—_ v
W7 S\ =)

XXIX Congressa de Iniciagén Cientifica n\;p
\} \// UNIEAMP @cmpq
= -

EFEITO DO EXERCICIO FiSICO CRONICO SOBRE O
METABOLISMO DE NAD+ E SOBRE A UPRmt EM
CAMUNDONGOS.

Palavras-Chave: NAD+, UPRmt, Exercicio.

Autores/as:
Saulo Gabriel do Nascimento Della Coleta [Faculdade de Ciéncias Aplicadas - UNICAMP]

Prof. Dr. Eduardo Rochete Ropelle [Faculdade de Ciéncias Aplicadas - UNICAMP]

INTRODUCAO:

A doenca esteatética ndo alcodlica do figado (NAFLD, do inglés nonalcoholic fatty liver
disease) é a causa mais comum de doencas cronicas no figado de individuos obesos e sua prevaléncia
continua a crescer em todo 0 mundo (GARIANI et al., 2016). A NAFLD, possui estreita relacdo com
aresisténcia a insulina, disfuncdo mitocondrial, inflamacéo, aumento da gliconeogénese dentre outros
(SUNNY et al., 2011). Nesse contexto, a lipotoxicidade hepatica pode ser considerada como um
fenémeno critico no desenvolvimento da NAFLD. A lipotoxicidade € resultado do excesso de AGs
no figado, sobrecarregando as capacidades hepéticas de oxidar, armazenar e exportar lipideos, além
de prejudicar as vias de sinalizacdo celular, causando disfuncdo celular, liberacdo de marcadores
inflamatorios, como o Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a), ¢ podendo levar a morte celular
(FELDSTEIN et al., 2004; TILG; MOSCHEN, 2010). Portanto, a NAFLD pode progredir até a
esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH, do inglés nonalcoholic steatohepatitis), fibrose e finalmente
cirrose (COHEN; HORTON; HOBBS, 2011).

As mitocondrias sdo organelas especializadas nos processos de respiracdo celular e producao
de energia. 1sso acontece principalmente na cadeia transportadora de elétrons (CTE). A baixa
capacidade oxidativa por parte das mitocdndrias nos hepatécitos pode contribuir de maneira
significativa para o excesso de gordura no figado. Um consistente acumulado de estudos destaca a
disfuncdo mitocondrial hepatica como um fenémeno intracelular critico para o desenvolvimento da
NAFLD (GARIANI et al., 2016). Recentemente, o metabolismo de NAD+ (do inglés, nicotinamide
adenine dinucleotide) tem sido investigado na etiopatogenia da NAFLD. A molécula de NAD+ é um

cofator que atua em reagdes metabdlicas distintas e serve como substrato para diversas enzimas, como
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por exemplo as enzimas dependentes de NAD, com destaque para as sirtuinas, as poli ADP-ribose
polimerases (PARP) e as ADP-ribose sintase ciclicas (CADPR), como CD38 e CD137.

Gariani e colaboradores observaram uma queda significativa dos niveis intracelulares de
NAD+ no figado de camundongos obesos com NAFLD (GARIANI et al., 2016). Para determinar se
a recuperacdo dos niveis de NAD+ poderia exercer algum efeito no desenvolvimento da NAFLD, os
autores realizaram a suplementacdo oral com um precursor de NAD+, um derivado da vitamina B3,
o ribosideo de nicotinamida (NR) durante 8 semanas. De maneira interessante, 0 NR recuperou 0s
niveis de NAD+ , a funcdo mitocondrial e o metabolismo hepatico em camundongos (GARIANI et
al., 2016). Mecanisticamente, o aumento dos niveis de NAD+ no tecido hepético estimulou a
atividade da SIRT1 e desencadeou diversos marcadores da UPRmt (do inglés mitochondrial unfolded

protein response).

