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INTRODUGAO:

Conforme algumas estimativas globais da OMS em 2016, no mundo todo os niveis de obesidade
guase que triplicaram desde 1975, onde cerca de 39% de adultos com 18 anos ou mais estavam com
sobrepeso em 2016, e 13% apresentavam
obesidade, que se desenvolve justamente no
tecido adiposo, que é o principal 6rgao
responsavel pelo armazenamento de energia
do corpo humano, acarretando uma série de 3,
disfungbes no metabolismo. O que tem

®
preocupado especialistas é o fato de que ObeSIty l.‘as - O
outras doencgas estéo diretamente nearly t"pled 0 {0
relacionadas com a obesidade, tais como: ° ‘m W
diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e since 19750
diversos tipos de cancer.

Diante desse cenario, estudos sobre a mitocéndria tém ganhado grande relevancia no ambito
académico, uma vez que uma das principais funcdes desta organela é produzir energia para a célula
em forma de Trifosfato de Adenosina (ATP) por meio da fosforilagcdo oxidativa. Alids, estudos mostram
gue uma dieta hiperlipidica reduz a expressao de genes necessarios para o funcionamento da
fosforilag@o oxidativa (Sparks et al. 2005), e consequentemente ocorre uma alteragédo na fungéo
mitocondrial.

A UPRmt

Constantemente, as mitocondrias sdo expostas a diversos tipos de estresse, modificando
significativamente a atividade mitocondrial, porém dada a complexidade da mitocondria, esta organela
possui um controle de qualidade extremamente organizado, posto que qualquer disfun¢do desencadeia na
decadéncia da funcédo celular, portanto esse aparato de controle de qualidade mitocondrial, denominado
Unfolded Protein Response (UPRmt), torna-se essencial para manter a proteostase e a funcao mitocondrial
diante dos variados niveis de danos proteotoxicos, como por exemplo, 0 acimulo de proteinas no
citoplasma que resultard em um desbalango proteico (3).

A UPRmt é um mecanismo que tem como objetivo principal garantir a funcdo e a integridade das
proteinas mitocondriais. Para isto, a UPRmt aumenta a capacidade de dobramento de proteinas e diminui
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a sintese de proteinas, a fim de atenuar, por exemplo, o quadro de desbalanco proteico, ocasionado pelo
acumulo de proteinas no citoplasma, além de aumentar a degradagéo de proteinas malformadas (3-4).

No decorrer da resposta mitocondrial, as chaperonas (como HSP60) e as proteostases (como a Lonpl, a
YmelLl e a ClpP) mitocondriais garantem a qualidade do balanco proteico no citoplasma. As chaperonas
auxiliam na importacdo, no transporte, na dobragem e montagem dos complexos proteicos, ja as
proteostases garantem a degradacao de proteinas que apresentam danos irreversiveis (5). Em um estudo
demonstrou-se que a proteostase mitocondrial CIpP aliviou o desequilibrio da dindmica e da funcgéo
mitocondrial induzida pela alta glicose e gordura na dieta em células Min6. (6)
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Figura 1. Desenho esquematico sintetizado da ativacdo da UPRmt e do desequilibrio mitonuclear. 1- o desequilibrio
mitonuclear é causado por meio da alteracdo do equilibrio estequiométrico entre proteinas codificadas pelo DNA mitocondrial
(DNAmt) e das proteinas da cadeia transportadora de elétrons advindas do DNA nuclear (DNAnR). 2- 0o amontoado de proteinas
mal formadas desencadeia a sinaliza¢do de fatores de transcri¢cdo do nicleo. 3- transcricdo de chaperonas e proteostases 4- as
chaperonas e proteostases sdo direcionadas para auxiliar na remodelacao das proteinas mal formadas. 5- proteinas mitocondriais

funcionais sdo formadas, auxiliando na melhora da fun¢do mitocondrial.

Viabilidade dos estudos sobre a UPRmt no cenério do exercicio fisico

Conforme estabelecido na literatura, sabe-se que o exercicio fisico age como um agente terapéutico, ou
ainda, € um método ndo-farmacoldgico bastante eficaz tanto para a preven¢do, como para o tratamento da
obesidade. Porém, os efeitos do exercicio fisico sobre a UPRmt ndo séo totalmente conhecidos.
Recentemente, um estudo demonstrou que o exercicio fisico altera a proteostase mitocondrial, induzindo
0 desequilibrio mitonuclear e UPRmt no hipotalamo de camundongos (7). As modificagdes do equilibrio
mitocondrial foram acompanhadas pela reducdo de peso corporal e da ingestdo energética. Ademais,
constatou-se uma conexdo a melhora do metabolismo mitocondrial hipotalamico e a perda de peso
induzida pelo exercicio em camundongos (7).

Perante 0 exposto, acreditamos que o exercicio fisico seja capaz de causar um estresse fisioldgico,
estimulando a UPRmt no tecido adiposo de camundongos obesos e, consequentemente, auxiliando na
melhora da homeostase mitocondrial e celular. Portanto, espera-se que o exercicio fisico melhore o
funcionamento da mitocdndria, e consequentemente uma melhora oxidativa.
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METODOLOGIA:
Objetivos

- Avaliar o impacto do treinamento fisico aerébio sobre a UPRmt no tecido adiposo de camundongos
obesos.

- Avaliar o contetdo das proteinas ClpP, Hsp60, YmellL1 e Lonpl, conhecidos marcadores da UPRmt,
no tecido adiposo de camundongos Swiss magros e obesos;

- Avaliar o contetido das proteinas ClpP, Hsp60, YmelL1 e Lonpl, conhecidos marcadores da UPRmt,
no tecido adiposo de camundongos Swiss obesos apds 4 semanas de treinamento fisico em esteira;

- Avaliar os componentes da cadeia transportadora de elétrons (ATP5a, Uqcrc2, MTCO1,
SDHB e NDUF8b), no tecido adiposo de camundongos Swiss obesos apods 4 semanas de
treinamento fisico em esteira.

