\V
A¢¢f¢7 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus Presidente Prudente

ALLICE SANTOS CRUZ VERAS

EXERCICIO FiSICO AEROBIO E OMEGA-3 OTIMIZAM O METABOLISMO LIPIDICO,
INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS SUBMETIDOS A DIETA

HIPERLIPIDICA

A
N

PRESIDENTE PRUDENTE
2020



AvAvAv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus Presidente Prudente

AVA
VAV
ALLICE SANTOS CRUZ VERAS

EXERCICIO FiSICO AEROBIO E OMEGA-3 OTIMIZAM O METABOLISMO LIPIDICO,
INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS SUBMETIDOS A DIETA

HIPERLIPIDICA

Dissertacdo de Mestrado apresentado a Faculdade de Ciéncias
e Tecnologia FCT/UNESP, campus de Presidente Prudente,

para obtencdo do titulo de Mestre no Programa de Pds-
=

Graduacéao em Ciéncias da Motricidade. —
Orientador: Prof®. Dr Giovana Rampazzo Teixeira_c/

o
A=

PRESIDENTE PRUDENTE
2020



Veras, Allice Santos Cruz

EXERCICIO FiSICO AEROBIO E OMEGA-3 OTIMIZAM O
METABOLISMO LIPIDICO, INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO
EM RATOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDICA / Allice Santos
Cruz Veras. -- Presidente Prudente, 2020

56 p. : il., tabs.

VA4T76e

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Presidente Prudente

Orientadora: Giovana Rampazzo Teixeira

1. Metabolismo lipidico. 2. PUFAs. 3. Obesidade. 4. Exercicio Fisico
Aerobio. 5. Prostata. 1. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Presidente Prudente. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™ "0

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTAGAQ: EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO AEROBIO E DA INGESTAO DE OMEGA-3
NA PROSTATA DE RATOS WISTAR SUPLEMENTADOS COM DIETA
HIPERLIPIDICA

AUTORA: ALLICE SANTOS CRUZ VERAS
ORIENTADORA: GIOVANA RAMPAZZO TEIXEIRA

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em CIENCIAS DA
MOTRICIDADE, area: Biodindmica da Motricidade Hylmana pela Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. GIOVANA RAMPAZZO TEIXEIRA

Departamento de Educacgéo Fisica. / UNESP/ P ente\Prudente -Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Profa. Dra. PATRICIA CHIMIN PERANDINI VIDEOCONFERENCIA
Departamento de Fundamentos da Educacgao Fisica / Universidade Estadual de Londrina

Professor Adjunto GLAURA SCANTAMBURLO ALVES FERNANDES VIDEOCONFERENCIA
Departamento de Biologia Geral / UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Presidente Prudente, 20 de agosto de 2020

Faculdade de Cincias e Tecnologia - Campus de Prasidente Prudent -
Roberto Simonsen, 305, 19060800, Presidente Prudente - Sio Paulo
ChPJ: 48.031.8180008-81.



DEDICATORIA

Aos meus pais Ester Henriqueta dos Santos e Wellington Francisco Rosas da Cruz Veras, por
todo suporte, incentivo, amor e compreensdo doados a mim durante toda a minha vida académica, desde

a iniciacéo cientifica até a escolha da Pés-Graduacao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus sempre em primeiro lugar por me proporcionar salde para ir em busca dos
meus objetivos, sem desistir, sem desanimar, por me guiar em todas as decisdes e trilhar o meu caminho
sempre para o melhor. Em segundo lugar a minha familia, aos meus pais, em especial aos meus irmaos
Alline Santos Cruz Veras, Allan Santos Cruz Veras, Clecius Rafael Santos Fernandes e Klaus
Giovanni Santos e Cruz, que me inspiram todos os dias, agradeco por todo apoio, incentivo, forca e
carinho destinados a mim. Nao menos importante a uma irma que a vida me deu, Gabriela Santana
Ugino que, antes de todos, foi a primeira a acreditar em mim, que me acompanha desde quando a
UNESP era apenas um sonho, foi quem me apoiou no vestibular, depositou toda fé e apoio, desde 2012
até o presente momento. Sou grata ainda pelas pessoas que convivo diariamente, por termos formado
uma unido que vai muito além do trabalho e de “fazer pesquisa”, sdo irmaos que a pesquisa me concedeu,
Maria Eduarda de Almeida Tavares, Rafael Ribeiro Correia e Victor Rogério Garcia Baptista e
Raissa de Oliveira Mantovani, gratiddo pela amizade, parceria, aos IC’s por serem meus bragos de
apoio dentro e fora do laboratdrio, pelos pesquisadores incriveis que estdo se tornando e por acreditarem
no meu trabalho supervisionando vocés. Agradeco a Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES) - Cddigo de Financiamento-001, pelo suporte financeiro e pelo crédito no meu
trabalho.

Por fim e ndo menos importante, a minha orientadora Giovana Rampazzo Teixeira, sem vocé
eu ndo seria metade de quem eu sou hoje, muito obrigada por segurar a minha mao, por acreditar em
mim quando a grande maioria subestimou, por me oferecer todo suporte e conhecimento, me aceitar
desde o inicio da iniciagdo cientifica (2014), atualmente mestranda e se vocé permitir, doutoranda
também. Gracgas a vocé me encontrei na pesquisa, muitas portas se abriram e se abrem diariamente, eu
sou feliz no que fago, e acima de ser a minha orientadora encontrei uma grande amiga. Por fim, além de
inspiragdo profissional, deixo registrado que é uma honra trabalhar ao seu lado a 7 anos, obrigada por
tudo.



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS ...t n e n e n e n e nneenes 9

LISTA DE TABELAS ...ttt b et e bttt e e e te st e te st ne e re e
LISTADE ABREVIAGOES .......ooiieeeeeeeesieves ettt s 11
L ST 1V TSP
AB ST RACT ..ottt ettt e st e R et e Rt et et R et R et R et R et e Re et e Re et e Re et R e et e Rt et ereare e ern
1.0 - INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt sttt n ettt
1.1 Doengas Prostéticas, Radicais Livres e Enzimas AntioXidantes............cccocvevevieevienesieesesessie e
1.2 Suplementacdo de 6mega-3 e seus efeitos Na ProStata ...........cooeevrerrernenee e
1.3 Regulacao prostatica por efeitos sistémicos desencadeados pelo exercicio fisico aerobio............
2.0 JUSHITICALIVA .....ve ettt ettt b bbb bt e e eseen e et e s benbesbennebe s
3.0 ODJBLIVIOS ...ttt bbbt bbb bR Rt R R bR bt et b bbb
3 L ODJELIVO GBIAL ...ttt bbb b ettt
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS .vivviiiiriiieiie ettt sttt st ettt e e e be e e st e s te et e sbeeseenbesneeneenre e
4.0 MALEriaiS € IMETOUOS .......oveieiieiieiieesie sttt bbbttt bttt st be bbb e s 21
4.1. DECIArACAD 8 ELICA.........cveevecvececeeeceeeeecee ettt sttt
4.2. Animais e Procedimentos EXPEriMENTAIS .........cccecvveiiiieiieieiie e eieesie et s ste e sresrae e sne s 24
4.3. Dieta hiperlipidica e suplementacao de 0mega-3 € Chia ......c.coovverereinieieceeee e 24
4.4, Protocolo de treinamento fiSiCO @erODI0..........ccviiiiiiiiieee s 27
4.5. Coleta € PreparaGao das AMOSIIAS .........ccuiiriierieiieieieieesie sttt 27
4.6. ANALISES HISTOIOGICAS .....c.veiveeeii ettt e sbeere et e s ae e re e
4.7. Analises IMUNONISTOQUIMICAS .......cviiiiieieie ettt sre bt 28
4.8 EXIrag8o d0 RNA € PCR ..ottt 29
4.9 ANALISES ESLALISTICA. .vveveviiveiieite ittt sttt e e bbb neenne e e 30
5.0 RESUITATOS ...ttt b bbbt et et e s e s e e neebentenbe e e nnenes 30
5.1. Dados histopatol0gicoS € PESO COMPOTAl .........cvrieiirieiiiieiiieieie e
5.2. Dados IMUNONISTOQUIMICOS ......c.viviieiiiieiiieie ettt 36
5.3 Dados de estresse OXidativo (ROS) ........cooviiiiieiiieiie ettt st sne e e
8.0 DISCUSSAD ....vveveeeeeieiteeeesteetee e s e et e s teete e e steeseesteeseesteeteestesbe et e e teeseessesbeeseenbe et e e s tesbeeseenteaneesaesreeneeneeanen
L0 I O] o] 1157 T SR
8.0 Refer@ncias BibIIOGIAfiCaS ......cvoviiiice et
T N = ] I N PSS 48
LO.0 FIGURAS ..ot ettt e et e b e e s hb e e s at e e e abe e e aabeeebeeesabeesbeeesaaeeanbeeeateeesnteeenseeens



“Na auséncia de referéncia, SEJA”.

Autor desconhecido



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Linha do tempo do protocolo de intervencdo durante 14 semanas de dieta hiperlipidica,

suplementacdo de 6leo de peixe, 6leo de chia (w-3) e exercicio fisico aerobio.

Figura 2. Resultado do peso corporal inicial e final dos animais, ganho de peso, pesos absoluto e relativo

da prostata e quantidade de mastécitos dos animais.

Figura 3. Dados nutricionais do consumo de ragdo, energia ingerida, eficiéncia alimentar e ganho de

peso dos animais.

Figura 4. Dados bioquimicos da razdo TG (A), TC (B), LDL (C), VLDL (D), HDL (E) e TC/HDL (F)

de animais submetidos ao padrdo ou HFD, suplementagdo de ®-3 e/ou exercicio fisico aerdbio.

Figura 5. Andlises histoldgicas dos animais submetidos a dieta hiperlipidica, suplementacdo de dmega-
3 e exercicio fisico aerdbio, pelas técnicas de H&E, azul de toluidina e tricbmico de masson na préstata

ventral.

Figura 6. Plate imunohistoquimico das proteinas AR, FAS/CD95, SREBP-1 e das proteinas
inflamatodrias IL-6, NF-kB e TNF-a na prostata ventral de ratos treinados, obesos e suplementados com

®-3.

Figura 7. Plate imunohistoquimico das proteinas IL-6, NF-kB ¢ TNF-a na préstata ventral de ratos

treinados, obesos e suplementados com ®-3.

Figura 8. Expressdo dos genes SOD-1, CAT, NRF-2, GSS e NOS 2 na prdstata ventral de ratos Wistar

obesos.

Figura 9. Papel do exercicio fisico aerobio associado a suplementagdo de w-3 no metabolismo lipidico

na prostata ventral de ratos Wistar causado pelo excesso de dieta hiperlipidica.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Especificacdo das sequéncias dos primers relacionados ao estresse oxidativo, SOD-1, CAT,

NRF-2, GSS e NOS 2.

Tabela 2. Analises histopatoldgicas na préstata ventral de animais obesos, treinados e suplementados

com m-3.