A UPRmt é um processo através do qual se reestabelece a proteostase mitocondrial em
situacOes de estresse (QURESHI; HAYNES; PELLEGRINO, 2017), que podem levar a sintese de
proteinas mal formadas nessa organela (MOUCHIROUD et al., 2013). Nesse contexto, hd um
desequilibrio entre proteinas codificadas pelo DNAnN e proteinas codificadas pelo DNAmt, que pode
ser demonstrado pela razdo SDHA/MTCO1 e que e fundamental para a ativacdo da UPRmt.
Moléculas como a ATFS1 em c. elegans e a ATF5 em mamiferos desempenham o papel de identificar
0 desequilibrio da proteostase mitocondrial e sinalizar por meio de fatores de transcricdo o DNAN.
Em seguida, genes que codificam proteases e chaperonas séo ativados a partir do DNAn. Assim,
chaperonas como as proteinas de choque térmico (heat shock protein - HSP) HSP10 e HSP60 e
proteases como a ClpP (Caseinolytic Mitochondrial Matrix Peptidase Proteolytic Subunit), a LONP1
(Lon protease homolog, mitochondrial), entre outras, sdo importadas do citosol para o interior das
mitocdndrias para que ocorra o reparo de proteinas malformadas por acdo das chaperonas ou a
completa degradacao dessas proteinas por acdo das proteases (YONEDA et al., 2004; ZHAO et al.,
2002). Contudo, os efeitos do exercicio fisico sobre 0 metabolismo de NAD+ e a UPRmt no tecido
hepatico ainda sdo desconhecidos, portanto o objetivo do projeto foi avaliar os efeitos do treinamento
fisico aerdbio sobre o metabolismo de NAD+ e sobre os marcadores da UPRmt no tecido hepatico de

camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos Swiss 0s quais foram divididos em 3 grupos: Controle, HFD sedentario
e HFD treinado. O grupo controle foi alimentado com dieta padrdo para roedores, enquanto que os grupos HFD
(High Fat Diet) foram alimentados com uma dieta rica em gorduras durante 8 semanas €, ao fim desse periodo,

0 grupo treinado iniciou o protocolo de exercicio fisico em esteira com duracéo de 4 semanas. Apés o fim do
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protocolo, os animais foram eutanasiados e foram realizadas analises fisiologicas e moleculares, através da

técnica de Western blotting, para avaliarmos os efeitos da intervencao realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Durante todo o protocolo de treinamento fisico foram realizadas medicdes da massa corporal dos
animais, através das quais podemos observar as variagdes nessas massas no inicio do protocolo, ap6s 8 semanas
de consumo de HFD e ao final do protocolo, apds as 4 semanas de exercicio. Apds as primeiras 8 semanas houve
um aumento significativo na massa corporal dos grupos HFD e HFD TR em relag&o ao grupo controle, diferenca
que se manteve ao final do protocolo (Figura 1a). Apos a eutanasia, também avaliamos a massa de algumas
porcoes do tecido adiposo branco dos animais e pudemaos observar uma reducéo significativa na gordura visceral
(epididimal e mesentérica) no grupo treinado em relacdo ao HFD sedentario, mesmo sem diferenga na massa
corporal (Figura 1b). Também foi realizado um teste de tolerancia ao piruvato (PTT) com o objetivo de avaliar
a producdo hepética de glicose (PHG) desses animais (Figura 1c). Os resultados mostram que o grupo HFD

sedentario apresentou uma menor tolerancia ao piruvato, indicando uma desregulacéo da PHG.
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Figura 1 — “Dados Fisiologicos dos camundongos Swiss”. (A) Massa corporal dos animais no inicio do protocolo, apés
8 semanas de consumo de HFD e apds 4 semanas de exercicio fisico. (n=6-10). 8 semanas ****p<0,0001 vs CTL; 12
semanas *p<0,05 e **p<0,01 vs CTL. (B) Massa dos tecidos adiposos Epididimal, Mesentérico, Retroperitonial e
Subcutaneo. (n=6-10). Epididimal ****p<0,0001 vs CTL e ##p<0,003 vs HFD; Mesentérica **** p<0,0001, *p<0,05 vs
CTL e #p<0,05 vs HFD; Retroperitonial *p<0,05 vs CTL; Subcutanea **p<0,01 e ****p<0,0001. (C) Teste de tolerancia
ao piruvato. (n=10) *p<0,05, **p<0,01 vs CTL.

