTE et al., 2015). Esses dois
processos celulares geram custo energético elevado para 0 nosso organismo. Em torno de 20-50%
da taxa metabdlica de repouso € direcionada para a renovacdo das proteinas (turnover proteico),
com a sintese de cerca de 300 g de proteinas por dia em adultos saudaveis, sendo responsaveis
por 1,5 kg de musculo (BAAR, 2006; FRANCH; PRICE, 2005; WATSON; BAAR, 2014,
WELLE; NAIR, 1990). Desse modo, alteragcdes em qualquer um desses dois processos reflete no
metabolismo muscular. As vias celulares responsaveis pela regulacdo do tamanho celular sob
condicdes de hipertrofia e atrofia em adultos ainda estdo sendo elucidadas. No entanto, alguns
estudos tém demonstrado que a via Akt/mTORCL1 tem importante papel nessa regulacédo
(BODINE et al., 2001; JEFFERSON; KIMBALL, 2001; MARCOTTE et al., 2015). A proteina
“Mammalian target of rapamycin (nTOR) 1”, uma proteina quinase, ¢ um importante ponto de
convergéncia de sinalizagdo por meio dos aminoacidos, fatores de crescimento, sobrecarga
mecanica e balanco energético, tendo papel critico na regulacdo da traducdo do RNAmM e
crescimento celular. Dois distintos complexos da mTOR sdo conhecidos: o primeiro complexo,
sensivel a rapamicina, e responsavel pelo controle celular e composto pela mTORCL1 que, por sua
vez, possui proteinas regulatorias associadas a mTOR (raptor), mLST8/Gf, PRAS40 e DEPTOR,;
0 segundo complexo, que ndo é sensivel a rapamicina, é composto por DEPTOR, PROTOR,
mLST8/GB e mSIN1. A importancia da sinaliza¢cdo mediada pela mTOR no musculo esquelético
foi primeiramente demonstrada por Baar e Esser, em 1999 (BAAR; ESSER, 1999). Nesse estudo,
0s autores reportaram forte correlagéo direta entre a fosforilagdo da mTORC1, S6K1 e hipertrofia
muscular em ratos, durante um protocolo de treinamento fisico de alta intensidade.
Subsequentemente, Bodine et al., 2001 demonstraram que o processo de hipertrofia do musculo
esquelético de adultos € criticamente regulado pela ativacdo da mTORC1 e suas proteinas-alvo,

S6K1 e 4E-BP1. Subsequentemente, estudos que avaliaram modelos animais e humanos
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demonstraram uma funcdo critica para a ativacdo da mTORC1 na regulacdo do tamanho do
masculo, especialmente sob condi¢cbes de sobrecarga (DRUMMOND et al.,, 2009;
DRUMMOND; RASMUSSEN, 2008; KIMBALL; JEFFERSON; TERZIS et al., 2008).

L
¢ ", Insulin
Amino Acids

) @‘

Leucine

ER Stress

—_—
B

MURF1 + MAFbX <€— j
NFxB-regulated <« .
transcription S

T protein synthesis, ribosomal biogenesis, and muscle growth

Figura 1 - Diagrama esquematico ilustrando algumas das vias de sinalizagdo que podem contribuir para a
inibicdo do crescimento e adaptacdo muscular nos camundongos obesos com resisténcia a insulina. As
proteinas destacadas em vermelho desempenham um efeito inibitério na ativacdo da proteina mTORCL. Fonte:
Bodine, 2013 (Reviséo).

Uma capacidade reduzida para ativagdo da sintese proteica pode afetar a capacidade de
aumento do tamanho celular frente a “sinais de crescimento”, COMO a Sobrecarga mecanica.
Alguns estudos tém sugerido que a sintese proteica pode nao ser completamente ativada apos um
periodo de obesidade induzida por dieta, associada ou ndo a sobrecarga mecanica em animais
obesos (ANDERSON et al., 2008; MASGRAU et al., 2012; TARDIF et al., 2014), caracterizando
0 quadro denominado de “resisténcia anabdlica” (RA) (Figura 2) (PHILLIPS et al., 2009). Ja

estd bem estabelecido que a obesidade é acompanhada por aumento na quantidade de acidos
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graxos circulantes (AG) (ADAMS et al., 2004; SILVEIRA et al., 2008). Dentre os principais AG
que se acumulam no musculo esquelético, estdo o triacilglicerol (TAG), o diacilglicerol (DAG) e
as ceramidas. O aumento no consumo de dietas ricas em lipideos contribui com a elevacéo dos
lipidios intramiocelulares (LIM). Uma das hipoteses é que esse aumento nas concentracfes de

AG poderia atenuar a sintese proteica no individuo obeso, contribuindo para o desenvolvimento

da RA.
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Figura 2 — Principais fatores que levam ao quadro de resisténcia anabolica no musculo esquelético. DHL.: dieta
hiperlipidica; ERO: espécies reativas de oxigénio.

Recentemente, Sitnick et al., (2009) demonstraram que a capacidade do musculo
esquelético de hipertrofiar em reposta ao aumento de sobrecarga estava reduzida em
camundongos selvagens obesos (Figura 3). Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento
da resisténcia anabdlica sdo pouco conhecidos, no entanto, hipotetiza-se que a resisténcia
anabolica encontrada na obesidade esta diretamente relacionada com o aumento do contetdo

intramiocelular de lipidios e estresse oxidativo. Nesse estudo, foi demonstrado que, ap6s 14 dias
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de sobrecarga funcional, os animais do grupo submetidos a DHL apresentaram redugéo
significativa nas proteinas Akt e S6K quando comparado ao grupo que foi submetido a dieta com
baixa quantidade de lipideos. Além disso, houve reducdo na formacédo de polissomos, sugerindo
que houve prejuizo no processo de traducao nos animais submetidos a DHL. Portanto, o0 musculo
de animais submetidos a DHL por periodo prolongado tem capacidade reduzida de hipertrofiar

frente ao protocolo de sobrecarga funcional que classicamente induz hipertrofia.

—a— LFD
== HFD

Absciute Difference
n Plantaris Mass (mg)

Days of Funchional Overload

Figura 3 - Massa do musculo plantar dos camundongos submetidos ao protocolo de sobrecarga funcional.
Diferencas no valor absoluto entre o grupo controle e 0s grupos submetidos a sobrecarga funcional (functional
overload) de camundongos alimentados com dieta com baixo teor de gordura (LFD) e dieta hiperlipidica (DHL).
#Diferenca estatistica entre os grupos DB e DHL (p<0.05). Dados foram expressos como médiatdesvio padrao.
Fonte: Sitnick, 2009.

Outro fator que pode contribuir para o desenvolvimento da resisténcia anabolica e a
inativacdo da mMTORC1 é o estresse do reticulo endoplasmatico (ERE). O reticulo
endoplasmatico (RE) é o local onde acontece o enovelamento e a sintese de proteinas. Diversas
situagBes como 0 aumento na ingestdo de acidos graxos saturados, jejum e aumento na producao
de proteinas secretoras promovem a quebra na homeostase do RE, tendo como consequéncia o
acumulo na quantidade de proteinas enoveladas (unfolded proteins) e mal enoveladas (misfolded
proteins) (DELDICQUE, 2013). Corroborando com essa hipotese, Deldicque et al., (2010)
demonstraram que camundongos submetidos a dieta hiperlipidica durante 6 semanas
apresentaram elevado ERE. Esse aumento, por sua vez, pode contribui para 0 aumento na
producdo das proteinas mal enoveladas que estdo associadas com a reducdo na sintese proteica,

sensibilidade &, insulina e aumento nos marcadores inflamatorios. O mesmo grupo também
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demonstrou que o ERE promove inibi¢do na ativagdo da mTORC1, contribuindo para a reducao
da sintese proteica em células musculares. No mesmo estudo, foi demonstrado que, mesmo em
baixos niveis, 0 quadro de estresse de reticulo, é suficiente para prevenir o aumento na ativacao
da mTORC1 apés adicdo de leucina em células C2C12, demonstrando, assim, que o0 estresse de
reticulo contribui para a resisténcia anabolica, prevenindo a ativacdo da mTORC1. Essa resposta
foi associada a inibicdo na fosforilacdo da proteina AKT e da proteina PRAS40. A redugdo na
fosforilacdo da Akt resulta na diminuicdo da fosforilacdo da PRAS40, um inibidor alostérico da
mTORC1. A hipofosforilagdo da PRAS40 resulta em uma continuada ligacdo com o raptor,
prevenindo a fosforilagdo dos principais alvos da mTORC1 que medeiam a sintese proteica,
como a S6K (WANG et al., 2007). Aumento na insulinemia pode elevar a fosforilagdo da Akt,
mesmo em situacdes em que ha aumento no ERE, a ativacdo da mTORC1, nesse caso, é
atenuada, mas nao perdida. Portanto, sugere-se que a ativacdo da mTORCL1 pode ser atenuada
e/ou prevenida pelo ERE como consequéncia da inativacdo da Akt, contribuindo para a
hipofosforilagdo da PRAS40.

1.3 Sistemas de degradacéo de proteinas e atrofia muscular esquelética

O aumento na degradacdo proteica muscular esta diretamente relacionado a hiperativacdo
de trés principais vias proteoliticas, sdo elas: o sistema lisossomal/autofagia, proteinas ativadas
por calcio (calpainas) e o sistema ubiquitina proteassoma dependente de ATP (SUP). O sistema
lisossomal é responsavel pela degradacdo de proteinas de membranas e organelas (receptores,
canais ibnicos e mitocondrias). As calpainas sdo cisteina proteases dependentes de calcio e estdo
localizadas nos sarcomeros (linha Z). O aumento na atividade dessas proteinas € desencadeado
pelo aumento nas concentracBes de calcio, tendo como principal funcéo a clivagem das proteinas
miofibrilares, dentre as principais proteinas que funcionam como substratos para as calpainas,
inclui-se a titina, nebulina, proteina C, vinculina, dentre outras, que, quando degradadas, causam
desarranjo estrutural das miofibrilas, com o intuito de disponibilizar essas proteinas para o
processo de ubiquitinacdo, fornecendo o substrato para a ativacdo do SUP, ja que 0 mesmo nédo
tem a capacidade de degradar proteinas miofibrilares intactas (JACKMAN; KANDARIAN,



30

2004). Por outro lado, a atividade das calpainas é regulada negativamente pela proteina
Calpastatina (GOLL et al., 2008).

Em 1969, o grupo do pesquisador Golderbg demonstrou que o aumento na taxa de
degradacédo proteica contribuia para a perda de massa muscular apds submeter os animais aos
protocolos de denervagdo ou tratamento com glicocorticoides (GOLDBERG, 1969). Apos essa
descoberta inicial, outros grupos demonstraram que a taxa de degradacdo proteica estava
aumentada em outros modelos de estresse metabdlico, como a sepse, cancer, diabetes e jejum,
sendo que o principal responsavel pelos eventos iniciais de degradacdo proteica era o Sistema
Ubiquina Proteassoma dependente de ATP (SUP). O SUP é a principal via envolvida nos
processos de atrofia do musculo esquelético, contribuindo para a clivagem de aproximadamente
80% das proteinas citosolicas, sendo ativado pelo fornecimento de substratos pelos outros
sistemas proteoliticos (BODINE, 2013; HERSHKO; CIECHANOVER, 1998). Estudos recentes
demonstram que os trés principais sistemas proteoliticos parecem interagir de forma simultanea
para 0 processo de protedlise muscular (ATTAIX et al., 2012; BODINE, 2013; JACKMAN;
KANDARIAN, 2004; SCHIAFFINO et al., 2013).

A principal funcdo do SUP ¢é selecionar, marcar e degradar as proteinas, auxiliando no
controle de qualidade das proteinas mal formadas. A ativacdo desse sistema consiste de trés
passos altamente organizados e complexos (Figura 4). Inicialmente, a ubiquitina é ligada ao
residuo de cisteina da enzima ativadora, E1 (proteina ativadora), via seu terminal glicina, em um
processo dependente de ATP. A etapa seguinte ocorre pela transferéncia da ubiquitina ativada
para a enzima E2 (proteina carreadora), que tem o papel de conjugar as ubiquitinas, formando a
cauda de poliubiquitina. Finalmente, a enzima E3 (ubiquitina ligase) liga as ubiquitinas
conjugadas a proteina-alvo (marcacdo), sendo que as proteinas marcadas séo reconhecidas pelo
complexo proteasomal 26S (por¢do regulatéria e catalitica), iniciando o processo de protedlise,
clivando-as em pequenos polipeptidios (8-12 aminoéacidos) (GLICKMAN; CIECHANOVER,
2002; WING, 2005). Em condicdes patoldgicas, o SUP é o principal sistema envolvido na
degradacdo das proteinas sarcoméricas em resposta a mudanca na atividade contratil (GLASS,
2010; SCHIAFFINO et al., 2013).
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Figura 4 - Principais sistemas de degradacdo proteica no muasculo esquelético. Sistema ativado pelo aumento nas
concentragdes de célcio intracelular (Calpainas) que tém a funcéo de clivar as proteinas sarcoméricas (A), Sistema de
autofagia/lisossomal (B) e Sistema Ubiquitina proteassoma dependente de ATP (C). Fonte: Jackman e Kandarian,
2004 (Revisdo).