10



LISTA DE ABREVIACOES

SFA - acidos graxos saturados;

TFA - acidos graxos trans;

PUFAs - acidos graxos poli-insaturados;

HF - dieta hiperlipidica;

PCR - polymerase chain reaction/ reacdo em cadeia da polimerase;
HBP - hiperplasia benigna prostatica;

NIP - neoplasia intraepitelial;

AP - atrofia prostética;

PIA - atrofia inflamatoria proliferativa;

CPa - cancer prostético;

PAH - hiperplasia pés-atrofica;

AR - receptor de androgeno;

FAS/CD95 - receptor da morte da superficie celular FAS;
IL-6 - interleucina-6;

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa;

NF-kB - fator de transcrigdo nuclear beta

IGF-1 - fator de crescimento semelhante a insulina 1;
SREBP-1 - proteina de liga¢do ao elemento regulador de esterol 1;
IL-1ra - receptor antagonista de interleucina-1;

IL-1p - interleucina 1 beta;

IL-1a - interleucina 1 alfa;

IL-10 - interleucina 10;

ERMO - espécies reativas do metabolismo oxidativo;
RL - radicais livres;

O2 - &nion superoxido;

H202 - perdxido de hidrogénio;

OH - radical hidroxila;

EO - estresse oxidativo;

SOD - superdxido dismutase;

CAT - catalase;

GSH-Px - glutationa peroxidase;

GST - glutationa-S-transferase;

NO2 - 6xido nitrico sintase 2;

11



GR - glutationa redutase;

NRF?2 - fator 2 relacionado ao fator nuclear eritroide 2;
ARE - elemento de resposta antioxidante;

-3 - dmega-3;

-6 - dmega-6;

ALA - 4cido a-linolénico;

DHA - docosahexaendico;

EPA - eicosapentaendico;

Chia - Salvia hispanica;

ROS - espécies reativas de oxigénio;

PPAR-y - receptores de ativagdo de proliferacdo de peroxissomos gama;
G6Pase - glicose-6-fosfatase;

AG - acidos graxos;

PPAR-a - receptores de ativacao de proliferacdo de peroxissomos alfa;
CEUA - Comité de Etica em Uso de Animais;

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal,
15-LOX - lipooxigenase 15;

PGHg; - prostaglandina H2;

PGE: - prostaglandina 2;

COX - ciclooxigenase;

HOX - hexapeptideo/fator de transcri¢éo;

PGG:; - prostaglandina G2;

PGE: - prostaglandina E2.

FO - fish oil.

CO - chiaoil.

12



RESUMO

As dietas ocidentais sdo ricas em acidos graxos saturados (SFA) e acidos graxos trans (TFA). A dieta
hiperlipidica (HF) promove um aumento de lipidios e dislipidemia. Os poliinsaturados (PUFAs) tém
acdo anti-inflamatoria e antioxidante, tém sido associados ao consumo de 6mega-3 e estao relacionados
a reducdo de alguns tipos de doencas. A associacao entre exercicio e PUFASs reduz o risco de morte. O
estudo avalia os efeitos do exercicio fisico aerdbio associado ao émega-3 na préstata ventral de ratos
Wistar suplementados com um HFD. 49 ratos foram divididos em 7 grupos: CT- recebeu dieta padréo e
agua ad libitum; HF- recebeu apenas dieta hiperlipidica; HF+FO- os animais receberam dieta
hiperlipidica e 6leo de peixe; HF+EXx- receberam dieta hiperlipidica e fizeram exercicio fisico aerébio;
HF+FO+Ex- receberam dieta hiperlipidica, 6leo de peixe e realizaram exercicio fisico; HF+CO-
receberam dieta hiperlipidica e dleo de chia; HF+CO+Ex- os animais receberam dieta hiperlipidica, 6leo
de chia e realizaram exercicio fisico. O estudo teve a duracdo de 14 semanas, a ingestdo -3 (6leo de
peixe e dleo de chia, 1ml via gavagem) foi suplementado antes do exercicio fisico, o protocolo de
exercicio fisico aerobio (natacdo) consistiu em trés vezes por semana, durante 30 minutos, ambos
durante 8 semanas. A prostata ventral foi coletada, pesada e processada para analise. O HF modificou o
peso corporal final e 0 ganho de peso, diminuiu a expressao do receptor androgénico (AR); aumento da
inflamacdo prostatica via TNF-a; a suplementacéo de FO diminuiu o peso corporal final, a inflamacao,
aumenta a imunorreatividade da AR; o exercicio fisico aerébio reduz o peso corporal final e a expressao
de IL-6 e TNF-a; FO e CO associados ao exercicio reduzem o peso corporal final e 0 ganho de peso; o
CO aumentou os genes NRF-2 e GSS, o0 FO reduz essas expressdes e o exercicio fisico aerébio associado
ao FO, potencializando a expressdo de CAT e NOS 2. Os PUFAs reduziram os danos causados pelo
excesso de HF, em concluséo, para que haja maior eficacia em o -3, é necessario associar-se ao exercicio
fisico aerobio.

Palavras-chaves: metabolismo lipidico, PUFAs, obesidade, exercicio aer6bio, prostata.
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ABSTRACT

Western diets are rich in saturated fatty acids (SFA) and trans fatty acids (TFA). High fat diet (HF) in
promote an increase in lipids and dyslipidemia. Polyunsaturated (PUFAS) have anti-inflammatory and
antioxidant action, it has been linked to the consumption of omega-3 is related to the reduction of some
types of diseases. The association between exercise and PUFAs reduced risk of death. The study
evaluate the effects of aerobic physical exercise associated with omega-3 on the ventral prostate of
Wistar rats supplemented with a HFD. 49 rats were divided into 7 groups: CT- received a standard diet
and water ad libitum; HF- received the high fat diet; HF+FO- high fat diet and fish oil; HF+EXx- received
a high fat diet and done physical exercise; HF+FO+EXx- high fat diet, fish oil and performs physical
exercise; HF+CO - high fat diet and chia oil; HF+CO+EXx- high-fat diet, chia oil and performed physical
exercise. The study lasted 14 weeks, the -3 intake (fish oil and chia oil, 1ml via gavage) was
supplemented before physical exercise, the aerobic exercise (swimming) protocol consisted of three
times a week, for 30 minutes, both for 8 weeks. The HF modified the final body weight and the weight
gain, decreased the expression of the androgen receptor (AR); increased prostatic inflammation via
TNF-o; the supplementation of FO decreases final body weight, inflammation, increases AR
immunoreactivity; aerobic physical exercise reduces the final body weight and the expression of IL-6
and TNF-a; FO and CO associated with exercise reduces final body weight and weight gain; the CO
increased the NRF-2 and GSS genes, FO reduces these expressions and the aerobic physical exercise
associated with FO, potentiating the expression of CAT and NOS 2. PUFAs reduced the damage caused
by excessive HF, in conclusion, so that there is greater effectiveness in -3 intake, it is necessary to
associate with aerobic physical exercise.

Keywords: lipid metabolism, PUFAs, prostate, obesity, aerobic exercise.
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1.0 Introducéo

A proéstata é uma glandula sexual acessdria masculina importante para o processo reprodutivo,
secreta liquido fino de aspecto leitoso com varios nutrientes que compdem o fluido seminal (Francis et
al., 2018). A prdstata ventral é uma gléndula tabulo-alveolar revestida por epitélio simples andrégeno
dependente que regula o seu crescimento, desenvolvimento e manutencdo celular. Os andrégenos
auxiliam na regulacdo do equilibrio funcional entre os processos de proliferacdo celular e de apoptose.
A morfologia e a fisiologia da prostata apresentam alteragdes que afetam essa glandula. Entre elas,
destacam-se a hiperplasia prostatica benigna (HPB), neoplasia intraepitelial (PIN), atrofia prostatica
(AP), atrofia inflamatdria proliferativa (PIA) e cancer de prostata (CPa) (Marzo et al., 2007). Alteragdes
hiperplasicas acometem homens com frequéncia, estima-se que aproximadamente 65.840 novos casos
de cancer de prostata ocorrerdo no Brasil em 2020, equivalente a 29,2% da populagéo, tornando as
doencas o segundo cancer mais comum no mundo (INCA, 2020). Fatores associados ao risco de
proliferacdo prostaticas estdo relacionadas ao estilo de vida sedentario, consumo excessivo de refeicdes
com alto teor cal6rico e pouco nutritivo (Peisch et al., 2017), aumento das taxas de obesidade (Hsing et
al., 2002) e prevaléncia de tabagismo (Peisch et al., 2017). Esses fatores induzem um ambiente
inflamatério na  prostata  (Vykhovanets et al.,, 2011), podendo promover 0
aparecimento/desenvolvimento de cancer de prostata (Huang et al., 2012).

AlteracGes metabolicas induzidas pela dieta rica em gordura e agUcar desregulam a homeostase
energética e promovem a obesidade (Saltiel et al., 2001; Kahn et al., 2001). A dieta hiperlipidica (HF)
é caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura inflamacdo cronica de baixo grau, que esta
relacionada a doengas metabdlicas, incluindo diabetes tipo 2, dislipidemia, aterosclerose e hipertensao
(Sethi et al., 2015). Notavelmente, as dietas ocidentais sdo ricas em acidos graxos saturados (AG) e
acidos graxos trans (AGT), e 0 excesso de AGS na dieta promove acimulo de lipidios e dislipidemia.
Caracteriza-se por HF o consumo excessivo de lipidios (40%-50% da ingestdo calorica total) como
acidos graxos saturados, gorduras saturadas e trans insaturadas (Schrauwen; Westerterp, 2000);

(Greenwood; Winocur, 2005). O teor elevado de gordura saturada na dieta aumenta o crescimento de
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cancer prostatico (CPa) em células in vitro, enquanto a dieta com baixo teor de gordura retarda o
crescimento de células cancerigenas prostaticas (Bianco et al., 2006; Wang et al., 1995).

O aumento do aporte nutricional promove a obesidade fator priméario desencadeador de
inflamacéo sistémica. O excesso de nutrientes leva primeiramente a ativacao da sinalizacdo metabdlica
ativando vias que incluem c-Jun N-terminal quinase (JNK), fator nuclear k B (NF-kB) e proteina quinase
R (Tuncman et al., 2006). A ativagdo dessas vias inflamatorias leva a uma indugdo de baixo nivel de
citocinas inflamatorias, resultando em uma resposta inflamatéria de baixo grau (Kalra & Dhar et al.,
2017). Segundo fato é que o excesso de nutrientes e a obesidade também levam a hiperplasia e
hipertrofia de adipdcitos, remodelacdo do tecido e aumento nos &cidos graxos livres resultando em
mudancas na producdo de adipocinas e uma resposta inflamatoria (Meng et al., 2013). A inflamacéo é
um processo da reagdo do corpo a agentes desconhecidos ou danos aos tecidos. Entre os principais
marcadores pro-inflamatérios estdo a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Essas citocinas tém papel imunoregulatérios (Akira & Kishimoto et al., 1992). A obesidade também
leva ao aumento do estresse do reticulo endoplasmatico, resultando na ativagdo de NF-kB, INK e
aumento do estresse oxidativo e, por sua vez, a supra regulacdo de citocinas inflamatérias (Bays &
Mandarino et al., 2004; Wang et al., 2017). Todas essas vias contribuem para o inicio da inflamacéo
associada & obesidade. Embora a inflamagao associada a obesidade esteja localizada principalmente no
tecido adiposo branco, outros tecidos mostraram ter aumentado a inflamag&o na obesidade, incluindo a
prostata. No entanto, a resposta inflamatéria é um mecanismo imunolégico efetor ativado com a
consequente progressao tumoral (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2009). O aumento inflamatério
resultante da dieta hiperlipidica pode progredir para alteraces prostaticas promovendo a formacao de
espécies reativas do metabolismo oxidativo (ERMO), fatores que tém merecido atencdo especial nos
altimos anos (Khandrika et al., 2009).

ERMO ou radicais livres (RL) sdo moléculas altamente instaveis (Khandrika et al., 2009), séo
geradas no ambiente intracelular, podem produzir alteracbes em uma fita ou na dupla fita de DNA,
oxidando as bases pirimidicas, puricas e desoxirriboses, levando & mutagénese (Bayraktar et al., 2010).