Além disso, foram utilizados fragmentos do figado dos animais para analises do conteido de diversas

proteinas nesse tecido. Ao analisarmos proteinas marcadoras da cadeia transportadora de elétrons
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(CTE/OXPHOS), podemos observar um aumento de algumas dessas proteinas no grupo HFD em relacéo aos

outros dois grupos, além de um aumento no grupo treinado (Figura 2).
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Figura 2 — “Marcadores da OXPHOS e Desequilibrio Mitonuclear”. CTL (n=3), HFD (n=4), HFD TR (n=5). (A)
NDUFB8. *p<0,05 vs CTL e #p<0,0,05 vs HFD. (B) SDHB. **p<0,01 e *p<0,05 vs CTL. (C) UQCR2. **p<0,01 vs
CTL e #p<0,05 vs HFD. (D) MTCOL. p=0,0638 CTL vs HFD TR. (E) ATP5A. *p<0,05 vs CTL e p=0,1506 HFD vs

HFD TR. (F) ATP5A/MTCOL. p=0,0524 CTL vs HFD TR e p=0,0567 HFD vs HFD TR.

Também analisamos proteinas relacionadas com o metabolismo de NAD+. N&o encontramos diferenca
estatistica no contetido de NAMPT (Figura 3a), proteina da via de sintese de NAD+, apesar de observarmos uma
tendéncia de reducdo no grupo HFD. Vimos também uma reducéo da proteina SIRT1 no grupo HFD (Figura

3b), proteina esta que usa NAD+ como substrato e esta relacionada com a UPRmt.
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Figura 3 — “Expressio de proteinas relacionadas ao metabolismo de NAD+”. (A) Expresséo proteica de NAMPT.
CTL (n=4), HFD (n=5), HFD TR (n=5). (B) Expresséo proteica de SIRT1. CTL (n=3), HFD (n=4), HFD TR (n=4).
*p<0,04 CTL vs HFD.

Partindo para os marcadores da UPRmt, vemos uma reducéo do conteido de CLPP no grupo
HFD (Figura 4b) e uma tendéncia de reducdo de YME1L1 nesse mesmo grupo (Figura 4a), o
indicando uma menor ativagdo dessa via nesses animais.
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Figura 4 — “Marcadores da UPRmt”. CTL (n=3), HFD (n=4), HFD TR (n=4). (A) Expresséo proteica de YME1L1.
p=0,0513 HFD vs HFD TR. (B) Expressédo proteica de CLPP. *p<0,05 vs CTL.

CONCLUSOES:

Com os resultados apresentados acima podemos concluir que o exercicio foi efetivo em
melhorar ou evitar prejuizos em parametros fisiolégicos como: a massa de gordura visceral, cujo
acumulo esta relacionado com diversas desordens metabolicas, e na tolerancia ao piruvato, um bom
indicativo da PHG. Além disso, as analises moleculares mostraram beneficios do exercicio para
alguns componentes da CTE. Contudo, nossos resultados sugerem que o treinamento aerébio nao
alterou o contetdo proteico das proteinas relacionadas com o metabolismo de NAD+, bem como
alguns marcadores da UPRmt. Portanto, concluimos que o exercicio fisico trouxe beneficios, tanto
globais, quando para o tecido hepéatico dos animais, porém acreditamos que S0 necessarias mais
analises que comprovem a relacdo entre a maior disponibilidade de NAD+ com o exercicio fisico e

sua relacdo com a UPRmt no tecido hepatico.
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