1.4 Papel das E3 ligases MuRF1 e MAFbx no processo de atrofia muscular esquelética

Apds essas descobertas iniciais, dois grupos independentes identificaram duas novas E3
ubiquitinas ligases que medeam os eventos de atrofia muscular (BODINE et al., 2001; GOMES
et al., 2001). Essas duas proteinas sdo conhecidas como muscle RING finger 1 (MuRF1) e
Muscle atrophy F-Box (MAFbx)/atroginal. Diversas fun¢des do MuRF1 e MAFbx no musculo
esquelético ainda estdo sob intensa investigagdo, no entanto, ja esta bem estabelecido que essas
duas proteinas estdo envolvidas na ligacdo dos substratos seletivos para o processo de
ubiquitinacdo e subsequente degradacdo pelo SUP. Assim, 0 aumento na expressdo de MuRF1 e
MAFbx em modelos que induzem atrofia muscular é possivelmente o principal responsavel pela
mudanga do balango proteico positivo para o balanco proteico negativo, contribuindo para a
perda de massa muscular (BODINE, 2013).

Desde as primeiras descobertas, ficou demonstrado que a expressdo de RNA mensageiro

do MuRF1 e MAFbx esta aumentada em diversos modelos experimentais que induzem atrofia e,
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desde entdo, os dois genes sdo utilizados como marcadores-chave do processo de atrofia com

algumas caracteristicas fundamentais:
a) Ambos 0s genes sdo seletivamente expressos no musculo esquelético;

b) Ambos 0s genes sdo expressos em niveis baixos em condi¢cdes de repouso,
aumentando rapidamente sob condigfes de estresse que induzem a perda de massa

muscular (atrofia).

Os dominios RING finger E3s, dos quais existem mais de 600 conhecidas no genoma
humano, regulam a adi¢do da ubiquitina (mono-ubiquiquitinacdo, multi-mono-ubiquiquitinacéo e
multi-poli-ubiquiquitinagdo) a proteinas especificas, orientando, assim, grande variedade de
destinos e fungdes, incluindo: degradacédo pelo proteassoma 26S, modificacdo da localizagcdo na
célula, modificacdo das interacbes de proteinas, regulacdo da atividade de transcricdo e
propagacdo de sinalizacdo transmembranar. Modificacdes na homeostase do sistema de controle
de proteinas ubiquitinadas pode afetar grande variedade de funcdes fisioldgicas e tém sido
associadas ao envelhecimento, bem como, neurodegeneracdo e distrofia muscular (BODINE,
2013). Diversos estudos tém demonstrado que aumentos na atividade do SUP contribuem para a
perda acelerada de massa muscular em diversas condi¢des patoldgicas. (ATTAIX et al., 2012;
BODINE et al., 2001; SCHWARTZ; CIECHANOVER, 2009).

1.5 Acido graxo 6mega 3, obesidade e musculo esquelético

Os acidos graxos (AG) sdo acidos monocarboxilicos, geralmente com uma cadeia
carbonica longa, ndo ramificada, com nimero par de atomos de carbono. A presenca ou ndo de
duplas ligacbes na cadeia carbonica classifica os AG em saturados, monoinsaturados ou
poliinsaturados. As principais insaturacfes desses AG estdo na terceira (®-3), sexta posi¢ao (m-
6), sétima (®-7) ou na nona posicdo (»-9), a partir do hidrocarboneto final (grupamento metila).
Os AG poliinsaturados -3, encontrados em 6leo de peixe, possuem efeitos anti-inflamatdrios ja
bem estabelecidos, especialmente os &cidos eicosapentaendico (EPA; C20:5) e o docosa-
hexaendico (DHA; C22:6), que sdo precursores de eicosanoides e prostaglandinas especificos. As

células animais podem apenas converter o acido a-linolénico em outros acidos da mesma série
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AG ®»-3, como 0 eicosapentaenoico e 0 docosa-hexaendico, mas essa conversao é relativamente
muito baixa em mamiferos, incluindo os humanos, sendo que a principal fonte desses AG é
proveniente da dieta ou suplementacdo (DUTT et al., 2015; PHILLIPS, 2015).

Os AG-W3 (EPA e do DHA) possuem efeito anti-adipogénico, provavelmente, por alterar
a funcdo metabolica das mitocéndrias dos adipdcitos, incluindo aumento na eficiéncia da beta-
oxidacdo e da biogénese mitocondrial. No mesmo sentido, outro estudo demonstrou que,
provavelmente, o EPA modula o metabolismo de lipideos através da estimulacdo da lipolise,
associada ao aumento na expressdo de genes lipoliticos e supressdo da expressdo de genes
adipogénicos em células 3T3-L1 (LEE et al., 2008). Além disso, os AG-W3 tém sido
relacionados com melhora na sensibilidade a insulina por reduzir a ativacao das citocinas pro-
inflamatorias, como o0 TNF-q, a interleucina-1 e -6, além de diminuir o estresse oxidativo e inibir
as vias de degradacdo de proteinas (STORLIEN et al., 1997; WHITEHOUSE et al., 2001;
WHITEHOUSE; TISDALE, 2001).

Diversas interven¢des nutricionais tém sido propostas para a prevenc¢do e o tratamento da
obesidade, RI e o diabetes mellitus. Dentre essas intervengdes, os AG-W3 tém demonstrado
diversos efeitos benéficos com respeito ao aumento na ativacdo das vias de sintese protéica (AKT,
mTOR, S6k1), contribuindo para a maior taxa de sintese proteica. Além disso, diversos estudos
tém demonstrado que o0 AG-W3 também é capaz de reduzir o catabolismo proteico, diminuindo a
atividade do SUP, contribuindo, dessa maneira, para a manutengdo da massa muscular
esquelética (STORLIEN et al., 1997; WHITEHOUSE et al., 2001; WHITEHOUSE; TISDALE,
2001; YOU et al., 2010).

Apesar da pouca quantidade de estudos avaliando o possivel efeito benéfico da
suplementacdo com AG-W3, alguns grupos tém demonstrado possivel efeito positivo no musculo
esquelético. Estudos realizados com modelos animais e humanos com caquexia, demostraram que
0 EPA promove importante reducdo na degradagdo proteica, prevenindo a perda de massa
muscular devido a reducdo de alguns genes relacionados com a ativacdo do SUP. No entanto, a
suplementacdo com EPA ndo foi eficiente em aumentar a massa magra, como demonstrado pela
auséncia do efeito na sintese proteica (BECK et al., 1991; WHITEHOUSE et al., 2001).

Essa reducdo no processo de degradacdo de proteinas foi associada a diminuigdo do

processo inflamat6rio, com inibicdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como a
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interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). O fator
nuclear kappa beta (NFkB) desempenha papel importante no processo de degradagéo proteica em
modelos de cancer, sepsi e caquexia. Esse processo ¢ mediado pelo aumento da atividade da IxkB
quinase. Por outro lado, o 6leo de peixe promove reducdo na atividade dessa quinase. Como
resultado final, ha redugdo da transloca¢do do NFxB do citosol para o nucleo da célula, o qual
previne a ativagdo das enzimas E3 ligase MuRF1, inibindo a ativagdo do sistema ubiquitina
proteassoma dependente de ATP (Figura 5) (DUTT et al., 2015).

Na obesidade, onde geralmente é observado o quadro de inflamacdo cronica, a
suplementacdo de AG-W3 pode ser benéfica por reduzir o grau de inflamacdo, prevenindo a
possivel aceleracdo do processo de sarcopenia em individuos obesos idosos (PHILLIPS, 2015).
Porém, ainda ndo esta bem estabelecido quais sdo os mecanismos envolvidos na reducdo do
protedlise e aumento da sintese proteica ap6s a suplementacdo com o 6leo de peixe. Portanto,
mais estudos sdo necessarios para determinar como a utilizacdo desses metabolitos pode
influenciar na melhora do metabolismo de proteinas e fun¢do muscular, investigando os possiveis

mecanismos que sdo ativados nesse processo (DUTT et al., 2015; PHILLIPS, 2015).
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Figura 5 — Possiveis vias ativadas em modelos de cancer, sepse e caquexia e 0s beneficios associados a
suplementacéo com EPA. Fonte: Dutt, 2015 (Revis&o).

1.6 Treinamento fisico aerobico, obesidade, resisténcia a insulina e musculo esquelético

A incidéncia da obesidade na populacdo mundial vem crescendo a cada ano e dentre 0s
varios fatores que estdo relacionados a esse aumento, estdo os niveis elevados de sedentarismo. O
baixo nivel de atividade fisica estd diretamente relacionado ao desenvolvimento de vérias
doencas e fatores de risco, tais como resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
hipertensdo arterial (HAS) e doencas cardiovasculares (DCVs) (DEFRONZO; ABDUL-GHANI,
2011; DONNELLY et al., 2009; HIRABARA et al., 2010).

O treinamento fisico aerobico € reconhecidamente uma ferramenta importante para a
prevencdo e tratamento de diversos estados patologicos, como a obesidade, DM2 e HAS, assim
como na manutencdo da saude. Essa melhora esta relacionada ao aumento no transporte e
utilizacdo do oxigénio pelo musculo esquelético, além da alteracdo na utilizacdo do substrato
energético (oxidacdo preferencial de lipideos ao invés da glicose e glicogénio), aumento da

densidade e nimero de mitocondrias, consequentemente levando a maior capacidade de realizar
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exercicios (COFFEY; HAWLEY, 2007; DONNELLY et al., 2009; RICHTER; HARGREAVES,
2013; ZURLO et al., 1990).

Dentre os varios efeitos benéficos da pratica regular do exercicio fisico na obesidade e
resisténcia a insulina, podemaos citar, a melhora na captacao de glicose e sensibilidade a insulina,
aumento no transporte e oxidacdo de lipideos, aumento do consumo de oxigénio, melhora da
tolerancia ao esforco e da qualidade de vida (RICHTER; HARGREAVES, 2013; STENHOLM et
al., 2008). O musculo esquelético (ME) compde aproximadamente 40% da massa corporal total
de um individuo adulto saudavel. Além disso, 0 ME é extremamente importante para manter a
homeostase, sendo responsavel por aproximadamente 30% da taxa metabolica de repouso
(ZURLO et al., 1990).

Em adicdo, o ME é fundamental para o controle da glicemia plasmatica, sendo
responsavel por até 80% da captacdo de glicose plasmatica (DEFRONZO; ABDUL-GHANI,
2011; HAWLEY et al., 2014; NIELSEN; RICHTER, 2003). Desse modo, qualquer quebra na
homeostase muscular ird afetar diretamente a captacdo de glicose, contribuindo para o
desenvolvimento da obesidade e DM2, assim como, prejudicando a funcdo muscular. Os
mecanismos responsaveis pelo aumento da captacdo de glicose ap6s uma sessdo de exercicio
fisico ainda ndo estdo bem elucidados. No entanto, sabe-se que 0 processo de contragdo muscular
(mecanotransducdo), desencadeado pelo exercicio fisico, estimula a capitacdo de glicose
independente de insulina, por estimular diretamente a translocacéo e ativacdo do transportador de
glicose 4 (GLUT4) do citosol para a membrana celular (RICHTER; HARGREAVES, 2013;
STANFORD; GOODYEAR, 2014).

De fato, varias sessdes de treinamento fisico aerdbico estdo relacionadas com um aumento
transitério na transcricio do RNAm de vérias proteinas relacionadas com a melhora do
desempenho aerébico (Hawley — 2014). Esse aumento transitério no contetdo de RNAm, que €
estimulado a cada sess@o de treino, gera, cronicamente, adaptacdes intracelulares relacionadas a
melhora da capacidade aerébica (HAWLEY et al., 2014).

Como ja mencionado, o treinamento fisico aerdbico € um dos principais estimulos
mecanicos para a regulacdo da massa muscular esquelética, por estimular as vias de sintese
proteica (BAAR, 2014; COFFEY; HAWLEY, 2007), por melhorar a atividade de enzimas-chave

no metabolismo oxidativo e glicolitico (HAWLEY et al., 2014) e a captacdo de glicose e por
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aumentar o gasto energético, contribuindo para a redugdo do peso corporal (RICHTER,;
HARGREAVES, 2013; SPRIET, 2014). Assim é do interesse desse estudo investigar os efeitos
do treinamento fisico aerdbico nas vias de sintese e degradacdo de proteinas no musculo

esquelético (gastrocnémio) de animais obesos e suplementados com o Gleo de peixe.
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2 OBJETIVOS

Investigar os efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica no desenvolvimento da
resisténcia a insulina e suas possiveis alteracfes nas vias de sintese e degradacdo proteica no
muasculo gastrocnémio de camundongos obesos C57BL6/J, submetidos ao protocolo de
treinamento fisico aerdbico e/ou suplementacdo com 6leo de peixe rico em AG-W3.
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3 JUSTIFICATIVA

A obesidade e resisténcia & insulina, pode levar a reducdo no processo de sintese proteica,
conhecido como resisténcia anabolica, que tem consequéncia direta na massa muscular, afetando
a producdo de forgca, a qual tem sido demonstrada estar diretamente relacionada com a
longevidade. Assim, considerando esses efeitos e que o nimero de pessoas obesas vem
aumentando a cada ano, é importante desenvolver estratégias que ajudem a prevenir e tratar a
obesidade, melhorando a qualidade de vida do individuo e reduzindo gastos com a saude. Nesse
sentido, é importante investigar os possiveis efeitos beneficos do treinamento fisico aerdbico,

associados ou ndo com a suplementacdo de 6leo de peixe, nessa populacéo.
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4 ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas as seguintes estratégias experimentais:

1) Os efeitos da dieta hiperlipidica no desenvolvimento da obesidade foram investigados
pela avalizacdo do aumento dos depdsitos de gordura, glicemia basal, sensibilida & insulina e vias
relacionadas a sintese e degradacgdo proteica no musculo esquelético em camundongos C57BI/6J;

2) Para determinacdo dos efeitos do treinamento fisico aerobio, os animais foram
treinados por 12 semanas. Foi investigado se o treinamento tem algum efeito preventivo ou
protetor no processo de ganho de peso, desenvolvimento da obesidade, resisténcia a insulina e
vias de sintese e degradacdo de proteinas no musculo esquelético de animais submetidos a DHL;

3) Para avaliacdo dos efeitos da suplementacdo com Oleo de peixe, 0s animais foram
suplementados por 12 semanas. Foi investigado se a suplementacdo tem algum efeito preventivo
ou protetor no processo de ganho de peso, desenvolvimento da obesidade, resisténcia a insulina e
vias de sintese e degradacdo de proteinas no musculo esquelético de animais submetidos a DHL;

4) Os efeitos do treinamento fisico aerdbio associados a suplementacdo com 6leo de peixe
também foram investigados. Os animais foram treinados e suplementados por 12 semanas. Foi
estudado se essa associagdo tem efeito aditivo na prevencdo ou protecdo do processo de ganho de
peso, desenvolvimento da obesidade, resisténcia a insulina e vias de sintese e degradacdo de
proteinas no musculo esquelético de animais submetidos a DHL.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, com idade inicial 8 semanas,
provenientes do Biotério de Camundongos do Departamento de Imunologia do ICB/USP. Todos
os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (protocolo nimero
032/10).