A modificacdo em alguns genes pode ativar proto-oncogenes ou desativar genes supressores de tumor
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(Shi et al., 2004; Badjatia et al., 2010). Além disso, grandes quantidades de perdxido de hidrogénio
(H20?) sdo produzidas e excretadas pelas células tumorais. Essa configuracéo eletroquimica permite a
interacdo com macromoléculas bioldgicas, que podem causar alteracdes nos componentes celulares:
proteinas, DNA e lipidios (Brown-Borg.,1996). O desequilibrio entre a formacao e remoc¢do de ERMO
no corpo, devido & diminuicao de antioxidantes endégenos ou ao aumento na geracdo de ERMO, estado
de estresse oxidativo aumentado um estado oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, o que pode resultar em morte celular (Badjatia et al., 2010;
Bayraktar et al., 2010). Assim, o estresse oxidativo (EO) € instalado, uma condi¢do na qual ocorre um
desequilibrio entre as concentragdes de espécies antioxidantes (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al.,
2010; Brown-borg et al., 1996). O EO persistente em niveis exacerbados pode causar resisténcia a
apoptose, além de promover a proliferagdo celular, com o crescimento estimulado pela superoxido
dismutase (SOD) e H202 (Brown et al., 2001; Bicknell et al., 2001).

O organismo humano possui um sistema de defesa intrinseco contra a agcdo dos RL, esse sistema
pode ser subdividido em sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos. Vitaminas A, C, E e selénio estdo
entre os principais antioxidantes ndo-enzimaticos do organismo (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al.,
2010). Dentre as enzimas enddgenas, destacam-se a superéxido dismutase (SOD), que catalisa a
dismutacdo do anion superdéxido em H,O,; a catalase (CAT), que converte H,O, em oxigénio molecular
e agua; e a glutationa peroxidase (GSH-Px), que catalisa a degradacédo de H,O; e hidroperdxidos e, dessa
maneira compde importantes vias detoxificadoras de enzimas secundarias (Bayraktar et al., 2010). Essas
enzimas secundarias como a glutationa-S-transferase (GST) e a glutationa redutase (GR) atuam
conjuntamente com a GSH-Px na detoxicacdo de ERMO (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010).

As alteracdes no balanco entre antioxidantes e oxidantes implicam em lesdes de DNA gerando
processos pré-mutagénicos e podendo levar, em alguns casos, ao cancer (Eblin et al., 2009). Desta
forma, a quantificacdo da glutationa pode indicar uma possivel correlacdo entre a diminuicdo da
atividade de enzimas antioxidantes, como a GSH-Px, e o0 aumento nos niveis de bases de DNA lesadas
devido ao dano oxidativo, comprovando a hip6tese de que reacdes que levam a formacdo de ERMO

podem aumentar a quantidade de células malignas (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010).
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Apesar da relevancia clinica das enzimas antioxidantes, na literatura especializada sdo escassos
0s dados sobre os perfis de expressdo e regulacdo dessas enzimas no CPa. Maders (et al., 2011)
correlacionaram o grau (Gleason) e o estagio do CPa com as atividades das enzimas SOD, CAT, GSH-
Px e concluiram que a diminuicdo dos niveis séricos destas enzimas antioxidantes é considerada um
importante fator de desenvolvimento e progressdo tumoral. Polimorfismos no gene da enzima GST
foram associados ao aumento do risco de desenvolvimento do CPa (Qadri et al., 2011). A superfamilia
da enzima GST esta envolvida na biotransformacao de varios compostos reconhecidos como fatores de
risco para 0 CPa e o carcinoma urotelial, tais como hidrocarbonetos arométicos policiclicos e solventes
halogenados, catalisando a conjugacéo desses compostos eletroliticos em glutationa, o que diminui suas
toxicidades e facilita suas excrec¢des pelo organismo (Maders et al., 2011; Qadri et al., 2011). Contudo,
nas células tumorais, a agdo das GSTs pode levar a resisténcia de drogas antitumorais (Townsend&Tew
etal., 2003). A glutationa S-transferases (GSTP), uma subclasse da enzima GST, também esté envolvida
na detoxificacdo de carcindgenos e atividade antioxidante (Qadri et al., 2011). Nelson (et al., 2007) e
(Qadri et al., 2011) demonstraram que muta¢des somaticas causam inativagdo do gene para GSTP,
localizado no cromossomo 11q13 evidenciando a ineficiéncia de acfes terapéuticas. Assim, recursos
como a utilizacdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) estdo sendo indicados e utilizados como
antioxidantes para o tratamento de diversas doencas, dentre elas o cancer prostatico.

Acidos graxos s&o classificados em trés categorias baseados na quantidade de duplas ligacdes
em cadeias laterais: acidos graxos saturados (SFA, sem dupla ligacdo), &cido graxo monoinsaturado
(MUFAs, uma dupla ligagdo) e os acidos graxos poli-insaturado (mais que duas duplas ligagdes). Ha
duas principais classes de PUFAs: 0 6mega-3 (w-3) e 0 6mega-6 (w-6), que sdo considerados poli-
insaturados pois, sua cadeia carbdnica compreende varias duplas ligagdes. O ®-3 € classificado como
acido graxo poli-insaturado de cadeia longa, pois, possui a primeira dupla ligacdo localizada entre o
terceiro e o quarto &tomos de carbono do final da cauda. Sdo exemplos de &cidos graxos da familia do
w-3: alfa-linolénico (ALA) C18:3, docosahexaendico (DHA) C22:6 e eicosapentaendico (EPA) C20:5.
E sabido que a composicdo estrutural de PUFAs afeta sua distribuicdo na membrana celular

(Wiktorowska-Owczarek & Nowak et al., 2015), o que afeta no processo de metabolizacao e oxidacdo
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dos mesmos, sendo 0s &cidos graxos ®-3 considerados suscetiveis a oxidagdo, aumentando sua
expressao de acordo com a forma de armazenamento (Cholewski et al., 2018).

Os PUFAs possuem propriedades anti-inflamatorias (Bhangle & Kolasinski et al., 2011) sdo
considerados benéficos para a salde. No entanto, acidos graxos -3 e w-6 possuem efeitos opostos nas
fungdes metabdlicas do corpo. Diversos estudos tém investigado os efeitos da suplementagdo de m-3 em
células tumorais prostéaticas. (Bratton et al., 2019) estudos recentes tém destacado mudancgas na dieta e
a reducdo do CPa, diminuindo a ingestdo da proporcdo de ®-6, aumentando a ingestdo de ®-3. Ao
analisar os efeitos de PUFAs na proliferacdo e sobrevida de células do CPa, Bratton (et al., 2019)
destacaram que o efeito positivo da dieta mediterranea, baseada no consumo de alimentos frescos e
naturais como azeite, frutas, legumes, etc, foi qualitativamente atribuivel, em parte, devido ao teor de
acidos graxos -3 dos peixes. Efeitos de dietas ocidentais ricas em PUFAS w-6 estdo associadas a
inflamacdo, constricdo de vasos sanguineos e agregacdo de plaquetas (Lopez-Vicario et al., 2015).
Descontrolado aumento de inflamacéo aguda, devido ao excesso de estimulos, pode prover e influenciar
0 aumento de microambientes tumorais (Nathan et al., 2010). Persistentes inflamagdes oriundas da dieta
rica em lipidicos com altas concentracdes de PUFAs -6 tem sido ligada ao risco de cancer e metastases
(Calder et al., 2012).

Ao contrério 0 -3 pode reduzir a inflamag&o, alterar a funcdo vascular, biomarcadores de
carcinogéneses, reduzindo os riscos de doencas cardiovasculares e cancer (Tabas et al., 2014). O ®-3
apresenta substancial protecdo contra outras doencas metabdlicas crénicas, como obesidade, diabetes e
osteoporose (Ishihara et al., 2019). Fontes principais de acidos graxos »-6 na forma de acido linoleico
(LA) com baixas propor¢des de m-3 (ALA) sdo encontradas em sementes e dleos vegetais como dleo de
canola, soja, girassois e milho (Parrish et al., 2013). Por outro lado, a semente de chia (Salvia
Hispéanica)sao abundantes em ALA (®»-3), assim como 6leo de peixe que possui grandes proporcoes de
EPA, DPA, DHA e ARA diretamente utilizados para fungdes fisiologicas no corpo (Deol et al., 2017;
Kahraman et al., 2017; Kutzner et al., 2017). Acidos graxos EPA e DHA s&o percursores de mediadores
como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que em conjunto sdo chamados de eicosanoides.

Eicosandides sdo lipidios bioativos de 20 carbonos derivados do metabolismo de &cidos graxos poli-
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insaturados, que podem modular varios processos bioldgicos (Gomes et al., 2018). Estima-se que cerca
de 0,2% de ALA é convertido em EPA, 64% de EPA a acido docosapentaendico (EPA, 22: 5 -3) e
37% de EPA a DHA. Assim, a quantidade total de EPA e DHA convertida de ALA é de cerca de 0,13%
e 0,05% do ALA de partida, respectivamente. Esses achados sugerem que qualquer contribuicdo da
sintese de &cidos graxos para 0 metabolito da PUFAs provavelmente favorece o alongamento de PUFAS
®-6 em ©-3.

A metabolizagdo de -3 e ®-6 em eicosanoides ocorre através de um grupo especifico de
enzimas. Iniciando em acido araquidonico para prostaglandinas e tromboxanos via cicloxigenase (COX)
e hidroperoxidase (HOX), produzindo prostaglandina G, (PGGs) e prostaglandina H, (PGH2) (Arima et
al., 2011). Na prostata, a prostaglandina E. (PGE>) é o mais abundante mediador pro-inflamatério, e sua
expressao estd aumentada em tumores prostaticos (Greenhough et al., 2009; Coussens et al., 2010;
Gomes et al., 2018). A PGE, também pode induzir efeitos anti-inflamatdrios aumentando a producéo de
lipoxina, induzindo 15-LOX (lipooxigenase) (Wiktorowska-Owczarek & Nowak, 2015). O metabdlito
ALA tem sido associado com EPA e conjugado a taxanos para melhorar os efeitos quimioterapicos de
segunda linha, por seu aumento potencial inducdo de apoptose celular em tumores via ativacdo de
FAS/CD95. Estudos recentes relacionam a suplementagdo com 6leo de peixe, e a diminuic¢do da ativacao
de NF-kB induzido por LPS em mondcitos reduzindo a fosforilagdo de 1kkB. Outra via pela qual é
possivel ativacdo anti-inflamatdria dos derivados de 6mega-3 (1ml), é pela ativacdo dos receptores de
proliferacdo de peroxissomos gama (PPAR-y) induzido por EPA, podendo interferir na translocacdo de
NF-kB para o ntcleo, reduzindo as citocinas associadas, TNF-a e IL-6 (Li et al., 2005).

Varios mecanismos pelos quais PUFAs ©-3 mantém a homeostase do corpo foram propostos,
incluindo os seguintes: 1) Eles podem aumentar a producdo de eicosanoides anti-inflamatorios,
incluindo lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas que podem aumentar a fagocitose e a resolugédo
da inflamacdo (Krishnamoorthy et al., 2018; Serhan et al., 2018); 2) eles podem inibir a producéo de
moléculas de adesdo celular (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1) mediadas por receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARa e PPAR-y) (Albadine et al., 2014); 3) podem limitar a producéo

e a atividade de mediadores inflamatorios, incluindo proteinas quinases (JNK, MAPK, p38), fator
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nuclear-kB, quimiocinas, citocinas (TNFa, TNF-1p, IL-1, IL-1, IL-6 , IL-8, MCP-1, etc.) e fatores de
crescimento angiogénicos (VEGF) (Pollak et al., 2013); 4) podem inibir o fator nuclear da proteina 1c
de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c), que medeia a degradacédo de lipidios e reduz
a biossintese de lipidios (Isobe et al., 2013) e 5) eles podem melhorar a captacéo de glicose e a regulacdo
hipotalamica (Shahidi et al., 2018). O potencial regulatorio e a relevancia da sinalizacéo inflamatoria
em alteracBes prostéticas indicam que o entendimento dessas vias de sinalizacéo induzidas pelos &cidos
graxos poli-insaturados possui potenciais terapéuticos.