Materiais e métodos

Reagentes e anticorpos

Os reagentes e os aparelhos utilizados para o gel Sédio Dodecil Sulfato (SDS- PAGE) serdo
provenientes da Bio-Rad (Richmond, CA). Os compostos Tris Hidroximetil Aminometano (TRIS),
Fenilmetil Sulfonil Fluorido (PMSF), Aprotinina e Ditiotreitol (DTT) serdo provenientes da empresa Sigma
ChemicalCo. (St. Louis, MO). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0,2um) sera proveniente da empresa
Biorad. Serdo utilizados os anticorpos anti-OXPHOS (coquetel de subunidades mitocondriais), que sera
proveniente da empresa ABCAM; anti-ClpP proveniente da empresa ABCAM, anti-Hsp60, anti-YmellL1l
e anti-Lonpl proveniente da empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Animais

Serdo utilizados camundongos Swiss machos, com 2 meses de idade, provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os animais serdo previamente pesados e alocados em gaiolas
individuais, expostos a ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, com temperatura entre 20°C e 22°C,
onde receberdo agua e racado padréo para roedores (da marca Nuvilab) ad libitum, ou dieta hiperlipidica
por 8 semanas, conforme descrito!!. O projeto ja foi submetido e aprovado pelo comité de ética da
UNICAMP. Namero do comité de ética: 5890-1/2021.

Protocolo de Exercicio Fisico

Para o protocolo de exercicio, os camundongos do grupo Exercicio serdo submetidos a quatro semanas
de treinamento em esteira ergométrica, exercitados em intensidade correspondente a maxima fase
estavel de lactato, conforme proposto por Ferreira e colaboradores!?. Previamente, os camundongos
serdo adaptados ao ergbmetro, visando minimizar o possivel estresse induzido pelo equipamento.

Procedimentos de extracdo

Serdo extraidas amostras do tecido adiposo epididimal, mesentérico, retroperitoneal, no entanto,
somente o BAT e o epididimal serdo posteriormente homogeneizados em tampéao de extracdo (contendo
1% de Triton X 100, 100 mM de Tris - pH 7,4, 100 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de
sédio, 10 mM de EDTA, 10 mM de ortovanadato de sodio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a
4 °C, reagentes da marca Sigma-Aldrich). ApGs os experimentos, 0s animais serdo sacrificados por
aprofundamento de anestesia, seguido de deslocamento cervical. O homogenato sera centrifugado a
11.000 RPM por 30 minutos. Ser4 determinada a concentracéo de proteina na por¢cao sobrenadante da
amostra, utilizando o método de Bradford. Em seguida, sera acrescido o tampao de Laemmli a cada uma
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das amostras, que serdo fervidas por 5 minutos e armazenadas a -80° C para as andlises de Western
blotting.

Anélise protéica por Western blotting

As amostras serdo tratadas com tampdo de Laemmli*®*_contendo DTT 100 mM (Sigma-Aldrich) e
aguecidas em agua fervente por 5 minutos. Em seguida, serdo aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) no aparelho para minigel (MiniProtean®). A separacao das proteinas acontecera com aumento
gradual da voltagem do equipamento com inicio em 30 Volts até atingir o valor maximo de 120 Volts,
como descrito por Towbin et al.'*. Sera utilizado como padrdo um marcador de peso molecular com
valores pré-estabelecidos conforme indicac@o do fabricante. A transferéncia das proteinas do gel sera
feita eletricamente para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se cubas de eletroforese da empresa
Bio-Rad. Essa etapa tera a duracdo de aproximadamente 2 horas. As membranas contendo as proteinas
e o marcador de peso molecular, serdo incubadas em solucéo bloqueadora (leite desnatado 5%, Tris
10mM, NaCl 150 mM e Tween 20 a 0,02%) por 2 horas, reduzindo assim as possiveis ligacfes
inespecificas do anticorpo na membrana de nitrocelulose. As membranas serdo posteriormente lavadas
e incubadas com anticorpo primario, seguindo as diluicbes conforme sugestédo do fabricante, por 12
horas (overnight) a 4°C. Em seguida as membranas serdo lavadas e incubadas com 2 pL de anticorpo
secundario por 120 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente lavadas e incubadas com 2 mL
de solucdo de quimioluminescéncia (Pierce, CA). A reac¢do do anticorpo secundario com a solugéo
quimioluminescente sera detectada por meio de um fotodocumentador. A intensidade das bandas sera
guantificada por densitometria 6ptica através do programa Uniscan®.

Andlise Estatistica

Os dados serédo analisados através do teste t de Student ou analise de variancia (ANOVA), seguida por
andlise de significancia (Bonferroni), quando apropriado, para comparagdo dos grupos experimentais. A
significancia estatistica adotada sera de p < 0,05. O processamento e analise dos dados sera feita com
o0 auxilio do software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Posto que a ingestdo em excesso de gordura saturada e a inatividade fisica possuem um forte vinculo
com a obesidade, levando ao aumento da adiposidade e disfungdo mitocondrial nos adipécitos,
levantamos a hip6tese de que o exercicio fisico possa ser um ativador fisiolégico da UPRmt (Unfolded
Protein Response), e consequentemente, melhorar a proteostase e a atividade mitocondrial, ou ainda,
na oxidacao de gorduras do tecido adiposo de camundongos obesos.
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