5.2 Procedimentos experimentais

5.2.1 Inducéo da obesidade pela dieta hiperlipidica (DHL)

Inicialmente, um grupo de camundongos receberam a dieta balanceada (DB) (76% de
carboidratos, 9% de gordura e 15% de proteinas; Tabela 1), durante 4 semanas (da 1* a 4°
semana). Ao completar 4 semanas, uma parte desses camundongos continuou a receber a dieta
balanceada e outra parte recebeu dieta hiperlipidica (DHL) (26% de carboidratos, 59% de
gordura e 15% de proteinas, Tabela 1), durante 8 semanas (da 5% até a 12* semanas). Os

camundongos tiveram acesso livre as duas dietas e agua.



Tabela 1 - Composicéo das dietas balanceada e hiperlipidica

Composicao DB DHL
9/Kg
Amido 465,7 115,5
Caseina 140 200
Amido dextrinizado 155 132
Sacarose 100 100
Oleo de soja 4 35
Banha suina 36 315
Fibra 50 50
Mix mineral 35 35
Mix vitaminico 10 10
L-cistina 1,8 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5

5.2.2 Desenho experimental dos grupos estudados

estudados. Os camundongos C57BL6/J foram divididos em 8 grupos experimentais:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
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O desenho experimental esta descrito abaixo, com o detalhamento dos grupos que foram

Dieta balanceada (DB)

Dieta balanceada + 6leo de peixe (DB+W3)

Dieta balanceada + treinamento aerébico (DB+TA)

Dieta balanceada + treinamento aerobico + 6leo de peixe (DB+TA+W3)

Dieta hiperlipidica (DHL)

Dieta hiperlipidica + 6leo de peixe (DHL+W23)

Dieta hiperlipidica + treinamento aerébico (DHL+W3)

Dieta hiperlipidica + treinamento aerdbico + 6leo de peixe (DHL+TA+W3)
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5.2.2.1 Objetivos dos grupos estudados

e DB e DHL Controle: Utilizados como controles em relacdo aos animais submetidos ao

protocolo de suplementacdo com o 6leo de peixe e/ou treinamento fisico aerdbico.

e DB e DHL + 6leo de peixe: Necessarios para avaliar o efeito da suplementagdo com o 6leo

de peixe nos camundongos submetidos ou ndo a dieta hiperlipidica.

e DB e DHL + treinamento aerdbico: Requeridos para avaliar as alteragdes metabdlicas, o

“turnover” de proteinas durante as 12 semanas de tratamento com a DHL ou a DB.

e DB e DHL + 0leo de peixe + treinamento aerobico: Usados para avaliar um possivel efeito

de interacdo do Oleo de peixe mais o treinamento sobre os pardmetros metabdlicos nos

camundongos submetidos ou ndo a dieta hiperlipidica.

5.2.3 Suplementacdo com o 6leo de peixe

Uma parte dos animais submetidos & DB e a DHL recebeu, por meio de gavagem, a
suplementacdo com o 6leo de peixe (AG-W3) (EPA/DHA 3,7:1, proporcao determinada através
de analise cromatogréafica; dados ndo mostrados), na dose de 2 g/kg, 3 vezes por semana, durante
todo o procedimento experimental (da 1% até a 12% semana). Os animais controles (animais ndo
suplementados) receberam &gua por gavagem durante todo o protocolo experimental para
mimetizar a mesma condicdo de estresse (Figura 1). Apds a quarta semana de protocolo
experimental, os animais foram subdivididos em 8 grupos experimentais, que foram submetidos a
DB ou a DHL por um periodo adicional de 8 semanas, totalizando 12 semanas de protocolo

experimental.

5.2.4 Teste de toleréncia ao esfor¢o

A velocidade méxima de corrida em esteira rolante, foi estimada pela distancia total
percorrida durante o teste incremental maximo. Sucintamente, os animais foram adaptados a
esteira rolante (10 m/min/dia), durante 5 dias com inclinacdo de 20°. O teste maximo teve inicio

com velocidade de 6 m/min e a cada 3 min houve incremento na velocidade de 3 m/min (6-33
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m/min) até a exaustdo completa do animal. A exaustdo foi determinada quando o animal ndo

conseguiu manter o padrdo de movimento na esteira.

5.2.4.1 Protocolo de treinamento fisico aerobico

Os camundongos iniciaram o protocolo de treinamento fisico aerébico com idade inicial
de 8 semanas. O treinamento foi realizado em esteira rolante durante 12 semanas, com sessdes de
exercicio de 60 min, cinco vezes por semana a 50% da velocidade maxima, atingida no teste de

tolerancia ao esforco, e inclinagdo de 20°.

5.2.5 Avaliacdo da obesidade

O peso corporal foi avaliado e registrado semanalmente em todos os animais. Apés 48 h
da ultima sessdo de treinamento aerdbico o animal foi anestesiado com isofluorano e o sangue foi
coletado via puncéo cardiaca apds 6 horas de jejum e estocado no freezer -80° para avaliacdo da

glicose e insulina plasmatica.

5.2.6 Glicose, insulina plasmaética e indice HOMA-IR

Apds jejum de 6 horas para o teste de toleréncia a glicose descrito abaixo, foi coletada a
amostra capilar caudal e diluida em &cido tricloroacético (TCA) para dosagem da glicemia por kit
colorimétrico especifico (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais) e em acido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA) para determinacdo da insulina por Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA), seguindo as instrucdes do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA). Com
os valores obtidos no teste de glicemia e insulinemia foi calculado o indice HOMA-IR (do inglés
Homeostatic Model Assessment Insulin Resistance) (MATTHEWS et al., 1985), que determina a

resisténcia a insulina;

HOMA-IR = glicemia (mmol/L) x insulinemia (mU/L) / 22,5
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5.2.7 Histologia

Cortes seriados de 10 pm foram obtidos do musculo gastrocnémio utilizando um criostato
Leica CM 3050S (Leica Microsystems). Os cortes foram corados pela técnica da hematoxilina e
eosina para anélise da morfologia geral e &rea de seccéo transversa (AST). A captura das imagens
foi realizada com magnificagdo objetiva de 10 vezes para determinar a &rea das fibras dos
musculos. As imagens foram armazenadas em um computador acoplado a um sistema de video
por um programa de analise de imagens (Axio Vision Software - Zeiss). A AST (um?) foi
determinada pela medida da area de circunferéncia de > 200 fibras por animal, de multiplas

regides do masculo (Figura 6).

Figura 6 — Procedimentos para confeccdo dos cortes histoldgicos. Remocdo e congelamento do gastrocnémio
(Figuras A, B e C). Realizacéao dos cortes e realizacdo da técnica da hematoxilina-eosina (HE) (Figuras D, E e F).
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5.2.8 Expressdo proteica (Western blotting)

Os masculos gastrocnémios dos animais DB e DHL submetidos a suplementacdo e/ou ao
treinamento fisico aerdébico foram homogeneizados em tampéo de lise do proteasoma (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, MgCI2 5 mM, EDTA 1 mM e DTT 0,5 mM, pH 7,5) (GOMES et al., 2012).
O sobrenadante foi coletado apos centrifugacdo a 12,000 g, durante 30 min e as concentracfes de
proteinas foram determinadas em triplicata, usando o método Bradford (Bio-Rad). De dez a vinte
microgramas de proteina foi adicionada em géis de acrilamida (SDS-PAGE) de 10% e
transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite
desnatado ou BSA a 3%, em solucdo salina Tris-tamponada com a adicdo de 0,1% de Tween-20
(TBST), durante 1 h e depois incubadas com o anticorpo primario durante a noite (overnight) a
4°C. Os anticorpos para Ser473 fosfo-Akt, (1:1000 diluicdo), Akt (1:1000), Thr389 fosfo-S6K1
(1:500), S6K1 (1:500), Ser9 fosfo-GSK-3p (1:1000), Thr 37/46 fosfo-4EBP1 (1:1000), 4EBP1
(1:1000), PDI (1:1000), BiP (1:1000) e CHOP (1:1000) foram adquiridos da Cell Signalling
Technology (Beverly, MA, USA); MuRF1 e MAFbx (1:1000) foram adquiridos da ECS (1:1000)
e PGCla (1:1000) da Abcam. No dia seguinte, as membranas foram lavadas e incubadas com
anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (HRP), na diluicdo de 1:10.000, durante 1 h a
temperatura ambiente. A solucdo quimioluminescente HRP (Millipore) foi entdo adicionada as
membranas. A aquisicdo das imagens e a quantificacdo das bandas foi realizada utilizando o

sistema para aquisicdo de imagens da Amersham (Al600-GE) e Image Lab 5.0 software (Biorad).

5.2.9 Atividade da Catepsina L

A atividade da catepsina L foi avaliada como previamente descrito (GOMES et al., 2012).
As amostras dos animais (20-25 pg de proteinas) foram incubadas com 200 pL do substrato em
50 mM Tris, 1 mM EDTA, 10 mM CaCl, 150 mM NaCl e 0.5 mM DTT, pH 7.5. A liberacdo de
7-amino-4-metilcoumarin (AMC) foi realizada por meio do fluorimetro Fluoroskan Ascent
(Thermo Electron) nos comprimentos de onda de 390 nm (excitacdo) e 460 nm (emisséo). A
intensidade de fluorescéncia foi avaliada a cada 15 min durante 2 h. Cada anélise foi realizada na

presenca ou auséncia do inibidor da Catepsina L (50 uM catepsin inhibitor 1V). A atividade da
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proteina foi avaliada pelo calculo das diferengas das amostras com ou sem inibidor (Delta). Todas

as anélises foram lineares e cada amostra foi analisada em triplicata.

5.2.10 Atividade do Proteassoma na porc¢édo 5

A atividade proteassomal 26S (dependente de ATP) e 20S (independente de ATP) foi
avaliada como previamente descrito (GOMES et al.,, 2012). Brevemente, o proteassoma foi
coletado do sobrenadante apds 30 min de centrifugacdo a 12.000 g, seguido da homogeneizagéao
em 300 pL de tampdo contendo 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 1 mM EDTA e 0.5
mM DTT, pH 7,5. A atividade da porcéo 5 (Chymotrypsin like) foi avaliada ap6s adicao de 10
pg de proteina e do substrato fluorescente especifico SUC-LLVY-AMC (Bachem). Cada andlise
foi realizada na presenca ou auséncia do inibidor do proteassoma Bortezomib, na concentracao
final de 2 mM. A atividade do proteassoma 20S e 26S foi avaliada pelo célculo das diferencas
das amostras com ou sem inibidor (Delta). A liberacdo de AMC foi realizada por meio do
fluorimetro Fluoroskan Ascent (Thermo Electron) nos comprimentos de onda de 390 nm
(excitacdo) e 460 nm (emissdo). A intensidade de fluorescéncia foi avaliada a cada 15 min

durante 2 h. Todas as anélises foram lineares e cada amostra foi analisada em triplicata.

5.2.11 Atividade da citrato sintase (CS)

Para a determinacdo da atividade maxima da enzima citrato sintase (CS), utilizou-se
masculo gastrocnémio previamente armazenado a -80 °C, o qual foi homogeneizado na
proporcao 1:10 em tampao de extracdo, constituido de 50 mM Tris Base e 1 mM de EDTA, pH
7.4. Posteriormente, esse homogenato foi centrifugado a 1.300 g, por 15 min, a 4 °C. As aliquotas
do sobrenadante foram separadas para dosagem de proteinas totais e para o0 ensaio enzimatico. A
atividade méxima da enzima CS foi determinada segundo o protocolo modificado de Alp et al.
(1976) (ALP et al., 1976), a partir da quantificagdo do complexo amarelo formado entre a CoA
liberada na reacdo (1) com o &cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB) presente no tampao de

ensaio, conforme equacéo abaixo:

OXALOACETATO + ACETIL-CoA + H20 wesssp CITRATO + CoA (1)
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Citrato Sintase

O tampdo de ensaio foi constituido por Tris base a 50 mM; EDTA a1 mM; DTNB a 0,2
mM; acetil-CoA a 0,1 mM e Triton X-100 a 1% (v/v), pH 8,1. A reacdo foi iniciada com a adi¢ao
de oxaloacetato a 1 mM na solugdo de ensaio. O método baseia-se na reatividade do DTNB
(reagente de Ellman) com a CoA-SH, marcando o grupo Tiol (SH), resultando em um composto
ibnico que absorve luz a 412 nm. Assim, a taxa de formacao de CoA-SH pode ser avaliada nesse

comprimento de onda. Os resultados foram expressos em nmol/min x mg de proteina-1.