Atualmente, o exercicio fisico é incentivado e realizado como estratégia de reducéo do excesso
de peso, pois aumenta 0 gasto energético, reduz o perfil lipidico, diminui o risco de doengas
cardiovasculares, impede o desenvolvimento e a progressdo da arteriosclerose e traz beneficios a
dislipidemia (Alvarez et al., 2018). Em sintese, a atividade fisica moderada ou vigorosa, e 0 exercicio
fisico sistematizado sdo caracterizados por atividades que aumentam significativamente a demanda
energética. Este aumento faz com que ocorram alteracGes agudas e cronicas tanto no metabolismo
celular quanto no controle neuroenddcrino (Forjaz et al., 1998). De fato, estas alteracdes (benéficas) nos
sistemas cardiovasculares e autondmicos, ap6s o exercicio fisico agudo e crénico, tém feito com que o
exercicio seja fortemente sugerido como uma alternativa ndo-farmacoldgica no tratamento de diferentes
patologias como a resisténcia a insulina, o diabetes mellitus, a hipertensdo arterial e obesidade (Ficker
etal., 2010).

No perfil lipidico, hé evidéncias de que menores concentracbes de colesterol total e de LDL
colesterol sdo encontradas em amostras sanguineas de sujeitos considerados ativos, quando comparados
com aqueles sedentarios. Da mesma forma, HDL colesterol e triglicérides apresentam maior resposta ao
exercicio fisico, com maior concentracdo de HDL colesterol e menor de triglicérides (Durstine et al.,
2001). Outros estudos demonstram que corredores treinados tém um nivel mais alto de enzimas
antioxidantes eritrocitarias (SOD, CAT e GPx) do que individuos néo treinados (Urso et al., 2003). Os
efeitos combinados do exercicio fisico aerébio e suplementacdo com w-3 foram estudados usando uma
Unica sessdo de exercicio e Thomas (et al., 2000) demonstraram uma concentragdo reduzida de

triglicerideos apos apenas 3 semanas de suplementacdo com ®-3 em homens treinados.
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O masculo esquelético de ratos alimentados com uma dieta rica em DHA era resistente & fadiga
durante contrag¢des repetitivas, o ®-3 foi capaz de desempenhar um papel benéfico no aumento do
desempenho durante o exercicio (Peoples et al., 2014). A associacdo entre exercicio fisico e
suplementacdo de -3 ndo resultou em melhora na concentra¢do de lipidios e lipoproteinas séricas,
embora sua acdo possa ser independente do metabolismo lipidico (Wooten et al., 2019). Dados do nosso
laboratério confirmam a acdo do exercicio fisico aerébio na regulacdo da atividade prostatica de ratos
submetidos a dietas alimentares, sendo o exercicio fisico regulador do metabolismo lipidico e da
atividade celular na prostata (Teixeira et al., 2020). Outro achado do nosso grupo demonstrou que o
exercicio fisico combinado (aerdébio e anaerdbio, na mesma sessdo) reduzem a inflamacéo prostética,
proliferacdo celular e aumentam a apoptose na célula (Baptista et al., 2018). O treinamento de forca em
8 e 12 semanas reduziu a proliferagdo celular no ambiente obesogénico prostatico, aumentou a apoptose
celular, e reduziu a inflamag&o prostatica em animais treinados e animais que foram submetidos a dieta

hiperlipidica e ao treinamento fisico de forca (Veras et al., 2020).

2.0 Justificativa

A obesidade é a doenga com maior ascendéncia na atualidade, tornando-se um problema de
salide pablica o que gera altos gastos para 0 governo anualmente. Esta enfermidade esta associada com
um quadro inflamatério sistémico crénico, que pode ser o gatilho para o desenvolvimento de patologias
prostaticas e urinarias. Diferentes estudos demonstraram a importancia de reguladores hormonais,
inflamacdo e ERMO no desenvolvimento e manutencdo da glandula prostatica, bem como indicaram
que a acao conjunta pode deflagrar lesdes prostéaticas.

Atualmente, o incentivo de suplementagfes que atuem como imunossupressoras tornou-se uma
opcao terapéutica valiosa. No entanto, sdo escassos 0s estudos que tentam demonstrar as vias
moleculares associadas as disfun¢Ges metabdlicas, inflamatorias e ao processo de desenvolvimento de
doencas prostaticas associadas a suplementacdo de émega-3. A identificacdo de vias moleculares da
suplementagdo direta de émega-3 e da suplementagdo de chia e suas a¢bes a nivel sistémico ird

provavelmente proporcionar informagdes importantes sobre a patogénese molecular prostéatica.
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Pesquisas em nosso laboratério apontam que o treinamento fisico pode alterar o metabolismo
prostatico via receptores hormonais. Para melhor entendimento desta vertente avaliaremos o perfil
metabdlico, inflamatorio, assim como o fenotipo (pré ou anti-inflamatorias) das células prostéaticas
enfatizando o papel central de eicosanoides como EPA, DHA e ALA como fatores de altera¢cdes imuno-
metabdlicas na prostata associadas a desregulacdo lipidica promovida pelo consumo de dieta
hiperlipidica. Na literatura ndo h& trabalhos correlacionando fatores metabolicos com os fatores
reparadores de lesdo celular e inflamacéo, receptores de hormonios sexuais esteroides, ERMO e enzimas
antioxidantes associados com dieta hiperlipidica, suplementacdo de 6mega-3 e exercicio fisico no
controle das lesbes prostaticas. Contudo, a associac¢éo entre imuno-metabolismo e o treinamento fisico

pode ser considerada uma promissora combinagéo terapéutica.

3.0 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Considerando a relevancia de terapéuticas para reduzir a taxa de lesGes e doencas prostéaticas, 0
objetivo deste trabalho é analisar os efeitos do exercicio fisico aerdbio associado a suplementacdo de

Omega-3 (6leo de peixe e 6leo de chia) com o consumo de dieta hiperlipidica na prostata de ratos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar a histopatologia e a progressdo das lesdes prostaticas induzidas pelo consumo de dieta
hiperlipidica e verificar o potencial efeito da suplementacdo de dmega-3 associada ao exercicio fisico
no lobo ventral prostatico de ratos;

b) Caracterizar e comparar os efeitos do consumo de dieta hiperlipidica e efeitos da suplementacao de
Odmega-3 e associado ao exercicio fisico sobre os receptores de hormdnios sexuais esteroides e fatores
de crescimento (AR e IGF-1) por imunohistoquimica;

¢) Analisar a expresséo génica de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GSS, NRF-2 e NOS 2) para avaliar
o envolvimento da dieta hiperlipidica com os RL e os potenciais efeitos da suplementacdo de dmega-3

associado ao exercicio fisico aerébio na prostata, por PCR;
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d) Avaliar a expressdo proteica de marcadores inflamatdrios e anti-inflamatorios e fatores de transcri¢do
lipogénico e verificar os efeitos do consumo de dieta hiperlipidica e efeitos da suplementacéo de dmega-
3 e os potenciais efeitos do exercicio fisico sobre os marcadores inflamatorios e anti-inflamatério e

fatores de transcricdo (IL-6, TNF-o, NF-kB, FAS/CD95 e SREBP-1) por imunohistoquimica.

4.0 Materiais e Métodos
4.1 Declaragéo de Etica

A pesquisa foi desenvolvida de acordo com os padrdes éticos nacionais e internacionais. O
protocolo do estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica em Uso de Animais, CEUA (protocolo niimero

3962), da Universidade do Oeste Paulista-Unoeste, Presidente Prudente (Anexo 1).

4.2 Animais e Procedimentos Experimentais

Foram utilizados 49 ratos Wistar adultos, com 60 dias de idade, mantidos em gaiolas individuais
com agua e ragdo ad libitum e mantidos em ambiente com temperatura e umidade do ar controlados,
22+1°C e 60-70%, respectivamente, em um ciclo de 12 horas claro/escuro. Os animais foram
randomizados em 7 grupos (n=7): fase de inducdo (12 a 6% semana) animais de controle CT que
receberam a dieta padrdo e dgua ad libitum; Animais com HF que receberam apenas dieta hiperlipidica
e agua ad libitum; fase experimental (72 a 142 semana), 0s animais com HF foram subdivididos em mais
5 grupos (n=7): HF+FO o0s animais receberam dieta hiperlipidica e 6leo de peixe; HF+Ex foram
suplementados com dieta hiperlipidica e realizaram exercicio fisico; HF+FO+EX 0s animais receberam
dieta hiperlipidica associada ao 6leo de peixe e realizaram exercicio fisico; HF+CO o0s animais
receberam dieta hiperlipidica e 6leo de chia; HF+CO+Ex, os animais foram alimentados com dieta
hiperlipidica, suplementada com chia e realizou exercicio. O protocolo de intervenc¢do consistiu em 14
semanas e 0 exercicio fisico aerébio associado a suplementacéo com ®-3 (6leo de peixe e 6leo de chia)
foi adicionado na 7% semana do protocolo experimental, para que houvesse tempo para induzir a

obesidade nos animais (Figura 1).
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Figura 1. Delineamento experimental referente as 14 semanas do protocolo de intervencdo nos animais submetidos a dieta hiperlipidica, -3

e exercicio fisico aer6bio em ratos Wistar.

4.3 Dieta Hiperlipidica e Omega-3

Aos 60 dias de idade, os animais foram submetidos a tratamento com dieta hiperlipidica por 14
semanas. Foram utilizadas duas dietas: comercial para os animais controle e dieta hiperlipidica para os
grupos suplementados. A dieta hiperlipidica utilizada nesta pesquisa foi descrita anteriormente por
Estadella (Estadella et al., 2014) e consiste em uma mistura hipercal6rica, dieta normoprotéica e
hiperlipidica, contendo racdo comercial Supralab®, amendoim torrado, chocolate ao leite e amido de
milho na proporgdo 3:2:2:1, esses constituintes foram triturados e misturados. A dieta comercial foi
composta por 24,11% de proteinas, 4,27% de lipidios e 52,20% de carboidratos, enquanto a dieta
obesogénica foi composta por 18,84% de proteinas, 23,80% de lipidios e 50, 4% de carboidratos na
mistura. A composicao aproximada das dietas experimentais foi avaliada de acordo com os métodos
analiticos recomendados pela Association of Official Analytical Chemists. O valor energético foi
determinado pelo calculo nutricional. Os animais -3 foram suplementados com 6leo de peixe e chia,
por gavagem, trés vezes por semana, durante 8 semanas e 0s animais dos demais grupos receberam a
gavagem diéria de 4gua como placebo, para que fossem submetidos a0 mesmo tipo de estresse nos

animais (Tabela 1).
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Tabela 1. Anélise da composicao centesimal das dietas.

Comercial Obesogénica

Proteina (%) 2411 18.84
Lipideos (%) 4.27 23.80
Carboidratos (%) 52,2 50,04
Cinzas (%) 10.86 4.43

Umidade (%) 8,56 2.89

Fibras totais da dieta (%) 18,23 13,54
Energia (Kcal 1009%) 3434 490,42

Legenda: Kcal = Quilocalorias; % = porcentagem. As quilocalorias foram calculadas considerando 4 Kcal por
grama de proteina e carboidrato e 9 Kcal por grama de lipideo. Kcal = Quilocalorias.

4.4 Composicdo PUFAs

O 6leo de peixe foi composto por acidos graxos saturados (g/dia) em 0,13; enquanto o 6leo de
chia foi composto por 0,11, acidos graxos monoinsaturados (g/dia) 0,20 de FO e 0,07 no grupo CO.
Apenas o 6leo de chia foi composto por acido linoleico e acido a-linolénico em sua composi¢éo, o 6leo
de chia nem composto por ALA, EPA nem DHA. Por outro lado, os FO foram compostos por 129,33
mg/dia de EPA e 113,33 de DHA e, finalmente, 3,33 mg/dia de colesterol, diferente do grupo CO. A
dose de suplementacdo estipulada para 6leo de chia e 6leo de peixe no presente estudo foi de 1 ml por
dia por gavagem. O 6leo de Chia foi adquirido da RSBLUMOS Comercial Produtos Alimenticios Ltda
(Tabela 2).

Tabela 2. Componentes dos 6leos de peixe e 6leo de chia.

Oleo e Peixe  Oleo de Chia

Acidos Graxos Saturados (g/day) 0.13 0.11
Acidos Graxos Monoinsaturados (g/day) 0.20 0.07
Acido Linoleico (LA) NC 58.4

Acidos Graxos ) o
Acido a-linolénico (ALA) NC 170.84

Eicosapentaenoico (EPA) 129.33 -

Poliinsaturados

(mg/day) .
Docosahexaendico (DHA) 113,33 -
Colesterol (mg/day) 3.33 -
Caloria dos Oleos (Kcal/1g/day) 6 9
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4.5 Protocolo de Exercicio Fisico Aerobio

Os animais foram submetidos ao periodo de adaptagéo por 1 semana, com o colete sem 0S pesos
acoplados ao peitoral dos animais e apds 7 semanas de suplementacdo da dieta hiperlipidica, aos 109
dias de idade, iniciaram o protocolo de exercicio fisico aerébio. Os animais exercitados realizaram o
protocolo de treinamento fisico aerdbio nadando (29°C) em um tanque com tubos cilindricos de PVC
de 25 cm de didmetro e 100 cm de altura, com &gua na profundidade de 70cm, com divisores construidos
especificamente para esse tipo de treinamento, para que 0s animais realizassem as sessfes
individualmente. O protocolo de exercicio fisico aerobio obteve uma frequéncia de trés vezes por
semana, com duracéo de 30 minutos cada sessdo, durante 8 semanas e a intensidade utilizada foi de 70%
do limiar anaerdébio, representada por 5% do peso corporal ou seja, 5% do peso corporal do animal
corresponde a 100% do limiar anaerébio (Machado et al., 2014). Essa intensidade foi reajustada ao final
das primeiras 4 semanas de treinamento, a fim de evitar a adaptacdo do animal. Para a realizag¢&o do
exercicio fisico de natacdo, um colete adaptado foi acoplado a regido posterior do térax dos animais,

contendo um peso em gramas referente a 70% do limiar.

4.6 Coleta das Amostras

Em jejum durante 12 horas, 48 horas apds a Ultima sessdo de treinamento fisico, os animais
foram submetidos a eutanasia, o sangue foi coletado sob anestesia intraperitoneal de ketamina (60
mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg), logo a seguir foi realizada a laparotomia abdémino-pélvica,
a prostata ventral e os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérica foram removidos,

pesados e processados.

4.7 Amostras de sangue

Os niveis séricos de colesterol total (TC), lipoproteina de alta densidade (HDL) e triacilglicerol
(TAG) foram analisados, usando um método colorimétrico com o equipamento Cobas® C111 (Roche
Diagnostics-Brazil) e o kit comercial ROCHE, de acordo com as instrucfes do fabricante. Os niveis de

TC/HDL foram calculados com base no colesterol total (mg/dl) dividido por HDL (mg/dl), os niveis de
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VLDL foram calculados por TAG dividido por cinco, o LDL foi calculado usando valores de colesterol

total menos HDL mg/dl menos razdes VLDL.

4.8 Analises Histopalégicas

A prostata ventral foi removida, pesada e embebida em Paraplast e as se¢Ges de 5 um foram
cortadas. Essas se¢Bes foram entdo coradas com hematoxilina e eosina (H&E), cinco cortes histoldgicos
por préstata ventral intermedidria foram avaliados e os campos histoldgicos foram fotografados,
resultando em 10 ou mais campos por grupo. As laminas foram analisadas e fotografadas em um
microscopio de luz dptico, modelo AxioCam ECR5s Zeiss. A prostata ventral foi coletada, fixada,
preparada e processada para laminas histoldgicas, coradas com as técnicas de hematoxilina e eosina
(H&E), azul de toluidina e tricrémico de masson. Para dados tricbmico de masson, a quantificacdo foi

realizada pelo método de Weibel (Weibel et al., 1966).

4.9 Analises Imunohistoquimicas

Amostras prostaticas de animais de cada grupo foram usadas para imunocoloracdo. De acordo
com as caracteristicas de cada antigeno, a recuperagéo antigénica foi realizada através da incubagao dos
cortes. Para bloquear a peroxidase enddgena, as se¢des foram submetidas a uma solugéo de perdxido de
hidrogénio+metanol (3%) e bloco de peroxidase. O bloqueio proteico foi realizado por incubacdo em
solucdo blogueadora com albumina sérica bovina (BSA3%), com tampdo TBS-T. Na proxima etapa, as
secBes foram submetidas a reacdo com anticorpos primarios especificos AR (1:100, N-20); NF-xB
(1:100, p-65, A, sc-109); I1L-6 (1:100, E-4, sc-28343); TNF-a (1:50, 52B83, sc-257); SREBP-1 (1:50,
H-160, sc-8984); FAS/CD95 (1:100, X-20, sc-1024), IGF-1 (1:100, G-17, sc-1422) e incubados em uma
camara Umida durante a noite. As se¢Ges foram incubadas com anticorpos secundarios, HRP anti-rabbit
(1:200, 1gG-HRP, conjugado sc-2030), anticorpo anti-rabbit (1:200, 1gG-HRP, sc-2354 ou m-IgGK
(1:200, IgG-HRP, sc-516) a temperatura ambiente, desenvolvido com diaminobenzidina (DAB), corada
com hematoxilina Harris e analisadas pelo microscopio da Zeiss Axiophoto (Zeiss, Munique,

Alemanha).
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4.10 Anélises de PCR-RT

As amostras de préstata foram armazenadas no freezer a -80°C, imersas em trizol, trituradas no
homogeneizador de tecidos e submetidas ao protocolo de extracdo Trizol®, seguindo o protocolo do
fabricante. A concentracdo do RNA total recuperado foi medida por espectrofotometria, todas as
amostras do RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao RT-gPCR, de acordo
com as instrugdes do DNAse I-Amplification Grade. A transcricdo reversa foi realizada de acordo com
0 protocolo de alta capacidade, usando iniciadores aleatérios como oligonucleotideos iniciador. A
expressao dos genes SOD-1, CAT, NRF-2, GSS E NOS-2 foi avaliada por PCR em tempo real (Tabela
1) e, para normalizagdo da expressdo relativa dos genes alvo, foram utilizados os valores médios de
expressao do gene GAPDH (Pfaffl, 2001). A padronizacao inicial das amplificacdes de PCR em tempo
real ocorreu em um termociclador Applied Biosystems 7500 Real Time PCR Systems. Os parametros
ciclicos iniciais foram um passo inicial a quente a 95° C, seguido de 40 repeti¢ces a 95° C e 60° C. A
curva de calibracdo para cada gene em estudo foi feita com diluicdes em séries de um conjunto de cDNA

sintetizado a partir de 20 ug de MRNA da prdstata.

Tabela 3. Sequéncias de primers direto e reverso usados para RT-PCR. Determinado pela formula 2 (-
ACQq) (Pfaffl, 2001).

Primers SEQUENCIA (5°- 3") AMPLICON
F— TATCTCTGCCAGCTTTGGGG 95
GSS R- TCTTGGAAGCTTCGTTGGTCT
F — TCCATTCCCGAGTTACAGTGTC 91
NFR2 R- TCTCTGTCAGTGTGGCCTCT
F - AAACAACAGGAACCTACCAGCT 100
NOS2 R - GACCACTGAATCCTGCCGAT
F - GCGTCATTCACTTCGAGCAG 191
soD1 R - CCTCTCTTCATCCGCTGGAC
F - GCGGATTCCTGAGAGAGTGG 188
CAT R - GAGGGTCACGAACTGTGTCA
F- CCATCACCATCTTCCAGGAG 102
GAPDH R-TCTCCATGGTGGTGAAGACA

Legenda: GSS: Glutationa sintase, NRF-2: fator nuclear fator 2 relacionado ao eritroide 2, NOS-2: ¢xido nitrico sintase-2, SOD-1: superdxido dismutase, CAT:

catalase, GAPDH: gene do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.
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4.11 Anélises Estatisticas

Foi realizada a analise de variancia para medidas repetidas com intervalo de confianca de 95%
ajustado pelas varidveis de controle grupo e tempo. A andlise estatistica de Mann-Whitney e Chi-Square
foi realizada para comparagdo dos dados histopatoldgicos da prostata ventral, a analise de variancia de
médias marginais estimadas unidirecional (ANOVA) foi usada para comparar a mobilidade dos sete
grupos analisados, seguida pelo pds-teste de Tukey. Todas as andlises foram realizadas no programa
estatistico SPSS versdo 25 (ap6s a versao 19, os autores devem citar: IBM SPSS Statistics, versdo 25

(IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

5.0 Resultados
5.1 O exercicio fisico aerdbio associado a suplementagédo de 6leo de peixe e 6leo de chia reduziu o peso
corporal e a adiposidade de ratos que foram alimentados com HFD.

O peso corporal inicial e final, juntamente com o ganho de peso, ndo apresentaram diferencas
significativas entre os demais grupos (Figura 2 A-C). Na figura 2 D-E, observamos que os grupos HF,
HF+FO e HF reduziram os pesos prostaticos em relagdo ao grupo CT e os grupos HF+Ex, HF+FO+Ex
e HF+CO+Ex ndo apresentando diferencas significativas entre eles. No entanto, verificamos que as
reservas adiposas diferiram significativamente entre os grupos, conforme mostrado na figura 2, pelas
diferencas de gordura epididimal (p=0,004), gordura mesentérica (p=0,0008), gordura retroperitoneal
(p=0,002) e indice adiposo (p=0,06). A andlise post-hoc revelou que o grupo com HF aumentou
significativamente a gordura epididimal, gordura mesentérica e retroperitoneal, apresentando também
maior indice de adiposo em comparacdo aos grupos CT e exercicio fisico aerébio (Figura 2 D-F).
Embora ndo significante, o indice adiposo e indice de gordura retroperitoneal foi menor nos animais
apos exercicio fisico aerébio com suplementacéo de dleo de peixe e 6leo de chia em comparagdo com

0s grupos HF+FO e HF+CO (Figura 2 D,F).
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Figura 2:. (A) Peso corporal inicial; (B) Peso Corporal Finais; (C) Ganho de Peso; (D) Peso Absoluto da Prostata; (E) Peso Relativo da
Préstata; (F) Tecido Adiposo Total; (G) indice de Gordura; (H) Gordura Mesentérica; (1) Gordura Retroperitoneal; Grafico (J) Gordura
Epididimal dos animais submetidos a suplementagdo padrdo ou HFD, ®-3 e/ou exercicio fisico aerébio. Os dados sdo apresentados como a
médiatSEM (n=7) e as diferencgas significativas foram adotadas com base em p<0,05. a: diferente do grupo CT; b: diferente do grupo HF; c:
diferente do grupo HF+EXx; d: diferente do grupo HF+FO; e: diferente do grupo HF+FO+EX; f: diferente do grupo HF+CO; g: diferente do
grupo HF+CO+EXx.