5.2.12 Andlise estatistica

Para todos os experimentos, foi feita a comparacdo entre os grupos submetidos a dieta,
treinamento e tratamento com o 6leo de peixe utilizando a analise de varidncia de trés vias
(ANOVA de trés vias). O pos-teste de Tukey foi utilizado para compara¢des maltiplas e o nivel

de significancia foi fixado em p< 0.05.
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6 RESULTADOS

Todos os resultados apresentados sdo em relacdo ao periodo final das 12 semanas de
protocolo experimental nos animais alimentados com DB ou DHL, submetidos ao protocolo de
treinamento fisico aerébico (TA), associado ou ndo a suplementagdo com o 6leo de peixe (W3).
O protocolo de TA e a suplementacdo com o 06leo de peixe foram iniciados quando os animais
estavam com 8 semanas de idade (duracdo de 12 semanas). Ja o protocolo da DHL foi iniciado
nos respectivos grupos quando os animais atingiram 12 semanas de idade e permaneceu até o fim

do protocolo experimental (duragdo de 8 semanas).

6.1 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerdbico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre o ganho de peso corporal, depositos
de gordura e resisténcia a insulina

6.1.1 Ganho de peso, composicao corporal, indice de adiposidade, glicemia e insulinemia e indice
HOMA-IR

Na Tabela 2 e Figura 7A estdo as médias e os desvios padrbes dos resultados referentes ao
ganho de peso ap06s 12 semanas de protocolo experimental, nos camundongos submetidos a dieta
balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), submetidos ou ndo ao treinamento fisico
aerobico (TA) e/ou suplementacdo com o 0Oleo de peixe (»-3). Ao final das 12 semanas, 0 grupo
submetido a DHL apresentou maior ganho de peso corporal comparado ao grupo submetido a
dieta balanceada (p<0,05). Nos animais submetidos a dieta DHL, o protocolo de TA foi capaz de
prevenir o ganho de peso corporal (p<0,05), porém o TA ndo foi capaz de normalizar o ganho de
peso quando comparado ao grupo submetido a dieta balanceada (Figura 7B). O mesmo efeito
preventivo no ganho de peso foi observado nos camundongos obesos submetidos a

suplementacéo com o oOleo de peixe (Figura 7C).
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Tabela 2 - Estdo demonstradas as médias e desvios padrbes dos resultados do ganho de
peso apos 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) ou a
dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico aerobico (TA) e/ou a
suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL

C 3,58 +1,95 11,33 +2,89

TA 3,53+1,56 7,49 +1,38

W3 3,76 £1,97 8,72 £ 3,27

TA+W3 3,68 £ 2,57 592+145

n=10 animais por grupo
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Figura 7 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos tratados com dieta balanceada ou dieta hiperlipidica sobre o ganho de peso corporal de
camundongos C57BI/6J (A). Em (A), estdo apresentadas as médias e os desvios padrdes do ganho de peso corporal
(9); ANOVA: Dieta x TA x AG-W3, p=0,594. Em (B), estdo apresentadas as diferencas entre a massa corporal nos
camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico; ANOVA: Dieta x TA, p=0,002. Em (C),
estdo apresentadas as diferencas entre o ganho de peso corporal nos camunongos suplementados ou ndo com o 6leo
de peixe; ANOVA: Dieta x AG-W3, p=0,027. DB-C= dieta balanceada - controle (n=10); DB+W3 = dieta
balanceada suplementado coms 6leo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 = dieta
hiperlipidica suplementado com 6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada submetido ao treinamento
aerébico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada submetido ao treinamento aerébico e suplementado com 6leo de
peixe (n=10); DHL+TA = Dieta hiperlipidica submetido ao treinamento aerdbico (n=10); DHL+TA+ W3 = Dieta
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hiperlipidica submetido ao treinamento aerobico e suplementado com 6leo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way
ANOVA e pos-teste de Tukey).

Ao final das 12* semanas de protocolo experimental (Tabela 3 e Figuras 8), foi
observado aumento significativo no peso da gordura epididimal dos camundongos submetidos a
DHL, comparado com os camundongos submetidos & DB. Independente de qualquer outro fator,
0 Oleo de peixe teve efeito preventivo no aumento do peso da gordura epididimal nos grupos
submetidos a DHL ou a DB e associados ou ndo ao TA.O TA foi capaz de prevenir o aumento do
peso da gordura epididimal somente nos animais submetidos a DHL, ndo tendo nenhum efeito

nos animais submetidos a DB.

Tabela 3 - Estdo demonstradas as médias e desvios padrdes do peso da gordura
epididimal apés 12% semanas de protocolo experimental, nos camundongos submetidos e tratados
com dieta balanceada (DB) ou dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao
treinamento fisico aerobico (TA) e/ou a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 0,41+0,14 1,88 £ 0,55
TA 0,36 + 0,07 0,85+0,39
W3 0,40+0,12 1,39 +0,54
TA+W3 0,33+0,15 0,57 £0,25

n=10 animais por grupo
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Figura 8 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o peso do depdsito de gordura epididimal
de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s
desvios padrdo do peso da gordura epididmal (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,827. Em (B), estdo apresentadas
as diferengas no peso da gordura epididmal nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerobico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C), estdo apresentadas as diferengas entre 0 ganho de peso corporal
nos camunongos suplementados ou ndo com o dleo de peixe. ANOVA: W3, p=0,009. DB-C= dieta balanceada
(n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais dleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 =
dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerdbico (n=10);
DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aerébico e éleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais
treinamento aerdbico (n=10); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerobico mais 6leo de peixe (n=10).
*p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

Na figura 9, comportamento semelhante a gordura epididimal foi observado com relagdo a
gordura retroperitoneal. Os animais submetidos a DHL hiperlipidica tiveram maior ganho de peso
nesse depdsito de gordura comparado ao grupo DB. Todos os grupos que foram submetidos ao
protocolo de TA reduziram o peso da gordura retroperitoneal em compara¢do aos grupos nao
treinados, independente de qualquer outro fator.A suplementagdo com o 6leo de peixe nao foi

capaz de prevenir o ganho de peso nos camundongos obesos comparado ao DB.
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Tabela 4 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados do peso da
gordura retroperitoneal ap6s 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta
balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico
aerobico (TA) e/ou a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 0,21 +£0,07 0,88 +0,51
TA 0,13+0,06 0,45+0,21
W3 0,20+0,11 0,73+0,28
TA+W3 0,13 +0,09 0,29 0,20

n=10 animais por grupo
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Figura 9 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o peso do depdsito de gordura
retroperitoneal de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as
médias e os desvios padrdo do peso da gordura retroperitoneal (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,304. Em (B),
estdo apresentadas as diferengas no peso da gordura retroperitoneal nos camundongos submetidos ao protocolo de
DHL. ANOVA: Dieta, p=0,001. Em (C) estdo apresentadas as diferencas no peso da gordura epididmal nos
camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aer6bico. ANOVA: TA, p=0,001. DB-C= dieta
balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10);
DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerébico
(n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aerébico e 6leo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica
mais treinamento aerébico (n=10); DHL+TA+WS3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe
(n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Os resultados do peso da gordura mesentérica estdo apresentados na figura 10.
Novamente, os animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram peso final maior quando
comparado ao grupo submetido a DB. O TA foi capaz de prevenir o ganho de peso nesse
depdsito nos animais submetidos a DHL quando comparados aos animais do grupo DHL
sedentérios, porém o TA ndo normalizou o peso aos niveis dos animais submetidos & DB. Em
relacdo a suplementacdo com o 6leo de peixe, independente de qualquer outro fator, os grupos
submetidos a suplementacdo preveniram o aumento da gordura mesentérica quando comparados

aos grupos ndo suplementados.

Tabela 5 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados do peso da
gordura mesentérica ap6s 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta
balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico
aerobico (TA) e/ou a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 0,43+0,13 0,90 £ 0,30
TA 0,43 £0,07 0,61 +0,24
W3 0,35+0,12 0,72 +0,22
TA+W3 0,41 +0,06 0,49 + 0,08

n=10 animais por grupo
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Figura 10 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o peso do dep6sito de gordura mesentérica
de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s
desvios padrdo do peso da mesentérica (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,687. Em (B), estdo apresentadas as
diferengas de peso da gordura mesentérica nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerdbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C), estdo apresentadas as diferencas de peso da gordura mesentérica
nos camunongos suplementados ou ndo com o dleo de peixe. ANOVA: W3, p=0,014. DB-C= dieta balanceada
(n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 =
dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerdébico (n=10);
DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais
treinamento aerébico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe (n=10).
*p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

O indice de adiposidade foi maior nos animais submetidos a DHL quando comparados
aos animais submetidos a DB (Figura 11A). O TA reduziu o aumento no indice de adiposidade
quando comparado aos animais néo treinados tratados com DHL (Figura 11B). O 6leo de peixe
preveniu o aumento no indice de adiposidade, independente de qualquer outro fator ou grupo
(figura 11C). Desse modo, esses resultados sao sugestivos de que tanto o 6leo de peixe como o
TA s&o capazes de prevenir o aumento no indice de adiposidade. No entanto, ndo houve efeito
sinérgico ou aditivo quando o TA foi associado a suplementacdo com o 6leo de peixe.
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Tabela 6 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados do indice de
adiposidade apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada
(DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico aerdbico
(TA) e/ou a suplementa¢do com o dleo de peixe (W3).

DB DHL
C 1,05+0,21 3,66 + 0,86
TA 0,91 +£0,15 1,90 + 0,80
W3 0,96 £0,19 2,84 £0,85
TA+W3 0,87 £ 0,27 1,35+0,48
n=10 animais por grupo
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Figura 11 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o indice de adiposidade de camundongos
C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estfo apresentadas as médias e os desvios padréo do indice
de Adiposidade (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,825. Em (B), estdo apresentadas as diferengas no indice de
adiposidade dos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico. ANOVA: Dieta x TA,
p=0,001. Em (C), estdo apresentadas as diferencas no indice de adiposidade dos camunongos suplementados ou ndo
com o 6leo de peixe. ANOVA: AG-W3, p=0,003. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais
oleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 0leo de peixe
(n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerobico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada,
treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=10);
DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais dleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e
pos-teste de Tukey).
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Os animais submetidos & DHL apresentaram aumento da glicemia de jejum comparado
aos camundongos submetidos & DB (Tabela 7 e Figuras 12). O protocolo de TA foi capaz de
normalizar os niveis glicémicos dos animais submetidos a DHL, valores esses que ficaram
préximos aos valores dos animais controles submetidos a DB (Figura 12B). A suplementacao
com o Gleo de peixe foi capaz de prevenir o aumento na glicemia, independente de qualquer outro
fator (Figura 12C).

Tabela 7 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados da glicemia de
jejum apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) ou a
dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico aerdbico (TA) e/ou a
suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 185,37 + 12,74 225,38 + 26,84
TA 205,91 +£13,51 205,22 + 16,43
W3 173,78 + 28,20 208,05 + 26,12
TA+W3 184,14 + 19,11 181,95 + 18,91

n=10 animais por grupo
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Figura 12 - Efeitos da suplementacéo com o dleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a glicemia de jejum de camundongos
C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios padrdo da
glicemia basal (mg/dl). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,842. Em (B), estdo apresentadas as diferencas de glicemia
nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aer6bico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C),
estdo apresentadas as diferencas de glicemia nos camunongos suplementados ou ndo com o 6leo de peixe. ANOVA:
W3, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais dleo de peixe (n=10); DHL-C =
dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais éleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada
mais treinamento aerébico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aerébico e 6leo de peixe (n=10);
DHL+TA Dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento
aerébico mais dleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

Ao final da 12* semana de protocolo experimental, houve aumento significante nos niveis
de insulina plasmaticos nos animais submetidos a DHL em relacdo aos animais submetidos a DB
(Tabela 8 e Figuras 13). O TA ou a suplementacdo com o 06leo de peixe, isoladamente, nédo
foram eficientes em reduzir as concentrag@es de insulina plasmatica nos animais obesos quando
comparados aos animais sedentarios. Por outro lado, quando os TA foram associados a
suplementacdo com o 6leo de peixe, no entanto, foi observado efeito preventivo no aumento nas
concentracdes plasmaticas de insulina nos animais submetidos a DHL, normalizando aos niveis
de insulina para valores préximos dos animais tratados com DB (Figura 13). Ndo houve
diferenga significativa entre os animais tratados com DB submetidos ou ndo ao TA elou a

suplementacdo com o 6leo de peixe.