5.2 Suplementacdo de PUFASs, eficiéncia alimentar e peso corporal associados ao treinamento aerdbio

Durante o periodo de inducdo de seis semanas, diferencas significativas no peso corporal,
consumo de alimentar (p=0,0001) e ingestao de energia (p=0,0001) foram observadas entre 0s grupos.
Os ratos nos grupos CT demonstraram maior ganho de peso nas semanas trés ultimas semanas (Figura
3-L), e maior consumo de racdo e ingestdo de energia nas semanas dois a seis (Figura 3 C, F) em
comparagdo com os grupos HF. Diferencas significativas no ganho de peso (p=0,15) e eficiéncia
alimentar (p=0,3) também foram observadas entre os grupos e tempo, valores maiores para o grupo CT
nas semanas dois e trés, no entanto, houve uma maior eficiéncia alimentar no grupos HFD na semanas

quatro e seis (Figura 3-1).
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Apos o periodo de inducéo da dieta, os animais foram divididos em 6 subgrupos (HF, HF+EX,
HF+FO, HF+FO+Ex, HF+CO, and HF+CO+EX), suplementados com éleo de peixe e 6leo de chia e
realizaram exercicio fisico até a 142 semana (Figura 3). Os grupos suplementados com 6leo de peixe
com e sem exercicio fisico apresentaram 0 menor peso corporal em relacdo a todos 0s outros grupos
(Figura 3 A-B). O grupo controle demonstrou aumento significativo no consumo alimentar comparado
a todos os grupos tratados (p=0,0001; Figura 3-F), contudo, apresentou baixa eficiéncia alimentar
guando comparado a todos os grupos tratados (p=0,3; Figura 3-1). Exercicio fisico combinado com HF
ndo reduziu a energia ingerida e eficiéncia alimentar comparado ao grupo HF (Figura 3-I). Por outro
lado, suplementagcdo com 6leo de peixe (FO) reduziu a energia ingerida comparado aos animais HF
(Figura 3-C), e o exercicio associado com 6leo de peixe (HF+FO+EX) reduziu eficiéncia alimentar na
102 semana em relagdo ao grupo HF+FO apenas (Figura 3-H). Da mesma forma, o 6leo de chia com e
sem exercicio fisico reduziu a energia ingerida e eficiéncia alimentar comparado aos grupos HF+FO,
HF e HF+EX (Figura 3 C, 1). Consumo alimentar foi menor em todos os grupos HFD comparado ao

grupo CT (Figura 3-F).
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Figura 3:.Dados nutricionais de energia ingerida (A-C), consumo alimentar (D-F), eficiéncia alimentar (G-I), ganho de peso (J-
L). Os graficos a esquerda mostram os dados em cada semana do periodo de indugdo a obesidade, os graficos do meio mostram
os dados a cada semana da fase experimental e os graficos a direita mostram os valores médios durante a fase experimental. Os
dados séo apresentados como a média+SEM com significancia de p<0,05 indicada por letras mintsculas. a: diferente do grupo
CT; b: diferente do grupo HF; c: diferente do grupo HF+EXx; d: diferente do grupo HF+FO; e: diferente do grupo HF+FO+EX; f:

diferente do grupo HF+CO; g: diferente do grupo HF+CO+Ex. Os asteriscos demonstram diferencas significativas entre os grupos

5.3 Efeitos da Composic¢ao de PUFAs no perfil lipidico associado ao exercicio fisico aerébio

A composicdo lipidica no plasma foi analisada na 142 semana de consumo da dieta hiperlipidica
(Figura 4). As comparacdes entre 0s grupos revelaram um efeito significativo nos niveis de TAG
(p=0,0001, Figura 4-A). Houve reducdo de 2,7 vezes no TAG plasmético observada no grupo
HF+FO+Ex guando comparado com CT (p <0,0001); da mesma forma, foi observada uma reducéo de

2,2 vezes no TAG em relacdo ao grupo HF (p<0,001; Figura 4-A). Além disso, 0s niveis de TAG nos
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grupos HF+FO, HF+CO e HF+CO+Ex foram significantemente menores do que no grupo CT, o0s niveis
de TAG do grupo HF+CO+EXx foi menor significativamente do que os animais HF (p<0.05; Figura 4-
A). Contudo, os niveis de TC foram menores nos grupos tratados com 6leo de peixe em relagdo aos
grupos nao suplementados, as diferencas nos niveis de colesterol total ndo foram significativos (Figura
4-B).

O efeito principal da lipoproteina de baixa densidade (LDL) sérica também foi aparente
(p=0,0002), com uma reducdo de 4 vezes e 2,1 vezes no LDL observada apds o tratamento com
HF+FO+Ex em comparacdo com CT e grupos HF, respectivamente (Figura 4-C), e uma reducéo de 2,3
vezes em comparacgdo com o tratamento com HF+FO. Além disso, a suplementacdo de chia (HF+CO)
e a suplementacdo de chia com treinamento fisico aerébio (HF+CO+EX) concomitante também foram
capazes de reduzir os niveis de LDL quando comparados ao tratamento com TC (Figura 4-B). Efeitos
similares dos niveis de LDL e VLDL foram observados nos grupos HF+FO, HF+FO+EX, HF+CO, e
HF+CO+Ex (p=0,0001) comparado aos animais CT e HF, e os niveis de VLDL reduziu nos animais
HF+FO comparado ao grupo CT (p=0,0001). Contudo, os niveis de VLDL nos grupos HF+EX nédo
apresentaram diferenca significativamente nos grupos CT, HF (Figura 4-D).

Em contraste com os niveis de TAG, LDL e VLDL, o grupo CT demonstrou niveis mais baixos
de HDL em comparagdo com todos os outros grupos (Figura 4-C). No entanto, ndo foram observadas
diferencas nos niveis de HDL entre os grupos que foram alimentados com HF, independentemente da
suplementagcdo de 6mega-3 ou exercicio fisico aerdbio. Observamos mudancgas significativas na
propor¢do de TC para HDL associadas a suplementacdo com os Oleos e exercicio fisico aerdbio
sugerindo que esses tratamentos alteram o perfil lipidico plasmatico (p=0,0001); a suplementacdo de
PUFAs e a suplementacdo de PUFAs juntamente com a pratica de exercicio fisico (HF+FO, HF+FO+EX,
HF+CO e HF+CO+EX) reduziram as razdes TC/HDL em comparagdo com o grupo CT, embora esta
proporcdo néo diferiu significativamente nos grupos HF e HF+Ex em comparagdo com CT (Figura 4-

E).
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Figura 4: (A) Dados bioquimicos de TG, (B) Colesterol Total, (C) HDL, (D) LDL, (E) VLDL, (F) razdo TC/HDL de animais submetidos a
padréo ou HFD, suplementagdo de w-3 e/ou exercicio fisico aerbio. Os dados séo apresentados como a médiatSEM com significancia de
p<0,05 indicada por letras minGsculas. a: diferente do grupo CT; b: diferente do grupo HF; c: diferente do grupo HF+EX; d: diferente do grupo
HF+FO; e: diferente do grupo HF+FO+EX; f: diferente do grupo HF+CO; g: diferente do grupo HF+CO+EX.

5.4 AlteracOes na andlise histopatoldgica, mastdcitos e estereologia na prostata de ratos submetidos ao
exercicio fisico aerébio com suplementacéo de PUFAs e submetidos a HF

A estrutura da prostata ventral no grupo CT apresentou prevaléncia de acinos com epitélio
cilindrico simples, nucleos polarizados na parte basal das células e uma regido supranuclear clara, a

Gltima das quais corresponde a area do Aparelho de Golgi (Figura 5-A). A analise estereoldgica mostra

35



reducdo do epitélio e tecido conjuntivo no grupo HF+Ex em comparagdo com 0s grupos, no entanto,

ndo apresentou diferencas significativas (Figura 5-C).
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Figura 5: Plate histolégica das técnicas de hematoxilina e eosina H&E, azul de toluidina e tricomico de masson na prdstata ventral
de ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica, exercicio fisico aerébio e suplementacdo com ®-3. Gréfico V: quantidade de
mastocitos (mm?); Grafico W: referente ao epitélio prostatico; Grafico X: referente ao tecido conjuntivo prostético; Gréafico Y:
referente ao limen prostético. Os asteriscos representam inflamacéo no tecido conjuntivo e as setas demonstram 0s mastdcitos
recrutados pelo processo inflamatério. Os dados sdo apresentados como a médiatSEM com significancia de p<0,05 indicada por
letras mindsculas. a: diferente do grupo CT; b: diferente do grupo HF; c: diferente do grupo HF+EX; d: diferente do grupo HF+FO;
e: diferente do grupo HF+FO+EX; f: diferente do grupo HF+CO; g: diferente do grupo HF+CO+EX.

Foi possivel observar nicleos de células epiteliais em areas apicais, onde apresentavam células
com alturas diferentes apresentando aspecto pseudoestratificado ao tecido, sendo frequentemente
observado no grupo HF (Figura 5-B). A presenca de células em divisdo que se deslocam para a parte

apical do epitélio indica atividade proliferativa nesse tecido e, em algumas areas, o epitélio se tornou

36



espesso com nucleos aglomerados de varias alturas semelhantes a neoplasia intra-epitelial prostatica
(PIN), e mostrou aumento de 37% do PIN no grupo HF (Tabela 2). A atrofia inflamatéria proliferativa
(PIA) caracterizada por células epiteliais aglomeradas com fendétipos heterogéneos, padréo epitelial
estratificado e diferentes padrbes nucleares de cromatina compactada mostra atipia inflamatéria epitelial
em 24% e 39% dos animais dos grupos HF e HF+CO, respectivamente (Tabela 2). Os focos
inflamatérios observados nos animais dos grupos HF (39%) e HF+CO (24%) apresentaram
caracteristicas semelhantes, incluindo prevaléncia de linfécitos e células plasmociticas (Figura 5-B e
Tabela 2). O grupo HF+FO apresentou poucas alteragdes como PIN e focos de inflamacdo quando
comparado aos demais grupos (Tabela 2). Por outro lado, o exercicio fisico aerébio reduziu alteracéo
histopatoldgica na préstata associada a suplementacdo ou com acéo isolada (Tabela 2). Os animais dos
grupos HF, HF+FO e HF+CO apresentaram maior nimero de mastdcitos quando comparados ao grupo
CT (Figura 5 B, D, F). O exercicio fisico aerébio reduziu a quantidade de mastécitos associados a

suplementacdo de 6leo de peixe e chia (Figura 5 E, G).

Tabela 4. Ocorréncia de dados histopatoldgicos de animais experimentais.

Groups PIN PIA Inflammation
CT 17 (85) - 20,76%"*9 13 (85) - 14,08%""9 13 (85) - 14,28%'
HF 43 (114) - 37,30%°%9 27 (114) - 24,20%°%"9 46 (114) - 39,97%%"9
HF+Ex 16 (83) - 20,30% 7 (83) - 7,60% 3(83) - 3,41%
HF+FO 13 (68) - 18,16% 14 (68) - 21,93% 1(68) - 1,32%
HF+FO+Ex 22 (101) - 21,60%°¢ 20 (101) - 19,42%9 5 (101) - 5,00%
HF+CO 23 (103) - 21,53%¢ 39 (103) - 39,06% 26 (103) - 24,69%

HF+CO+Ex 37 (100)- 35,65% 22 (100) - 22,01% 14 (100) - 12,73%

Legenda: CT: Grupo Controle; HF: dieta hiperlipidica; HF+Ex: dieta hiperlipidica e exercicio fisico aerébio; HF+FO: dieta hiperlipidica e

6leo de peixe; HF+FO+Ex: dieta hiperlipidica, 6leo de peixe e exercicio fisico aerdbio; HF+CO: dieta hiperlipidica e 6leo de chia; HF+CO+Ex:
dieta hiperlipidica, 6leo de chia e exercicio fisico aerébio. Os resultados foram expressos em valores absolutos e ocorréncia de porcentagens.
As diferengas significativas foram adotadas com base em p<0,05. Mann-Whitney and Chi-square. indicada por letras minusculas. a: diferente do
grupo CT; b: diferente do grupo HF; c: diferente do grupo HF+EXx; d: diferente do grupo HF+FO; e: diferente do grupo HF+FO+EX; f: diferente
do grupo HF+CO; g: diferente do grupo HF+CO+EX.