Tabela 8 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados da insulina
plasmaética ap6s 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB)
ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento fisico aerébico (TA) e/ou
a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 185,37 + 12,74 225,38 + 26,84
TA 205,91 + 13,51 205,22 + 16,43
W3 173,78 + 28,20 208,05 + 26,12
TA+W3 184,14 + 19,11 181,95 + 18,91

n=10 animais por grupo
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Figura 13 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre as concentracfes plasmaticas de insulina
de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrdo da insulina (ng/ml). ANOVA, Dieta X TA x AG-W3, p=0,047. C = dieta balanceada (n=10); C+W3 = dieta
balanceada mais 6leo de peixe (n=10); DHL = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo
de peixe (n=10); C+W3 Dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=10); C+TA Dieta balanceada mais treinamento
aerdbico; C+TA+W3 Dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=10); DHL+N3 Dieta hiperlipidica
mais oleo de peixe (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe. *p<0,05
(Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

O presente protocolo experimental demonstarou que 8 semanas de tratamento com DHL
foi capaz de elevar os niveis de glicemia e insulinemia basais. O grupo submetido a DHL+W3
ndo foi capaz de diminuir a resisténcia a insulina, como observado pelo indice HOMA-IR. Por
outro lado, os animais submetidos ao protocolo de TA apresentaram prevencdo no aumento da
resisténcia a insulina, como observado nos animais submetidos a DHL, demonstrando que o TA
promove esse efeito independentemente da suplementacdo com o Oleo de peixe (Tabela 8 e

Figuras 14).
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Tabela 9 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados do indice
HOMA-IR ap6s 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada
(DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento fisico aerobico (TA)
e/ou a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 3.63+0,64 9,00 +4,18
TA 291+124 4,82 +2,99
W3 3,02+1,25 7,85+ 3,39
TA+W3 3,08 £1,28 2,86+ 1,08
n=10 animais por grupo
A 14 7 B e
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Figura 14 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o indice HOMA-IR de camundongos
C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios padrdo do indice
HOMA-IR. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,154. Em (B), esta apresentada a diferenca entre o indice HOMA-IR nos
camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta
balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10);
DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerébico
(n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aerébico e 6leo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica
mais treinamento aerdbico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6éleo de peixe
(n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pds-teste de Tukey).
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6.2 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerdbico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre o0 peso e area de seccao transversa do
musculo gastrocnémio

6.2.1 Peso e area de seccdo transversa do masculo gastrocnémio

Em relagdo ao peso do mdasculo gastrocnémio, ndo foram observadas diferengas
significativas em nenhum dos grupos estudados ap6s 12 semanas de protocolo experimental,
demonstrando que 8 semanas de DHL néo sdo suficientes para promover alteraces no peso total
do musculo. No mesmo sentido, 12% semanas de TA, associado ou ndo a suplementacdo com o

6leo de peixe, ndo foram capazes de alterar o peso do musculo (Tabela 10 e Figura 15).

Tabela 10 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados do peso do
musculo gastrocnémio apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta
balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento fisico
aerobico (TA) e/ou a suplementacdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 168,89 + 12,30 178,17 + 14,12
TA 173,34 + 13,54 177,86 + 11,26
W3 173,73 = 9,59 176,14 + 12,51
TA+W3 170,14 + 13,30 170,24 + 11,16

n=10 animais por grupo
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Figura 15 - Efeitos da suplementac&@o com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre o peso do musculo gastrocnémio de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as medias e os desvios
padrdo do peso do musculo gastrocnémio (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,825; Dieta x W3, p=0,308; Dieta x
TA, p=0,522; Dieta, p=0,143; W3, p=0,469; TA, p=0,629. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta
balanceada mais 6leo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais
6leo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta
balanceada, treinamento aerébico e 6leo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais treinamento aerdbico
(n=10); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way
ANOVA e pés-teste de Tukey).

Em relacdo a area de seccdo transversa da fibra muscular, ndo foram observadas

diferencas significativas entre os grupos estudados (Tabela 11 e Figuras 16).

Tabela 11 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados da area da
seccdo transversda da fibra muscular distancia total percorrida (m) ap6s 12 semanas de
tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL),
controle (C), submetido ao treinamento fisico aerobico (TA) e/ou a suplementacdo com o oOleo de
peixe (W3).

DB DHL
C 1217,38 £ 47,21 1145,78 + 245,47
TA 1122,21 + 196,02 1234,01 + 67,54
W3 1224,89 + 269,26 1189,03 + 82,65
TA+W3 1170,89 + 98,27 1211,31 £ 62,55

n=4 a 5 animais por grupo
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Figura 16 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a area de sec¢éo transversa do masculo
gastrocnémio de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as
médias e os desvios padrdo da area de secgdo transversa (AST) do miisculo gastrocnémio (um?). ANOVA: Dieta x
TA x W3, p=0,646; Dieta x W3, p=0,878; Dieta x TA, p=0,271; Dieta, p=0,848; W3, p=0,742; TA, p=0,868. Em
(B), estdo apresentadas os a distribuicdo dos animias em cada grupo estudado. DB-C= dieta balanceada (n=4);
DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=5); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=5); DHL+W3 = dieta
hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=4); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=4); DB+TA+W3 =
Dieta balanceada, treinamento aerébico e dleo de peixe (n=4); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais treinamento
aerébico (n=4); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-
Way ANOVA e pds-teste de Tukey).

6.3 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerdbico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre a disténcia total percorrida, citrato
sintase e expressdo da proteina PGC1la no musculo gastrocnémio

6.3.1 Distancia total percorrida

Os resultados referentes ao desempenho aerébico e metabolismo oxidativo estdo
apresentados na Figura 17. Apesar de néo ter sido observadas diferencas na AST e no peso do
musculo gastrocnémio, foram observadas melhoras na distancia total percorrida e na atividade da
enzima citrato sintase dos animais submetidos a 12 semanas de treinamento fisico aerobico.

Os animais submetidos ao protocolo de TA apresentaram aumento da distancia percorrida,
observado nos animais submetidos & DB e a DHL. Porém a suplementag¢do com o 6leo de peixe

ndo apresentou esse resultado (Figura 17 e Tabela 12).

Tabela 12 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados da distancia
total percorrida (m) apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta
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balanceada (DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento fisico

aerdbico (TA) e/ou a suplementagdo com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 0,494 + 0,082 0,395 + 0,091
TA 0,818 £ 0,169 0,558 + 0,080
W3 0,450 + 0,093 0,382 £ 0,075
TA+W3 0,680 + 0,120 0,657 £ 0,085
n=9-11 animais por grupo
A 14 r = 1
12 ) I i ** I .
k4
g 0.6 -
u
(a)]
0.2
0.0
C TA w3 TA+W3
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Figura 17 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a distancia total percorrida de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrdo da distancia percorrida (m). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,032. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3
= dieta balanceada mais dleo de peixe (n=9); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=11); DHL+W3 = dieta hiperlipidica
mais 6leo de peixe (n=9); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta
balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=11); DHL+TA = Dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico
(n=10); DHL+TA+W3 = Dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe (n=10). *p<0,05 (ANOVA,
Tukey).

6.3.2 Atividade da enzima citrato sintase

Outro parametro avaliado relacionado ao desempenho aerdbico foi a atividade da enzima
citrato sintase. A citrato sintase € uma enzima-chave associada ao metabolismo oxidativo. N&o

foram observadas diferencas siginificativas nos animais submetidos a DB em relacdo a DHL
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(Tabela 13 e Figura 18), sugerindo que os animais submetidos & DHL ndo tém prejuizo na
atividade dessa enzima. Ao final das 12° semanas de TA, todos os grupos submetidos ao
protocolo de treinamento aumentaram a atividade da citrato sintase, independente da
suplementacdo com o 6leo de peixe ou da dieta utilizada. Esses resultados sdo sugestivos de que
o protocolo de treinamento utilizado foi eficiente em melhorar a capacidade oxidativa do masculo
gastrocnémio (Figura 18B).

Tabela 13 - Estdo demonstradas as médias e desvio padrdo dos resultados da enzima
citrato sintase apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada
(DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento fisico aerobico (TA)
e/ou a suplementacgao com o 6leo de peixe (W3).

DB DHL
C 0,11 £0,02 0,12 £ 0,03
TA 0,13+ 0,02 0,14 £ 0,03
W3 0,10 £ 0,02 0,12 £ 0,02
TA+W3 0,14 £ 0,02 0,12 £ 0,03
n=7-10 animais por grupo
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Figura 18 - Efeitos da suplementac&o com o éleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a atividade da enzima citrate sintase de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrdo do enzima citrato sintase (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,188. Em (B), estdo apresentadas as diferencas
entre na atividade da citrato sintase nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico.
ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=9); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe
(n=8); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=9); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=10); DB+TA =
dieta balanceada mais treinamento aerobico (n=7); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerdbico e dleo de
peixe (n=8); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerdbico (n=8); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica,
treinamento aerobico mais 6leo de peixe (n=8). *p<0,05 (ANOVA, Tukey).
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Como podemos observar na Tabela 14 e Figuras 19A e 19B, os animais obesos
apresentaram menor expressao da proteina PGCla, quando comparado ao grupo submetido a DB
ao final do protocolo experimental, independentemente do TA e da suplementacdo com o éleo de
peixe. Por outro lado, 12 semanas de treinamento fisico aerdbico foram suficientes para aumentar
a expressdo da PGCla em todos os grupos treinados em comparagdo aos grupos de animais que
ndo realizaram o treinamento aerobico (Figura 16C). Na Figura 16D esta apresentada a
membrana corada com vermelho de Ponceau S, o qual foi utilizado para normalizacdo dos

resultados.

6.3.3 Expressao da proteina PGC1la no musculo gastrocnémio

Tabela 14 - Estdo demonstradas as médias e desvio padréo dos resultados da expressdo da
proteina PGCla apds 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada
(DB) ou a dieta hiperlipidica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento fisico aerobico (TA)
e/ou a suplementagdo com o 6leo de peixe (W3)

DB DHL
C 100 + 8,89 95,41 + 20,16
TA 195 + 50,97 131,88 + 21,79
W3 108 + 25,25 77,26 + 24,36
TA+W3 174 + 53,61 107,31 £ 8,91

n=6 animais por grupo
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Figura 19 - Efeitos da suplementac&@o com o éleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a expressdo proteica da PGClae de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios
padrdo da proteina PGCla. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,410. Em (B), estdo apresentadas as diferencas na
expressdo da proteina PGCla nos camundongos submetidos a dieta, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=6);
DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta
hiperlipidica mais dleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+W3 =
dieta balanceada, treinamento aerébico e o6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento
aerébico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05
(Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

6.4 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerébico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre as proteinas da via de sintese proteica
no muasculo gastrocnémio

6.4.1 Expressao da proteina Akt fosforilada e total (razéo)

Para dar inicio a avaliagdo das vias relacionadas ao processo de sintese proteica no
musculo esquelético, foi determinada a expressdo de algumas proteinas-chave no processo de

sintese. A primeira proteina avaliada foi a Akt (Figuras 20). Para isso, foi mensurada a razdo da
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proteina fosforilada pela proteina total da Akt, para determinar a sua expressdo. Nos animais
sedentérios submetidos a DHL, independente da suplementacdo com AG-W3, houve reducdo de
35,9% versus 0s animais submetidos a DB dos grupos sedentarios, sugerindo que 8 semanas de
DHL é capaz de reduzir a ativacdo dessa proteina nos animais obesos. Também houve reducdo na
expressdo da Akt nos animais tratados com a DB submetidos ao protocolo de treinamento fisico,
suplementados ou ndo com o AG-W3, em relagcdo ao grupo controle tratado com a DB. N&o
foram observadas diferencas entre os animais submetidos a DHL em nenhum dos grupos
estudados.

DB DHL
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Figura 20 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a razdo fosforilada pela total da proteina
Akt de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s
desvios padrao da razdo da proteina Akt. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,319. Em (B), esta apresentada a diferencas
da razdo da proteina Akt nos camundongos DB e DHL submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerdbico.
ANOVA: Dieta x TA, p=0,016. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe
(n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta
balanceada mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerobico e 6leo de peixe
(n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerobico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica,
treinamento aerobico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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6.4.2 Expressdo da proteina S6k fosforilada e total (raz&o)

Tambeém foi avaliada a proteina ribossomal S6k (P70S6k). O comportamento da proteina
S6k foi semelhante aos resultados encontrados com a Akt. Nos animais treinados, submetidos a
DB, houve reducdo de 45,2%, na expressao da S6k, independente da suplementagcdo com dleo de
peixe, quando comparado com os animais do grupo DB sedentario. Ndo foram observadas
diferencas significativas em nenhum dos grupos dos animais submetidos a DHL, sugerindo que 8

semanas de tratamento com DHL né&o foi capaz de induzir a resisténcia anabolica. (Figuras 21).
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Figura 21 - Efeitos da suplementacé@o com o éleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a razdo fosforilada pela total da proteina
S6k de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s
desvios padrdo na razdo da proteina S6k. ANOVA: Dieta X TA x W3, p=0,763. Em (B), estdo apresentadas as
diferengas na razdes da proteina S6k nos camundongos DB e DHL submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerobico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,006. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de
peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA =
dieta balanceada mais treinamento aerdbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de
peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=6); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica,
treinamento aerobico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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6.4.3 Expressdo da proteina GSk3p fosforilada e total (razéo)

A proteina GSk3p € inibida pela proteina Akt e, por esse motivo, também foi avaliada no
presente estudo. Como observado na figura 20, ndo foram obeservadas diferencas significativas
na raz&do da proteina fosforilada pela proteina total em nenhum dos grupos submetidos a DB. Por
outro lado, nos animais submetidos a DHL, hove diferenca significativa entre o grupo sedentario
(DHL-C) versus o grupo suplementado com o Oleo de peixe (DHL-W3). Também foram
observadas diferencas significativas entre os grupos submetidos a DHL e DB, suplementados

com 0 AG-W3 e submetidos ao TA (Figuras 22).
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Figura 22 - Efeitos da suplementac&o com o éleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a razéo fosforilada pela total da proteina
GSk3p de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,027.
DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica
(n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento
aerébico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerobico e 6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta
hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo
de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pds-teste de Tukey).
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6.4.4 Expressdo da proteina 4EBP1 fosforilada e total (razéo)

Outro possivel alvo avaliado no presente projeto foi a expressdo da proteina 4EBP1. A
proteina 4EBP1 é ligada fisicamente ao fator de iniciacdo da traducdo em eucariotico (elF4E), o
qual impede o processo de sintese proteica. Quando fosforilada pela proteina Akt, a proteina
4EBP1 deixa de se ligar a proteina elF4E, liberando a mesma para dar inicio ao processo de
sintese proteica. N&o foi empregada andlise estatistica para esse paramétro devido a falta de

homogeneidade de variancias.
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Figura 23 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a razédo fosforilada pela total da proteina
4EBP1 de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e
0s desvios na razdo da proteina 4EBP1. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+w3 = dieta balanceada mais éleo de
peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+®3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA =
Dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+®3 = Dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de
peixe (n=6); DHL+TA Dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=6); DHL+TA+ »3 Dieta hiperlipidica,
treinamento aerdbico mais 6leo de peixe (n=6).
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6.5 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerdbico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre as proteinas da via de degradacao
proteica no musculo gastrocnémio

6.5.1 Expressdo da proteina MuRF1 e MAFbx

As enzimas E3 ligases MuRF1 e MAFbx s&o uma classe de ubiquitina ligases
determinante para o processo de degradacdo proteica. Para tanto, sua expressdo foi avaliada no
presente projeto para observar um possivel efeito modulador da dieta, treino e suplementacao.
N&o foram observadas diferengas significativas em nenhum dos grupos estudados, como

demonstrado na figura 24A.
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Figura 24 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a expressdo da proteina MuRF1 de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios
padrdo na expressao da proteina MuRF1. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,797, Dieta x TA, p=0,579; Dieta x W3,
p=0,648; Dieta, p=0,939; TA, p=0,513; W3, p=0,483. Em (B), esta representado o Ponceau, o qual foi utilizado para
normalizar a proteina. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C
= dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada
mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=6);
DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento
aerobico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOV A e pos-teste de Tukey).
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N&o foram observadas diferencas significativas em nenhum dos animais dos grupos
submetidos a DHL (Figura 25).
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Figura 25 - Efeitos da suplementacé@o com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a sobre a expressdo da proteina MAFbx de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios
padrdo na expressdo da proteina MAFbx. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,532. Em (B), estdo apresentadas as
diferencas entre na expressdo da proteina MAFbx nos camunongos suplementados ou ndo com o 6leo de peixe.
ANOVA: Dieta x W3, p=0,018. Em (C), estdo apresentadas as diferencas na expressdo da proteina MAFbx nos
camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerobico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta
balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6);
DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerdbico
(n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica
mais treinamento aerdbico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe
(n=6). * p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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6.5.2 Atividade do Sistema ubiquitina Proteassoma na porgao B5

Avaliando a atividade do sistema ubiquitina proteassoma na por¢ao B5, o qual ¢ um dos
principais sistemas de degradacdo proteica no musculo esquelético, ndao foram observadas

nenhuma diferenca significativa em nenhm dos animiais submetidos ou ndo a DHL (Figura 26).
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Figura 26 - Efeitos da suplementac&@o com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a atividade do proteassoma na porc¢éo 5
de camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s
desvios padrdo da atividade do proteassoma na por¢ao p5. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,245, Dieta x TA,
p=0,140; Dieta x W3, p=0,496; Dieta, p=0,427; TA, p=0,520; W3, p=0,545. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3
= dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica
mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerdébico (n=6); DB+TA+W3 = dieta
balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerobico
(n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way
ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Alguns trabalhos tém demonstrado que o sistema de autofagia contribui para as alteragdes
musculo esqueléticas encontradas na obesidade. Outro importante sitio de degradacdo no
musculo também foi avaliado (Figura 27). Para tanto, foi a atividade da catepsinal L foi avaliada.
Nos animais obesos sedentarios, houve uma reducdo na atividade da catepsina L em relacdo aos

animais DB sedentarios. Porém, ndo foram observadas diferengdo nos outros grupos estudados.
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Figura 27 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a atividade da catepsina L de camundongos
C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e os desvios padrdo na
atividade da catepsina L. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,058. Em (B), esta apresentada a atividade da catepsina L
nos camunongos DB e DHL, ANOVA: Dieta, p=0,012. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada
mais 0leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe
(n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerobico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento
aerébico e 6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerébico (n=6); DHL+TA+W3 =
dieta hiperlipidica, treinamento aerébico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pos-teste de
Tukey).
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6.6 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento fisico aerdbico,
suplementados ou ndo com o 6leo de peixe, sobre as proteinas de estresse de reticulo
endoplasmatico no muasculo gastrocnémio

6.6.1 Expressdo das proteinas BiP, PDI e CHOP

Uma das hipoteses do presente trabalho seria que, nos grupos tratados com DHL e
submetidos ao protocolo de treinamento aerdbico, haveria aumento nos marcadores de estresse de
reticulo endoplasmatico. Para investigar essa possibilidade, determinamos a expressao proteica
de algumas proteinas-chave envolvidas no estresse de reticulo. Uma das proteinas avaliadas foi o
BiP (Figuras 28). Apo6s 12 semanas de intervencao, houve reducdo na expressdo dessa proteina
no grupo treinado submetido a DHL em relacdo ao seu respective grupo controle tratado com
DHL (78.51+10.17) em relacdo ao seu respective grupo controle DHL (113.88+20.59) e ao DB
treinado (120.78+18.50). Também houve diferenca no grupo tratado com DHL, treinado e
suplementado com o 6leo de peixe (87.42+10.42), em relacdo ao DB treinado e suplementado
(123.96+19.91). Os valores da presente proteina, ndo foram alterados em nenhum dos grupos
submetidos a DB.
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Figura 28 - Efeitos da suplementacéo com o éleo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerébico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a expressdo da proteina BiP de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrdo na expressao da proteina BiP. ANOVA: Dieta x TA x AG-N3, p=0,028. Em (B), esta a imagem da proteina
total que foi utilizada para a normalizacdo da proteina BiP. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta
balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo
de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerobico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada,
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treinamento aerébico e dleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerdbico (n=6);
DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e
pos-teste de Tukey).

Para dar continuidade, a proteina PDI, outro marcador do estresse de reticulo, foi avaliada.
Seguidas as 12 semanas de protocol experimental, a expressdao da PDI foi maior nos os grupos

DB submetidos ao protocolo de treinamento aerodbico em relagdo ao seu controle DB (Figuras

29). A expressdo da PDI ndo foi alterada nos grupos submetidos a DHL.
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Figura 29 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a expressdo da proteina PDI de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrdo na expressdo da proteina PDI. ANOVA: Dieta x TA x AG-N3, p=0,619. Em (B), estdo apresentadas as
diferencas na expressdo da proteina PDI nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerobico.
ANOVA: Dieta x TA, p=0,009. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe
(n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta
balanceada mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aerdbico e dleo de peixe
(n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento aerdbico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica,
treinamento aerdbico mais dleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pds-teste de Tukey).
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A Ultima proteina avaliada relacionada ao estresse de reticulo, foi a proteina CHOP. Néo
foram observadas diferengas significativas na expressio da CHOP em nenhum dos grupos
estudados ap6s as 12 semanas de protocol experimental (Figuras 30). Na figura 30B, esta a
imagem representativa da membrana de nitrocelulose corada com o Vermelho de Ponceau S, o

qual foi utilizado para a normalizacdo dos resultados.
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Figura 30 - Efeitos da suplementacdo com o 6leo de peixe associado ou ndo ao treinamento fisico aerdbico em
camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipidica sobre a expressdo da proteina CHOP de
camundongos C57BI/6 ao final de 12 semanas de tratamento. CHOP. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,342, Dieta
X TA, p=0,875; Dieta x W3, p=0,129, Dieta, p=0,087; TA, p=0,356; W3, p=0,308. DB-C= dieta balanceada (n=6);,
DB+W3 = dieta balanceada mais 6leo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipidica (n=6); DHL+W3 = dieta
hiperlipidica mais 6leo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aerébico (n=6); DB+TA+W3 =
dieta balanceada, treinamento aerdbico e 6leo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipidica mais treinamento
aerobico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aerdbico mais 6leo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-
Way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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7 DISCUSSAO

Diversos fatores estdo associados com o aumento na incidéncia do sobrepeso e obesidade
no mundo, dentre os fatores mais comuns estdo o baixo nivel de atividade fisica e 0 aumento no
consumo de alimentos caldricos, ricos principalmente em gorduras e carboidratos (DONNELLY
et al., 2009; MASI et al., 2012). As dietas hipercaloricas e hiperlipidicas tém sido utilizadas como
modelos de inducdo de obesidade, mimetizando as condi¢des encontradas nos humanos
(CATTA-PRETA et al., 2012; HARIRI; THIBAULT, 2010). No entanto, somente 0 aumento na
ingestdo de lipideos ndo explica o desenvolvimento da obesidade per se. Alguns trabalhos tém
demonstrado que a quantidade de &cidos graxos saturados presentes na dieta tem papel
fundamental para o desenvolvimento da obesidade (LOVEJOY, 2002; MOUSSAVI et al., 2008).
O ganho de peso corporal é resultado do aumento do consumo energético associado a reducédo do
gasto, favorecendo o balango energético positivo e consequente aumento do estoque de tecido
adiposo (DONNELLY et al., 2009; HARIRI; THIBAULT, 2010). Nesse sentido, inumeros
trabalhos tém demonstrado correlacdo positiva entre 0 ganho de peso corporal e 0 aumento da
quantidade de lipideos na dieta, o qual favorece o desenvolvimento da obesidade em modelos
animais e humanos (BOURGEOQIS et al., 1983; HARIRI; THIBAULT, 2010; LOVEJOY, 2002).
De maneira geral dietas que induzem obesidade normalmente utilizam de 38-70% da quantidade
total de energia provinda dos lipideos e carboidratos (dieta de cafeteria) (BUETTNER et al.,
2007; HARIRI; THIBAULT, 2010). No presente estudo, o total de energia provinda dos lipideos
foi de 59%, sendo que 90% dos lipideos da DHL tinha como origem a banha suina, a qual é rica
em &cidos graxos saturados e monoinsaturados. Outros 10% dos lipideos eram provenientes do
oleo de soja, de forma similar a outros estudos encontrados na literatura (BUETTNER et al.,
2007; HARIRI; THIBAULT, 2010).

No presente protocolo experimental, demonstramos que 8 semanas de DHL foram
suficientes em promover elevacbes no ganho de peso coporal nos animais sedentarios. Esse
aumento foi acompanhado pela elevacao de todos os depositos de gordura (gorduras epididimal,
retroperitoneal, mesentérica) e, consequentemente, contribuiu para 0 aumento no indice de
adiposidade, glicemia e insulinemia basais e o indice HOMA-IR, nos camundongos C57BL/6J
submetidos a DHL em relacdo aos camundongos submetidos a DB, sugerindo que que a DHL

utilizada no presente estudo foi eficiente em promover resisténcia a insulina nos animais obesos.
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Esses dados séo consistentes com outros estudos que utilizaram a DHL com objetivo de induzir o
ganho de peso e promover alteracdes nos niveis glicémicos e de insulina (HAN et al., 1997;
LIMA etal., 2014; SAMUEL et al., 2010).

Diversos estudos demonstram correlacdo positiva entre 0 aumento no consumo de acidos
graxos polinsaturados, em especial o 6leo de peixe, e reducdo em alguns fatores de risco
cardiovascular, obesidade, inflamacdo e resisténcia a insulina (DELARUE et al., 2004,
HAINAULT et al., 1993; LEE et al., 2008). No presente estudo, a suplementacdo com o 6leo de
peixe (2 g/kg, 3 vezes por semana, durante 12 semanas) foi capaz de prevenir algumas alterac6es
induzidas pela DHL, tais como: o ganho de peso corporal, depésitos de gordura, indice de
adiposidade e glicemia quando comparado aos animais submetidos a DHL nédo suplementados.
Porém, apesar de reduzir o ganho de peso corporal, os aninais tratados com DHL e
suplementados com AG-W3 ndo conseguiram reestabelecer os valores normais do peso corporal,
depdsitos de gorduras (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) e indice de adiposidade em
relacdo ao seu respectivo grupo controle (animais tratadso com DB e suplementados com AG-
Wa3). Esses dados corroboram outros estudos que utilizaram o Oleo de peixe em animais
submetidos a DHL (HAINAULT et al., 1993; SAMANE et al., 2009). Os possiveis mecanismos
envolvidos na reducéo da gordura corporal com a suplementagdo com o 6mrga 3 ainda néo estéo
completamente esclarecidos. No entanto, alguns autores sugerem que esse efeito esta associado
com 0 aumento na taxa da beta-oxida¢do nos animais submetidos a suplementcdo de AG-W3,
diminuindo a sintese de triglicerideos a partir dos acidos graxos livres, tendo como consequéncia
a reducdo da quantidade de lipideos intramiocelular (LOMBARDO; CHICCO, 2006; SAMUEL
et al., 2010). Além disso, outros trabalhos tém demonstrado que a suplementa¢do com o0 AG-W3
estd envolvida no aumento na expressao de genes relacionados a melhora da funcdo enzimaética e
mitocondrial (LOMBARDO; CHICCO, 2006). Ainda, outros autores sugerem possivel efeito na
supressdo do apetite, contribuindo para os efeitos benéficos na salde observados com a
suplementacdo com AG-W3 (PARRA et al., 2008).