5.5 Efeito da composi¢ado da dieta PUFA na modulacéo androgénica, lipogénica e via apoptética
A imunorreatividade de AR, FAS/CD95, SREBP-1 foi avaliada, quantificada e sera mostrada
na figura 6. O grupo HF (em comparacdo com o grupo CT) reduziu significativamente a

imunorreatividade do AR na prostata. O grupo HF+FO apresentou aumento dos valores de AR na
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préstata quando comparado ao grupo HF (Figura 6 B, D). Da mesma forma, a média de AR foi maior
nos ratos suplementados com 6leo de chia e submetidos ao exercicio fisico aer6bio (HF+CO+EX,
p=0,0001), e grupo com 6leo de chia (HF+CO, p=0,001), houve diferenca significativa no grupo com
HF (Figura 6-B). Ao comparar os efeitos do exercicio fisico aerébio e do exercicio fisico aerébio
associado ao 6leo de chia na expressdo do AR prostéatico foi possivel verificar a aumento na expresséo
do AR estimulado pelo éleo de chia no grupo HF+CO+Ex quando comparado ao HF+EX (p = 0,01).

Para verificar os efeitos prostaticos da dieta hiperlipidica e da adigdo de 6leo de peixe e chia na
dieta associada ao exercicio fisico, analisamos a lipogénese por meio da expressdo do SREBP-1 (Figura
6). Houve um aumento significativo na expressdo de SREBP-1 nos grupos HF (p=0,001), HF+FO
(p=0,01) e HF+CO (p=0,01), quando comparados ao grupo CT (Figura 6 A, B, D, F). Por outro lado, o
exercicio fisico aerdbio reduziu a expressao de SREBP-1 isoladamente (HF+EXx, p=0,001) e associada
ao 6leo chia (HF+CO+Ex p=0,001) quando comparado ao grupo HF (Figura 6 C, G). O exercicio fisico
reduziu os efeitos lipogénicos do dleo de chia na préstata vs. grupo HF+CO (p=0,01).

Foi investigada a atividade dos receptores de morte FAS/CD95, onde o grupo HF apresentou a
maior expressdo quando comparado aos grupos HF+FO+Ex e HF+CO+EX, respectivamente (Figura 6
E,G). A suplementacédo de chia apresentou maiores valores de FAS/CD95 quando comparado ao grupo
HF+CO+Ex (Figura 6-G). O grupo HF+Ex apresentou maiores valores de FAS/CD95 quando

comparado ao grupo HF+CO+Ex (Figura 6 C, G).
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Figura 6: Gréfico I: Expressao do receptor de andrégeno (AR); Gréafico I1: Expressao do receptor de morte (FAS/CD95); Gréfico I11: Fator-
1 de transcricdo de ligagdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1). O teste One-Way ANOVA foi utilizado para comparar as médias,
com o pos-teste de Tukey. Bar = 20 um; Resolucdo = 40x. As diferencas significativas foram adotadas com base em p<0,05. Os dados sdo
apresentados como a média+SEM com significancia de p<0,05 indicada por letras minUsculas. a: diferente do grupo CT; b: diferente do grupo
HF; c: diferente do grupo HF+EX; d: diferente do grupo HF+FO; e: diferente do grupo HF+FO+EX; f: diferente do grupo HF+CO; g: diferente
do grupo HF+CO+EX.
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5.6 Efeitos da suplementagdo de PUFAs associado ao exercicio fisico aerébio na inflamagao prostética
apobs a alimentacdo com HF

Nos investigamos os efeitos da a suplementacéo de 6leo de peixe e dleo de chia associado ao
exercicio fisico aerdbio na préstata apds o consumo de dieta hiperlipidica e verificamos o potencial
efeito inflamatorio. Os grupos HF, HF+CO e HF+CO+EX apresentaram aumento significativo de I1L-6
quando comparados aos grupos CT e HF+EXx (Figura 7 A, C). A suplementac&o de 6leo de peixe isolada
ou associada ao exercicio fisico aer6bio (HF+FO e HF+FO+EXx respectivamente) reduziu
consideravelmente a imunomarcagédo prostatica de IL-6 quando comparado ao grupo HF (Figura 7 B,
D, F). Efeitos da suplementacéo de dleo de peixe e chia foram verificados na imunorreatividade de TNF-
a. Os grupos HF+FO e HF+CO apresentaram significativa redugdo nos valores de TNF-a quando
comparado aos grupos CT, HF e HF+Ex (Figura 7 A-C). Contudo, podemos verificar que o efeito
associado do exercicio fisico aerobio com a suplementacdo de Oleo de peixe e chia reduziram
consideravelmente a imunomarcagdo de TNF-a na préstata de ratos submetidos a dieta hiperlipidica
guando comparado aos grupos HF+Ex, HF+FO e HF+CO (Figura 7 C, D, F). Valores menores de NF-
«B foram evidenciados no grupo HF+FO+Ex quando comparado ao grupo HF (Figura 7 B, E), 0s demais
grupos ndo apresentaram diferencas significativas. A imunomarcacéo da proteina IGF ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos, contudo, foi possivel observar que as suplementagées de 6leo
de peixe e dleo de chia apresentaram a tendéncia a maiores valores quando comparado ao grupo HF,

HF+Ex e CT (Figura 7).
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Figura 7: Gréfico |: dados relacionados & expresséo de IL-6. Gréafico I1: dados relacionados a expressdo de NF-«xB; Grafico I11:
dados relacionados a expressao do TNF-a; Grafico 1V: dados relacionados a expressao de IGF-1 na prdstata ventral de ratos Wistar.
As diferencas significativas foram adotadas com base em p<0,05. Os dados sdo apresentados como médiatSEM (n=7). As letras
mindsculas representam respectivamente a: CT - grupo controle; b: HF - grupo dieta hiperlipidica; c: HF+Ex - grupo dieta
hiperlipidica e exercicio fisico aer6bio; d: HF+FO - grupo dieta hiperlipidica e 6leo de peixe; e: HF+FO+Ex - grupo dieta
hiperlipidica, 6leo de peixe e exercicio fisico aerobio; f: HF+CO - grupo dieta hiperlipidica e 6leo de chia; g: HF+CO+EX - grupo

dieta hiperlipidica, dleo de chia e exercicio fisico aerdbio.
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5.7 Efeito da suplementagédo da dieta PUFA no estresse oxidativo associado ao exercicio fisico aerdbio

Para investigar os efeitos da suplementagdo de 6leo de peixe e chia no balango da producéo de
estresse oxidativo e a capacidade antioxidante analisamos a expressdes génicas de SOD1, CAT, GSS,
NRF-2 e NOS2 na prostata de ratos que consumiram dieta hiperlipidica (Figura 8 A-E). A expressdo de
MRNA de SOD1 e CAT foi menor no grupo HF+CO em relagéo ao grupo HF+FO, contudo, 0 grupo
suplementado com dleo de chia apresentou maiores expressdo de mMRNA de GSS, NRF2 e NOS2 em
relacdo aos demais grupos (Figura 8). O exercicio fisico aerébio aumentou a expressdo de mRNA SOD1
e CAT associados a suplementacéo de 6leo de peixe e 6leo de chia (Figura 8), no entanto, 0s grupos que
praticaram exercicio fisico aerobio apresentaram baixas expressdes de mRNA de GSS e NRF2 (Figura
8). Os grupos suplementados com 6leo de chia (HF+CO e HF+CO+EX, respectivamente) aumentaram

significativamente a expressdo de mRNA de NOS2 quando comparados aos demais grupos (Figura 8).
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Figura 8:. Grafico A: quantidade do gene da superoxido dismutase (SOD-1) na prdstata ventral; Grafico B: quantidade de catalase
(CAT) na prostata ventral; Grafico C: quantidade de NRF-2 na prostata ventral; Gréafico D: quantidade de glutationa (GSS) na
préstata ventral; Grafico E: quantidade de dxido nitrico sintase 2 (NOS-2) na prostata ventral. O teste One-Way ANOVA foi
utilizado para comparar as médias, com o pos-teste de Tukey. As diferencas significativas foram adotadas com base em p<0,05. As
letras mindsculas representam respectivamente a: CT - grupo controle; b: HF - grupo dieta hiperlipidica; c: HF+Ex - grupo dieta
hiperlipidica e exercicio fisico aer6bio; d: HF+FO - grupo dieta hiperlipidica e 6leo de peixe; e: HF+FO+Ex - grupo dieta
hiperlipidica, 6leo de peixe e exercicio fisico aerdbio; f: HF+CO - grupo dieta hiperlipidica e 6leo de chia; g: HF+CO+EX - grupo

dieta hiperlipidica, 6leo de chia e exercicio fisico aerébio.
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6.0 Discussao

Neste presente estudo, comparamos os efeitos bioldgicos da suplementacdo com 6leo de peixe
e Oleo de chia isoladamente ou em combinagéo com exercicio fisico aerébio em ratos que consumiram
uma dieta hiperlipidica. Nossos principais achados foram: (a) HF aumenta consideravelmente a
eficiéncia alimentar e a ingestdo de energia ao longo do periodo experimental, (b) a suplementacéo de
6leo de chia com e sem o exercicio fisico aerébio reduziu os valores de ingestéo de energia e eficiéncia
alimentar quando comparado ao grupo HF e HF+EX; (c) a suplementacdo de 6leo de peixe e chia com e
sem exercicio fisico reduziram os niveis de TAG, LDL e VLDL em relacdo aos ratos com dieta padrao;
(d) dieta hiperlipidica reduziu na expressao AR e potencializou a expressdo de TNF-a; (€) 0 exercicio
fisico aerdbio reduz o peso corporal, adiposidade e a expressdo de IL-6 e TNF-a; (f) a suplementacao
de chia aumenta NRF-2 e GSS, enguanto que 6leo de peixe reduz a expressdes de MRNA de NRF2 e
GSS aumentando a expressdo de CAT e SOD1. Em conjunto, esses dados indicam que a suplementagao
de 6leo de peixe com exercicio fisico aerobio reduziu os sinais de obesidade induzida pelo consumo de
HF e reduzem os efeitos inflamatorios e antioxidantes.

Nossos resultados bioquimicos sugerem que a ingestdo de uma dieta rica em colesterol produz
os efeitos tipicos observados em vérias doengas metabolicas, como esteatose hepética ndo alcoolica,
diabetes, lesbes cardiovasculares, como aumento do colesterol plasmatico e aumento do figado. Beynen
(Beynen et al., 1984) mostraram que a ingestdo de colesterol por meio de uma HF reduziu o peso
corporal, aumentou o armazenamento de colesterol no figado e a gordura dos adipécitos. O peso corporal
observado nos animais com dieta HF foi aproximadamente igual comparado ao grupo CT apds 14
semanas. No entanto, a HF induziu maior gordura de adipdcitos e indice de gordura em relagdo aos ratos
que consumiram a dieta padrdo. Isso esta de acordo com estudos anteriores que mostram que a
suplementagdo de »-3 reduz a taxa de ganho de peso em ratos que consomem HF (Nakatani et al., 2003),
evitando a conversdo do excesso de lipidios em TAG (Bargut et al., 2014). Além disso, o exercicio fisico
aerdbio eleva os niveis de hidroperdxidos, as fungdes mitocondriais e a sensibilidade a insulina, e esses
efeitos podem ser aumentados por -3 para inibir o ganho de peso (Mataix et al., 1998; Kim et al., 2014).

Como observado, 0 menor ganho de peso sugere que o 6leo de peixe e 6leo de chia associados ao
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exercicio fisico aerébio, ap6s oito semanas de tratamento, apresentaram menor ganho de peso, menor
ingestdo de energia e menor eficiéncia alimentar. Essas descobertas sugerem que tanto o peixe quanto o
6leo de chia reduzem o ganho de peso e melhoram a eficiéncia alimentar em animais alimentados com
HF. No entanto, o treinamento fisico aerébio sozinho produziu maiores efeitos de reducdo de gordura,
possivelmente devido ao aumento da beta-oxidag&o.