Os resultados encontrados sdo similares aos observados em outros estudos, 0s quais
avaliaram os efeitos da suplementacdo do 6leo de peixe na prevencao do ganho de peso corporal
(HAINAULT et al., 1993; RUZICKOVA et al., 2004). Lemieux et al. (2015) (LEMIEUX et al.,
2015) demonstraram, em camunondongos C57BI6 que receberam DHL durante 11 semanas (45%

do total de energia provinda da gordura), que essa dieta foi capaz de aumentar o peso corporal,
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adiposidade, diametro do adipdcito e a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo. Nesse
mesmo estudo, apds 6 semanas de DHL, um subgrupo recebeu a DHL rica em EPA (45% do total
de energia provinda da gordura + 36 g/kg de EPA, DHL+EPA), por mais 5 semanas (totalizando
11 semanas). Foi observado que a DHL rica em AG-W3 foi capaz de prevenir o ganho de peso,
aumento da adiposidade, didmetro do adipécito e a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo.
Em parte, esses efeitos benéeficos do EPA foram associados ao aumento no consumo de oxigénio
e reducdo de alguns genes envolvidos com lipogénese/adipogénese nesses animias (LEMIEUX et
al., 2015).

Como ja& mencionado, os animias submetidos a DHL tiveram aumento na glicemia e
insulina basais em relacdo aos animias submetidos a DB. De fato, diversos trabalhos tém
demonstrado que, nas fases iniciais da obesidade, hd aumento na secrecdo de insulina pelo
pancreas, com o objetivo de compensar o aumento da resisténcia a insulina. A principio, esse
efeito tem carater benéfico, uma vez que esse aumento esté relacionado com a normalizacdo dos
niveis glicémicos. Por outro lado, o efeito crénico dessa hiperinsulinemia, pode levar a faléncia
das células beta do pancreas, tendo como consequéncia a reducdo da secrecdo de insulina pelo
pancreas, culminando com o aumento na glicemia plasmatica, o qual caracteriza o quadro de
DM2 (DEFRONZO; ABDUL-GHANI, 2011; DONNELLY et al., 2009; HIRABARA et al.,
2010). Em contrapartida, os animais obesos suplementados com o Oleo de peixe foram
prevenidos contra 0 aumento na glicemia, normalizando essa variavel em relagdo aos animais
tratados com DB. Outros estudos utilizando a suplementacdo com o Gleo de peixe em animais
obesos tém encontrado resultados similares aos aobservados no presente trabalho. Assim, o efeito
preventivo observado nos animais submetidos a DHL e suplementados com o 6leo de peixe séo
parcialmente explicados, em parte, pela reducdo na deplecdo e expressdo do transportador de
glicose 4 (GLUT4) no tecido adiposo e musculo esquelético, na reducdo da enzima glicose-6-
fosfato no figado, a qual contribui para a reducdo na sintese de glicose e no contetido de lipideos
intramiocelulares (DELARUE et al., 2004). Em relagdo aos resultados no indice HOMA-IR, nao
foram observadas diferencas significativas nos animais obesos suplementados com o 6leo de
peixe. Os resultados encontrados no HOMA-IR séo opostos aos observados em outros estudos
utilizando animais obesos suplementados com o 6leo de peixe, 0s quais demonstraram efeito
preventivo no aumento da resisténcia a insulina (DELARUE et al., 2004; STORLIEN et al.,

1997). No entanto, outros estudos utilizando o 6leo de peixe em modelos submetidos a DHL nao
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observaram reducdes significativas na resisténcia a insulina (HIRABARA et al., 2010; ROCHE,
2005). Esses efeitos contraditorios do 6leo de peixe em relacdo a resisténcia a insulina ainda
permanecem por ser elucidados.

Ja estd bem estabelecido que o treinamento aerébico moderado reduz o ganho de peso e
inflamacdo, melhora a tolerdncia a glicose e a sensibilidade a insulina, tanto em modelos
humanos (GLEESON et al., 2011) quanto em modelos animais (AMARAL et al., 2014; PEREZ-
MATUTE et al., 2007). De fato, o treinamento fisico aerébico é uma terapia ndo farmacologica
fundamental que tem sido usado na prevencdo e tratamento de diversas doencas e fatores de
riscos (DONNELLY et al., 2009; GLEESON et al., 2011). No presente estudo, foi demonstrado
que animais obesos submetidos a 12 semanas de protocolo de treinamento aerdbico tiveram
menor ganho de peso corporal e depositos de gorduras (epididimal, retroperitoneal e
mesentérica), os quais contribuiram para a reducao do indice de adiposidade, apesar do consumo
continuo da DHL. Além do efeito protetor no ganho de peso, o TA foi capaz de normalizar a
glicemia basal nos animais obesos, independente da suplementacdo do 6leo de peixe. Isso
demonstra que o TA, per se, promove reducdo no ganho de peso, independente da suplementacédo
de bleo de peixe. Esses resultados foram também observados em outros trabalhos que utilizaram
o treinamento fisico aer6bico em animais submetidos a DHL (GLEESON et al., 2011; JEONG et
al., 2015). Nesse sentido, Jeong et al. (JEONG et al., 2015) demonstraram que 12 semanas de
DHL (45% de lipidios), em camundongos C57BL/6J com idade inicial de 4 semanas, foram
suficientes para induzir obesidade ao final do protocolo experimental. Por outro lado, os animais
obesos submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico, realizado 5 vezes por semana,
30-60 min/dia, com velocidade de 20-22 m/min por 12 semanas, foi capaz de prevenir o0 ganho de
peso nos animais submetidos a DHL, sugerindo o efeito protetor do treinamento fisico no ganho
de peso corporal. O principal mecanismo para esse efeito ainda ndo estd bem estabelecido.
Porém, diversos trabalhos tém demonstrado que a pratica regular de treinamento fisico aerébico
estimula a biogénese mitocondrial, consumo de oxigénio, capilarizacdo (angiogénese), conteudo
de triglicerideos intramiocelulares (T1M) eestoques de glicogénio, o que por sua vez contribui
para a mudanga no substrato utilizado, poupando glicogénio e oxidando mais lipideos,
contribuindo para a reducgéo do peso corporal (DONNELLY et al., 2009; HAWLEY et al., 2014;
STANFORD; GOODYEAR, 2014).
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Os animais submetidos ao protocolo de treinamento aerébico demonstraram uma melhora
no desempenho ap6s ao término do protocolo experimental de 12 semanas de treinamento, como
observado pelo aumento na distancia total percorrida (m). De fato, outros trabalhos que
utilizaram o treinamento em animais obesos demonstram resultados similares na melhora do
desempenho (DELDICQUE et al., 2013). Outro ponto importante que deve ser ressaltado é que o
treinamento aerdbico melhorou o desempenho em todos os grupos, independente da dieta e da
suplementacdo com o 0Oleo de peixe. A melhora do desempenho observado nos animais treinados
foi associada ao aumento na atividade da enzima citrato sintase e da proteina PGCla, independe
da dieta e da suplementacdo como AG-Wa3. Por outro lado, houve uma redugdo na expresséo da
proteina PGCla nos animais sedentarios submetidos a DHL. Uma possivel explica¢do para essaa
redugdo da proteina PGCla nos animais obesos sedentarios seria por conta do efeito lipotdoxico
no muusculo esquelético, o qual ndo foi avaliado no presente estudo. De fato, ja estd bem
estabelecido que o treinamento aerdbico é capaz de estimular a biogénese e fungdo mitocondrial
por aumentar a expressdao da proteina PGCla, além de aumentar a beta- oxidagdo, tendo como
consequéncia uma mudanca na preferéncia do substrato utilizado energética em exercicios com
caracteristicas submaximas (oxidacdo preferencial de mais lipidios ao invés poupa de glicose/a
glicogénio), aumento da capilarizacdo (angiogénese), tendo como consequéncia a melhora do
desempenho aerdbico (CALVO et al., 2008; COFFEY; HAWLEY, 2007; HOLLOSZY, 1976).
Né&o foram observadas diferencas significativas em nenhum dos grupos avaliados (sedentarion ou
treinados) no presente estudado em relacdo ao peso e a area de seccdo transversa do musculo
gastrocnémio. Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas nos parametros
supracitados, ao final das 12 semanas de protocolo experimental, os animais dos grupos tratados
com a DB ou DHL, submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerébico, demonstraram uma
melhora no desempenho aerdbico durante o teste para avaliar a distancia total percorrida,
independente da suplementacdo com o AG-W3. Demonstrando que, de fato, o treinamento é o
fator que determinante dessa melhora. Porém, houve diferenca nos animais tratados com DHL
obesos submetidos ao protocolo de treinamento em relacéo ao seu respectivo grupo controle.

Em relagdo ao efeito da dieta no musculo gastrocnémio, ndo foram observadas diferencas
significativas no peso do musculo e na area de sec¢do transversa em nenhum dos grupos
estudados. De fato, alguns trabalhos tém demonstrado que periodos curtos de DHL, 4 a 6

semanas, podem aumentar o peso do musculo por conta do aumento do peso corporal nos animais
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submetidos @ DHL, o que mimetiza 0 aumento da sobrecarga similar ao treino de forca, dessa
maneira, contribuindo para o aumento maior da sintese proteica muscular (GUILLET et al., 2012;
MASGRAU et al., 2012). Os animais precisam deslocar muito mais peso do que 0s animais
controles e, associado com a hiperinsulinemia, isso iria contribuiria para 0 aumento da massa
muscular similar ao treinamento. Por outro lado, em trabalhos com periodos mais longos de dieta
(maiores que 14 semanas), sdo observadas reducdes na sintese proteica, refletindo na reducdo da
massa muscular esquelética, caracterizando a resisténcia anabolica (GUILLET et al., 2012;
MASGRAU et al., 2012; TARDIF et al., 2014). Um dos possiveis efeitos relacionados a esse
fendmeno seria 0 aumento no contetdo de triglicerideos intramiocelulares, consequéncia da
saturacdo da capacidade de armazenamento de lipidios pelo tecido adiposo, tendo como
consequéncia o direcionamento dos lipidios para 0 musculo esquelético, o que iria contribuir para
0 aumento na resisténcia a insulina por conta do possivel efeito lipotdxico e da reducao na funcéo
mitocondrial (MASGRAU et al., 2012; STEPHENS et al., 2015). Apesar da insulina ndo ser
determinante no processo de sintese proteica, ela tem um efeito permissivo na ativacdo da via da
mTOR, tendo um possivel papel no desenvolvimento da resisténcia anabolica e
consequentemente prejudicando o processo de sintese proteica (MASGRAU et al., 2012;
SAVAGE et al., 2007; STEPHENS et al., 2015). Misgrau et al, avaliaram o efeito de 16 e 24
semanas de uma dieta rica em lipidios e em sacarose (17% de proteinas, 45% de lipidios e 30%
de carboidratos) no musculo s6leo (oxidativo) e tibial anterior (TA) (glicolitico) de ratos Wistar.
Ao final de 16 semanas de protocolo experimental os pesquisadores observaram um aumento no
ganho de peso corporal, massa gorda e na sintese proteica no musculo tibial anterior em relacéo
aos animais que receberdo a dieta padrdo. Nessa primeira fase do estudo, os autores néo
observaram aumento no contetdo de lipideos intramiocelulares (LIM) no masculo tibial anterior.
O objetivo da segunda parte do protocolo experimental foi comparar os efeitos de 16 versus 24
semanas de DHL. Ao final da 24% semana, foi observada estabilizacdo no ganho de peso corporal
e reducdo no peso do musculo tibial anterior, o qual foi associado a redugédo na taxa de sintese
proteica. Essa reducdo na sintese pode ter relagdo com o aumento no conteudo de LIM no
mausculo tibial anterior. Os autores sugerem que esse acimulo de LIM pode ter contribuido para
os efeitos deletérios da DHL, reduzindo a incorporacéo de aminoacidos no masculo esquelético.
Apesar da razdo fosforilada pela total da proteina Akt ter sido reduzida nos animais

obesos sedentarios e treinados, ndo foram observadas diferencgas significatizas na razdo da
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proteina S6k. O qual sugere que a DHL ndo promoveu RA. Por outro lado houve uma redugéo na
razdo da S6k nos animais DB submetidos ao treinamento fisico aerdbico, independente da
suplementacdo com o AG-W3. Ja esta bem estabelecido que o treinamento aerdbico ndo tem
como caracteristica principal o aumento da massa muscular, por ndo estimular o aumento da
sintese de miofibrilas, mas sim de mitocondrias (BAAR, 2006; 2014; HAWLEY et al., 2014). Ao
contrério das adaptacdes observadas com o treino de forca, o treinamento aerébico promove
alteracbes metabolicas distintas, tais como aumento na razdo da adenosina monofosfato versus
adenosina trifosfato (AMP:ATP) e na nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD":NADH), além
do aumento nas concentragdes de célcio intracelulares e na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (BAAR, 2006; 2014; HAWLEY et al., 2014). Baar, k 2014-2006 — Coffey, 2007 — Fyfe,
JJ - 2014). O aumento na razdo AMP:ATP estimula a ligacdo da AMP com a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK). Uma vez ativada, a proteina AMPK promove efeito inibitério sobre a
Akt. Essa inibicdo somente é observada quando a porcdo catalitica al(AMPKal) € ativada.
Apesar da AMPKal ndo ter sido avaliada no presente estudo, estudos séo sugestivos de que a
expressao dessa proteina também tenha sido estimulada, uma vez que essa resposta €
caracteristica desse tipo de protocolo. Uma vez ativada, a AMPKal promove potente efeito
inibitoria na ativacdo da mTOR, por estimular a ativacdo da TSC2, que por sua vez inibe a
proteina Rheb, limitando o processo de sintese proteica. Athertton et al. (2005) foram um dos
primeiros grupos a demonstrarem, em animais de experimentacdo, que a estimulacao elétrica em
fibras isoladas, mimetizando as mesmas condicdes observadas no treino de forca e o treino
aerobio (3h a 10Hz), promovem adaptacdes distintas. Eles demonstraram que a fibra isolada
submetida a 6 séries de 3 segundos de repeticdo, a 100 Hz por 20 min, mimetizandoo treino de
forca, € capaz de ativar a via Akt/mTOR, tendo efeito insignificante na ativacdo das proteinas
AMPK e PGCla. Por outro lado, as fibras isoladas que foram submetidas ao protocolo que
mimetizava o treino aerdbico, foram capazes de aumentar a fosforilacdo da proteina AMPK e
PGCla, porém os autores observaram efeito inibitério na via da AkKt/mTOR. Os autores
sugeriram que a AMPK e PGCla estdo envolvidas na inibicdo da via Akt/mTOR e isso
determina as adaptacdes para cada tipo de treino. Ikoni et al. (2003) ja haviam demonstrado, em
2003, que a ativacdo da da AMPK promove a fosforilacdo e ativacdo da proteina responsavel por
inibir a ativacdo da Akt, a proteina tuberina (TSC2). A TSC2, quando ativada, tem potente efeito

inibitdrio sobre a proteina Akt, levando, consequentemente, a inativacdo da proteina mTORC1 e
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reducdo da ativacdo dos seus respectivos alvos, a proteina S6k e a 4EBP1, resultando na inibi¢do
da sintese proteica muscular (BAAR, 2014; COFFEY; HAWLEY, 2007; FYFE et al., 2014). Os
estudos supracitados corroboram os resultados achados no presente estudo, onde foi demonstrado
que o protocolo de 12 semanas de treinamento aerdbico, foi capaz de aumentar a expressao da
PGCla, como esperado. Outro possivel mecanismo mediado pela AMPK ¢ a ativacdo da quinase
do fator de elongamento 2 (elF2K). J& é bem estabelecido que o treinamento aerdbico € capaz de
ativar a proteina quinase elF2K. Uma vez ativada pela AMPK, a elF2K fosforila e inativa a
proteina elF2, reduzindo o processo de sintese proteica (FYFE et al., 2014).

Outra proteina que é estimulada pelo treinamento aerébico e que pode influenciar no
processo de sintese proteica é a deacetilase da familia das sirtuinas, a SIRT1. Gosh et al. (2010)
demonstraram que a proteina SIRT1 é estimulada quando ha algum estresse metabdlico, como
observado no exercicio aerobico (Philp A. 2011). Diversos trabalhos tém demonstrado que a
SIRT1 tem a capacidade de controlar a atividade da AMPK e PGCla, o que estimularia a
biogénese mitocondrial e melhoria o desempenho aerdbico (FYFE et al., 2014). A proteina
SIRT1 também tem a capacidade de promover a ativacdo da TSC2, tendo como consequéncia a
inibicdo da proteina Rheb, inativando a ativacdo da mTORC1 e seus potenciais alvos, a proteina
S6k e a 4EBP1, reduzindo a sintese proteica. Apesar de ndo ter sido avaliada no presente estudo,
ja é bem estabelecido que o treinamento aerébico estimula o aumento na atividade da SIRT1,
sugerindo que a via AMPK/SIRT1 associada a PGCla pode estar envolvida com a reducgdo da
sintese proteica observada nos animais submetidos ao protocolo de treinamento aerdbico. Além
disso, a proteina AMPK também poderia estar envolvida no aumento da degradacéo proteica por
ativar a proteina FOXO3a, que por sua vez, aumentaria a ativagdo da proteina Ulk1, estimulando
0 processo de autofagia (SANCHEZ et al., 2012).

Em relagdo as vias de degradagédo proteica no musculo esquelético, ndo foram observadas
diferencas significativas na expressdo da proteina MuRF1 em nenhum dos grupos analisados.
Porém, foram observadas diferencas na expressdo da proteina MAFbx somente nos animais
submetidos ao treinamento aerdbico da DB. De fato, ja esta bem estabelecido que o treinamento
aerdbico promove o0 aumento nas vias de degradacdo (LO VERSO et al., 2014; SMILES et al.,
2015). Esse efeito contribuiria para a remocao das proteinas danificadas durante o treinamento.
Essas proteinas, ap0s serem degradadas em pequenos peptidieos, seriam posteriormente

reincorporadas no musculo esquelético, contribuindo para a manutengdo da massa muscular. Uma
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das possibilidades para 0 ndo aumento observado na atividade do SUP seria o tempo da Gltima
sessdo de treino até a eutanazia dos animais, uma vez que os trabalhos demonstram que ha
aumento imediamente ap0s a sessdo de treino, o que facilitaria a remocdo das proteinas
danificadas. No entanto, a atividade do SUP caiu ao longo do tempo (BAEHR et al., 2014).

De fato, alguns estudos utilizando modelos de obesidade induzida pela DHL tém
demonstrado aumento em alguns componentes relacionados a degradacdo proteica. Sishi et al.
(2010) demonstraram gue ratos submetidos a 16 semanas de dieta (65% de carboidratos, 19% de
proteinas e 16% de gordura), desenvolveram resisténcia a insulina, inflamacéo e atrofia muscular
esquelética quando comparado aos animais submetidos a DB. Os autores sugeriram que esse
efeito foi mediado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFa), apoptose (via caspase 3) e elevacéao
da ubiquitina ligase MuRF1. Além disso, os autores também observaram reducdo na fosforilacéo
da proteina FOXO. Quando fosforilado, o FOXO move-se para fora do nicleo da célula,
prevenindo a ativacdo dos genes relacionados a degradacdo proteica, como as E3 ligases MuRF1
e MAFbx (BODINE, 2013).

A grande diferenca entre o trabalho supracitado com o0 nosso é a quantidade de
carboidratos na dieta, que, classicamente, induz inflamacédo, e o tempo de tratamento longo (16
semanas). Como ja mencionado, os trabalhos que demostraram algum prejuizo na massa
muscular esquelética utilizaram periodos longos de tratamento (maiores que 14 semanas).
Associado ao tempo de tratamento, as dietas utlizadas nesses estudos, na sua grande maioria,
induziram inflamacdo. Na dieta utilizada no presente projeto, ndo observamos elevacdes nos
marcadores inflamatorios no musculo esquelético (dados ndo mostrados). A auséncia de
inflamacdo no musculo esquelético pode ter contribuido, em parte, para 0 ndo desenvolvimeto
das anormalidades encontradas quando comparado a outras dietas que induzem inflamacéo.
Outro componente importante da degradacdo proteica no muasculo esquelético, o proteassoma,
também ndo foi alterado ap6s 12 semanas de protocolo experimental, em nenhum dos grupos
estudados. Até o presente momento, nao existem trabalhos avaliando a atividade do SUP em
masculo esquelético de animais obesos. Por esse motivo, esse sistema foi avaliado no presente
estudo. Porém, ndo foram observadas diferencas na atividade do proteassoma na porcdo B5
dependente de ATP em nenhum dos grupos estudados. Em relagéo a catepsina L, houve redugéo
na sua atividade somente no grupo tratado com DHL submetido ao treinamento aerébio em

relacdo ao grupo submetido a DB néo treinado.
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Outro fator que pode contribuir para os prejuizos observados no musculo esquelético
observados em animais submetidos a DHL € o aumento do estresse de reticulo endoplasmético
(ERE). Diversos trabalhos tém demonstrado que animais obesos aumentam alguns marcadores do
ERE, o qual contribui para a reducdo na sintese proteica muscular (DELDICQUE, 2013;
DELDICQUE et al., 2010). No presente trabalho, 8 semanas de dieta ndo foram capazes de
induzir o aumento de marcadores do ERE nos animais submetidos a DHL sem treinamento.
Deldicque et al. (2010) realizaram dois protocolos experimentais para induzir obesidade em
camunondgos C57BI6/J. O primeiro protocolo utilizou a DHL (70% de gordura, 1% de
carboidrato) por um periodo de 6 semanas. Ap6s esse periodo, os autores observaram aumento
em alguns marcadores do ERE, como as proteinas BiP, IREL e MBTPS2 no mdsculo séleo e
aumento da proteina ATF4 no mausculo tibial. No segundo protocolo experimental, os
pesquisadores utilizaramcomposicdo diferente da DHL (46% de gordura e 35% de carboidrato),
por 20 semanas. Apos esse periodo, foi observado aumentos no BiP, IRE1 e a porcéo fosforilada
da proteina ERK, além de maior expressao das proteinas CHOP e XBP1. Além dos experimentos
in vivo, os autores realizaram experimentos com células C2C12. Eles demonstraram que a adicao
de &cido palmitico foi capaz de reduzir a fosforilacdo da proteina S6k, sugerindo menor ativagdo
da mTORCI1 e, consequentemente, reducdo da sintese proteica in vitro (DELDICQUE et al.,
2010).

Por outro lado, os animais tratados com DHL obesos submetidos ao treinamento fisico
aerobico, suplementados com AG-®»3, apresentaram reducdo na expressao da proteina BiP.
Interessantemente, ndo foram observadas alteracdes na proteina CHOP em nenhum dos grupos
estudados, tanto aqueles tratados com DB quanto com DHL. Nos animais tratados com DB,
submetidos ao protocolo de treinamento fisico aerdbico (independente da suplementacdo com o
AG-W3), houve aumento na expressdo proteica da PDI, em relcdo aos animais DB sedentarios.
Assim, Deldicque et al. (2012) demonstraram que 6 semanas de DHL foi capaz de aumentar o
ERE e a inflamag&o, além de induzir obesidade. Em contrapartida, os animais tratados com DHL,
submetidos ao protocolo de treinamento aerobico, tiveram reducdo nos niveis de inflamacéo,
porém, ndo foram capazes de restaurar o ERE. Os autores sugeriram que o aumento no ERE nos
animais obesos, submetidos ao treinamento, seria importante para estimular as adaptacGes

induzidas pelo exercicio.
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Com os resultados do presente estudo sdo sugestivos de que o 6leo de peixe € capaz de
prevenir parcialmente algumas alteracGes metabdlicas induzidas pela dieta hiperlipidica e que o
treinamento fisico aerdbico, além de atenuar os parametros metabolicos, também melhora a
capacidade funcional, prevenindo as complicacGes associadas a dieta hiperlipidica. A associacéo
do 6leo de peixe com o treinamento fisico aerobico promoveu efeitos similares aos observados
nos grupos submetidos ao treinamento. Desse modo, 0s nossos resultados demonstram que o
treinamento fisico aerdbico foi capaz de atenuar e restaurar alguns parametros relacionados a

DHL, independente da suplementacdo com o 6leo de peixe.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo séo sugestivos de que: 1) a suplementacdo com o 6leo de
peixe em camundongos C57BL6/J tratados com dieta hiperlipidica é eficiente em prevenir
parcialmente alguns efeitos deletéiros relacionados a composicao corporal e metabolismo; 2) o
treinamento fisico aerébico é capaz de atenuar vérias alteragbes induzidas pela DHL,
independente da suplementacdo com o 06leo de peixe, com relacdo ao ganho de peso, glicemia e
insulina de jejum, indice HOMA-IR, além de melhorar a distancia total percorrida, citrato sintase
e expressdo da prteina PGCla; e 3) a associacdo entre treinamento fisico aerdbico e a
suplementacdo com Gleo de peixe ndo potencializou os resultados observados nos animais
treinados. Desse modo, o treinamento fisico aerébico € determinante na melhora das alteracdes

deletérias induzidas pela dieta hiperlipidica.
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March 26, 2015

Final Report on Luis Gustavo Oliveira de Sousa
To Whom It May Concern:

Thig letter confirms that Luis Gustavo Oliveira de Sousa, a Ph.D. candidate at the Institute of
Biomadical Sciences Sao Paulo University, worked in the laboratory of Dr. Sue Bodine Depanment of
MNeuroblology, Physiology and Behavior at the University of California Davis for a period of one year
and was very productive. During the peried from Feb 2014 to March 2015, Mr de Sousa worked on
his project , “Effect of n-3 fatty acid supplementation on atrophy induced by hindliimb suspension and
hyperrophy induced by reweighting in C5TBIYE mice fed a high-fat diet”, and also assisted with other
projacts in the Bodine laboratory.

Gustavo de Sousa was a highly motivated and dedicated student and accomplished his major goals,
which wara to lsarn new methodologies such as the measuremeant of calpain activity, Cathepsin L
actlvity, 205 and 265 proleasome acliviies and protein translations using the SuNSET technique. He
also leamead to perform the tail suspension protocol in mice. Gustavo fulfiled the objectives of his
propasal by completing a project that invelved feeding CSTBLG mice a high fat diet for a period of 16
weeks. The mice were than suspension for a period of 14 days atrophy and then allowed 1o recover
for 7 or 14 days. The goal of this project was to examine the effects of diet-induced obesity on muscle
disuse-inducad musche atrophy and the recovery of muscle mass following atrophy. Gustavo
parformed all of the expariments, removed tissues samples, and made all of the measurements. His
data is of high quality and will be submitted as an abstract to an International scentific conferance.

In addition to working on his own project, Gustave alzo made significant contributions to several other
projects in the laboratory. One project involved the examination of disuse-induced muscle atrophy in
MuRF1 KO mice. Gustavo performed all of the hind limb suspension experiments and assisted with
the tissue collection. He was also a major contributor to a project that involved the histological
analysis of muscle from young and old rats that had been subjected to hind limb unloading and
reloading for variable lengths of ime. Because of his contributions to this aging project, he will be
listed as an author when these data are submitted for publication.

In summary, Gustavo is an outstanding, hard-working student, who made significant contributions to
my [aboratory during the past year. It was a pleasure to have him in the laboratory. He is a strong
team player and worked well with everyone in the laboratory.

Sincerely,

fﬂb" Adones

Sue Bodina, Ph.D.
Professor
Departments of Neurobiclogy, Physiology and Behavior & Physiclogy and Membrane Biology

scbodine @ ucdavis adu