O valores de colesterol total e triacilglicerol (TC, TAG), que sdo sintetizados
predominantemente no figado, sdo marcadores importantes de distirbios metabélicos lipidicos. O éleo
de chia foi descrito como um regulador do colesterol devido ao efeito dos PUFA no metabolismo lipidico
(Okada et al., 2012). Quando os ratos foram alimentados com HF e suplementados com 6leo de peixe
ou chia, o nivel de colesterol HDL no plasma ndo foi visivelmente diferente daqueles que néo receberam
6leo, enquanto os niveis de colesterol total foram ligeiramente mais baixos em relagdo aos grupos ndo
suplementados. Essas mudancas resultaram em uma reducdo na razdo TC/HDL nos grupos
suplementados com 6leo, independentemente do tratamento com exercicios. A relacdo TC/HDL seja um
indicador importante do desequilibrio do colesterol (Linn et al., 1991) Os valores de TC mais baixos
subjacentes a mudancas significativas nas razdes TC/HDL observadas aqui podem ser explicados pela
diminuicdo da atividade da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase, uma enzima crucial na sintese de
colesterol, que foi observada em animais alimentados com dieta rica em acido docosahexaenoico e acido
a-linoleico (Du et al., 2003).

E sabido que o treinamento fisico aerébio reduz os niveis séricos de LDL e VLDL. Da mesma
forma, foi relatado que a suplementagdo de ®-3 reduz os niveis de LDL (Cazzola et al., 2007).
Evidéncias sugerem que o 6leo de peixe pode aumentar a atividade da lipoproteina lipase (Park et al.,
2003) e que o exercicio fisico aerdbio pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares por meio da
reducdo de LDL e VLDL. Neste estudo, ndo evidenciamos diferencas nos niveis sericos de LDL e VLDL
entre os grupos suplementados com 6leo de peixe, contudo, 0s grupos que receberam suplemento de
6leo de peixe associados ao exercicio fisico aerébio em comparacdo com HF, dando a entender que ndo
h& beneficios adicionais da suplementacao de 6leo de peixe e exercicios fisico nos niveis séricos de LDL

e VLDL. A incorporacdo de 6leo peixe e leo de chia juntos ao exercicio fisico aerdbio claramente tem
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mais efeito no perfil lipidico em comparacdo com a suplementacdo de 6leo de peixe ou 6leo de chia
sozinho, como demonstrado pelos niveis reduzidos de LDL, VLDL e TAG pela suplementacédo de 6leo
de chia sozinho. Esses resultados fornecem evidéncias de que o exercicio fisico aer6bio e a
suplementagdo com ®-3 podem melhorar sinergicamente a quantidade de lipoproteinas circulantes e
reduzir os estoques de lipidios no tecido adiposo, apesar de ndo haver mudancgas aparentes no peso
durante o consumo de HF.

O consumo da dieta hiperlipidica e a obesidade causam reducdo da testosterona e mesmo assim
promovem alteracGes prostaticas como prostatite, BHP, HGPIN (Tewari et al., 2012; Ferrucci et al.,
2019; Kwon et al., 2016) até cancer (Ribeiro et al., 2012). Os niveis de testosterona induzidos pela
obesidade reduzem a ativacdo do AR prostatico (Blarigan et al., 2014; Tewari et al., 2014). Mecanismos
provaveis que explicam a relacdo do aumento proliferativo prostatico apds niveis reduzidos de
testosterona e AR séo devido ao aumento de aromatase induzida pelo tecido adiposo. A producéo
continua de estradiol causada pelo acimulo de tecido adiposo visceral reduz a expressdo de
gonadotropinas e consequentemente a redugdo de testosterona (Teixeira et al., 2012; Mendes et al.,
2015). Nossos resultados evidenciaram aumento da adiposidade visceral nos animais tratados com HF
e concomitantemente apresentaram menores valores de AR e aumento considerdvel de neoplasias
intraepiteliais. O 6leo de peixe tem maiores concentragdes de EPA e DHA considerados ativadores da
esterificacdo de colesterol, mecanismo importante para reducdo do colesterol (Tunstall et al., 2002;
Bargut et al., 2014). Assim, associamos 0 aumento na expressdo de SREBP-1 ao consumo da dieta
hiperlipidica e, por outro lado, a suplementagao de 6leo de chia associado ao exercicio fisico reduziu os
niveis de SREBP-1 prostatico e seus efeitos lipogénicos concomitante o aumento de AR. Contudo, 0s
efeitos do treinamento fisico promoveram o aumento de AR na préstata regulando desta forma a
expressao de SREBP-1, reduzindo a lipogénese tecidual.

A desregulagdo da apoptose ¢ um mecanismo de grande importancia para carcinogénese. A via
extrinseca de apoptose tem um critico papel de eliminacdo imunolégica e ndo imunoldgica de células
com DNA danificado. O receptor de membrana FAS/CD95 inicia a sinalizagéo intracelular da via de

apoptose ativando caspase 8 e 9. Contudo, foi demonstrado que Fas ligante (FasL) € secretado por
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celulas de carcinoma prostatico e juntamente com FAS/CD95 desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de células anormais (Sharma et al., 2019). No entanto, Jiang et al., relatou que FAS é
mais expresso em PIN de alto grau. A ativacdo de FAS/CD95 acontece por TNF-a iniciando as vias
proteoliticas de clivagem, na auséncia de TNF-a essa via € minimizada (Jiang et al., 2017).

Tem sido publicado na literatura afirmacdes que os PUFAS (w-3) sdo importantes de quantidade
e qualidade de respostas imunoldgicas (Wiktorowska-Owczarek & Nowak, 2015). Os dados deste
estudo claramente indicam que o 6leo de peixe com maior quantidade de EPA e DHA possui um papel
importante na redugdo da inflamagdo prostatica. Nds demonstramos que a suplementacdo de éleo de
peixe, contendo uma mistura de -3 PUFA, reduz a expressao de IL-6, TNF-a. e NF-xkB na prostata
ventral. O grupo CO ndo alterou as expressdes das citocinas inflamatorias. Possivelmente a maior
concentracdo de EPA e DHA no 6leo de peixe inibiu a sinalizacdo de células T (Calder, 2010). diferente
das concentracdes de 6leo de chia com maior concentragdo de &cido alfa-linolénico (ALA). Os PUFAs
podem ser metabolizado por LOX e COX formando um arranjo biolégico como as prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas (Isobe et al., 2013). Existe a possibilidade da via lipogénica
produzir a ativacdo de LOX pro-carcinogénico (incluindo 5, 8 e 12-LOX) reduzindo a producéo de LOX
anti-carcinogénico (15-LOX). Estudos sugerem que a suplementacdo de dleo de peixe com maior
quantidade de EPA e DHA promoveu a inibi¢do da enzima 6-desnaturase bloqueando a atividade de
LOX-12 aumentando a apoptose tecidual. Outro efeito descrito de EPA e DHA é a inibigcdo de COX que
reduz a inflamacéo e produgéo de ROS (Kim et al., 2016). O exercicio fisico associado a suplementacao
de 6leo de peixe (concentracdo de EPA e DHA) reduziu consideravelmente a inflamacéo prostatica.
Ainda, ha poucas relagdes existentes sobre a suplementacédo de 6leo de chia com maior concentragédo de
ALA como substrato enzimatico prostatico.

A dieta hiperlipidica aumenta a peroxidacdo lipidica modificando indiretamente os niveis de
expressdo enzimatica de NOS2 e reduz a capacidade antioxidante (Droge, 2002). Por outro lado, o
exercicio fisico é clinicamente associado a reducdo da peroxidacdo lipidica por aumentar a expressao
das enzimas antioxidantes (Radak et al., 2017). As enzimas SOD-1 e CAT foram mais expressas nos

grupos tratados com 6leo de peixe e 6leo de chia associados ao exercicio fisico aerdbio. Por outro lado,
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a suplementacdo com o 6leo de chia aumentou os niveis de GSS, NOS 2 e NRF-2 na préstata ventral.
Assim como outros estimulos exdgenos, o 6leo de chia pode promover a via de ativacdo do NRF-2, a
fim de controlar a resposta pro-oxidativa (Santos-Lépez, 2017), uma vez ativada, participa da regulacéo
de funcbes programaéticas estimuladas por oxidantes, incluindo autofagia, estresse do reticulo e

biogénese mitocondrial (Figura 9).
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Figura 9: Efeitos do exercicio fisico aerébio associado a suplementagdo de 6mega-3 no ambiente obesogénico prostatico causado pelo excesso
de dieta hiperlipidica em ratos Wistar durante 14 semanas de protocolo experimental. A dieta hiperlipidica hipertrofia os adipdcitos que, por
sua vez, sinalizam citocinas inflamatérias como TNF-o, IL-6, fator de transcricdo NF-kB e os mastocitos recrutados pelo processo inflamatorio,
causando alteraces prostaticas. Os adipdcitos reduzem a sinalizagdo androgénica (AR), potencializando os fatores pro-oxidantes nas espécies
reativas de oxigénio (ROS), podendo levar a atrofia inflamatdria prostética (PIA). Por sua vez o exercicio fisico de carater aerdbio inibe todos
esses danos causados pela dieta hiperlipidica, estimulando a sinalizagdo androgénica, o metabolismo lipidico, através da reducéo dos niveis
das lipoproteinas VLDL, TAG, LDL e surge como um “fator” de tamponamento estimulando as proteinas anti-oxidativas durante o ROS. Por
fim os 6leos de peixe e chia potencializam os efeitos iniciados pelo exercicio fisico, melhorando a sinalizacdo androgénica, metabolismo

lipidica e sinalizacéo de ROS.

7.0 Concluséo
Em conclusdo, quando incorporamos a suplementacdo de 6leo de peixe e chia a uma dieta
hiperlipidica verificamos a capacidade de prevenir danos oxidativos com o uso do dleo de chia e a

capacidade anti-inflamat6ria do dleo de peixe. Esta protecdo foi mais eficaz quando associada ao
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exercicio fisico aerdbio sugerindo uma regulacéo da atividade antioxidante. Esses resultados enfatizam

a importancia de incorporar EPA, DHA e ALA na dieta e associar com a pratica de exercicio fisico.
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UNOESTE - Universidade do Oeste Paulista
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAOQ

PROBIC - Programa de Bolsas de Iniciacio Cientifica

Parecer Final

Declaramos para os devidos fins que o Projeto de Pesquisa infinulads "EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE CHIA (SALVIA
HISPANICA L) OU OMEGA-3 ASSOCIADA AQ TREINAMENTO AEROBIO NO PERFIL GLICEMICO E ESTEATOSE HEPATICA DE
RATOS INDUZIDOS A SINDROME METABOLICA POR DIETA", cadastrado na Coordenadoria de Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagio
(CPDI) sob o mimers o° 3962 & tands como participante(s) RAVANA LOCH GOMES (discents), THAIS A FERNANDA SANTOS DOMINGUES
(discente), GISELE ATBORGHETTI NAI (docente), SABRINA ALVES LENQUISTE (orientador responsavel), foi zvaliado @ APR. COM
RECOMENDACAO pelo COMITE ASSESSOR DE PESQUISA INSTITUCIONAL (CAPT) e COMISSAO DE ETICA TS0 DE ANTMAITS
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE de Presidente Prudante/SP.

Este Projete de Pesquisa, que envolve a produgio, mamitengio e'ou ublizagio de ammars pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o
homem), para fins de pesquisa clentifica, encontra-se de acordo com o preceitos da Lei n® 11.794, de § de Outubro de 2008, do Decreto n” 6.899, de 15
de Fulho de 2009, & com as normas editzdas pelo Conselho MNacional de Controle da Expenmmentagio Ammal (CONCEA), tendo side APE. COM
RECOMENDACAOD em reunilio realizada em 06/09/2017.

Vigéneia do projeto: 07/2017 a2 06/2018.

EzpecieLinhagem N® de Animaiz Pezo Idade Sexo Origem
Ratos Wistar 0 200 gramas 48 dias M Biotério Central Unoeste

Presidente Prudente, 18 de Dezembro de 2017,

Prof DJair Rodrisgey Garcia It
Coordenador CientiZo da CPDL

)
iictiigy 750754

Prof* Ms. Adriana Falco de Brito
Coarderadon da CEUA - UNOESTE
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