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RESUMO

Introducdo: Recentemente relacionada com a sinalizacdo da insulina, a proteina clusterina
(CLU) pode ser encontrada em diversos tecidos e também livre em soro. Sabe-se que o exercicio
fisico desempenha um papel positivo na sinalizacdo da insulina. Entretanto, os efeitos do
exercicio sobre os niveis de CLU permanecem desconhecidos. Objetivos: Investigar o efeito
do treinamento de curta duracdo na homeostase glicémica e niveis musculares de CLU em
camundongos obesos e avaliar se os efeitos do exercicio fisico sobre a via de sinalizagdo da
insulina séo partilhados com a via da CLU. Métodos: O protocolo experimental foi aprovado
pelo comité de ética sob o n® 4773-1/2018. Camundongos Swiss foram divididos em quatro
grupos: controle sedentario (CTS, n=24): alimentado com dieta padréo; obeso sedentario (OBS,
n=24), obeso submetido ao treinamento aerdbio em esteira (OBA, n=12) e; obeso treinamento
de forca em escada (OBF, n=12): alimentados com dieta hiperlipidica (60% Kcal de gordura),
por 14 semanas. O OBA foi submetido a uma hora de exercicio em esteira a 75% da Pméax por
7 dias consecutivos. O OBF foi submetido a vinte escaladas em escada a 75% da MVCC por 7
dias consecutivos. Os animais foram sacrificados e o tecido muscular esquelético foi extraido
para analises de contetido proteico e RNA mensageiro. Dados representam médiatE.P.M.. As
comparacgdes entre grupos foram feitas utilizando teste de analise de variancia de uma via
seguida de pos teste de Tukey. Coeficientes de correlacdo foram calculados usando teste de
Spearman. Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Resultados: Os
animais obesos apresentaram desarranjo na homeostase glicémica e na sensibilidade a insulina
quando comparados ao grupo CTS, o que foi melhorado pelo treinamento de curta duragédo
(TCD) em esteira. Os niveis de insulina séricas estavam elevados no grupo OBS quando
comparados ao grupo CTS, assim como o indice HOMA-IR, o TCD foi eficaz em melhorar
ambos os parametros. O TCD melhorou a sinalizagdo da insulina no grupo OBA comparados
com CTS e OBS. A DHL foi ndo foi capaz de aumentar os niveis de CLU muscular, entretanto,
0 TCD elevou os niveis de CLU em 143% vs CTS e 121% vs OBS. O estimulo com insulina
elevou os niveis de CLU musculares em 37% no grupo OBS comparado ao CTS e 0 TCD
reduziu seus valores significativamente. A expressdo génica de CLU aumentou 172% e 114%
em tecido muscular do grupo OBA, quando comparado com CTS e OBS, respectivamente. Os
niveis proteicos de CLU muscular se correlacionaram positivamente os parametros fisiologicos,
dentre eles, a glicemia de jejum (r=0,60; p=0,04), insulina sérica (r=0,70; p=0,01) e HOMA-IR
(r=0,72; p=0,007). A homeostase glicEmica também foi melhorada pelo TCD em escada. A
glicemia de jejum apresentou aumento no grupo OBS quando comparado ao CTS, assim como
na insulina sérica. O TCD em escada foi eficaz em reduzir ambos parametros, entretanto, ndo
foi capaz de alterar o indice HOMA-IR. Durante o ipITT, o grupo OBF apresentou reducdo na
AUC e melhora de 62% no KITT quando estimulados com insulina. Ndo foram encontradas
diferencas significativas nos niveis proteicos e génicos de CLU muscular, porém, o TCD foi
capaz de aumentar os niveis de LRP2 no musculo esquelético desses animais. Conclusdo: De
acordo com os dados, concluimos que a proteina CLU tem um papel na homeostase glicémica
ao se correlacionar com diversos parametros fisiologicos e sofrer alteracGes causadas pelo
estimulo com insulina. Ademais, nosso estudo foi o primeiro a demonstrar o efeito do TCD nos
niveis de CLU musculares, assim como o TCD tem a capacidade de melhorar o quadro de
resisténcia a insulina sem alteracGes na massa corporal e, por fim, somente o treinamento em
esteira foi capaz de modular os niveis proteicos e génicos de CLU muscular.

Palavras-chave: Obesidade, Diabetes, Resisténcia a Insulina, Clusterina, Treinamento Fisico.



ABSTRACT

Introduction: Recently related to insulin signaling, clusterin (CLU) protein can be found in
several tissues as well in serum. It is known that physical exercise plays a positive role in insulin
pathway. However, till the date, is unknown the effect of exercise in CLU levels. Objective:
We investigated the effect of short-term training in glucose homeostasis and muscular CLU
levels in obese mice. Methods: Study protocol was approved by ethics committee n°® 4773-
1/201. Swiss mice were divided into four groups: CTS (n=12): fed with chow diet and; OBS
(n=12), OBA (n=12) and OBF (n=12): fed with high fat diet (60% Kcal fat), for 14 weeks. The
OBA group underwent one-hour treadmill aerobic exercise at 75% Pmax for seven consecutive
days. The OBF group underwent 20 climbing on stairs at 75% MVCC for seven consecutive
days. Mice were euthanized and skeletal muscle (gastrocnemius) was excised for protein
content and RNAm analyses. Data are presented as mean+S.E.M.. Comparisons between
groups were done using ANOVA one-way followed by Tukey post hoc test. Correlation
coefficients were calculated using Pearson or Spearman’s test. P<(0.05 was considered
statistically significant. Results: Obese mice presented worsened glucose homeostasis and
insulin signaling compared with CTS, which was improved by the short-term training (STT) in
treadmill. Serum insulin levels were increased in OBS compared with CTS as well as HOMA-
IR, STT was efficient in improving both parameters. STT improved insulin signaling in OBA
compared with CTS and OBS. The HFD was not able to increase CLU skeletal muscle levels,
however the STT increased CLU levels in 143% vs CTS and 121% vs OBS. Insulin stimulus
increased CLU. Insulin increased CLU levels by 37% in OBS compared with CTS and STT
reduced its levels significantly. CLU gene expression increased 172% and 114% in OBA
skeletal muscle compared with CTS and OBS, respectively. CLU protein levels positively
correlated with physiologic parameters, among than, fasting blood glucose (r=0.60; p=0.04),
serum insulin (r=0.70; p=0.01) and HOMA-IR (0.72; p=0.007). Glucose homeostasis was also
improved by the STT in stairs. Fasting blood glucose levels were increased in OBS compared
with CTS as well as serum insulin. STT was efficient in improving both parameters, but no
changes were found in HOMA-IR. During the ipITT, the group OBF presented reduction in
AUC and blood glucose decay improved by 62% when insulin-stimulated. No differences were
found in muscle CLU protein content and gene expression between groups, however, the STT
was able to increase LRP2 protein levels in skeletal muscle. Conclusion: According to data
presented, we concluded that clusterin plays an important role on glucose homeostasis due to
its correlation with several physiologic parameters as well as be modulated by insulin stimulus.
Additionally, we are the first study about the effect of STT in skeletal muscle CLU levels and
here we showed that STT improved insulin signaling in obese mice skeletal muscle but only
the treadmill STT was able to modulated CLU protein and mRNA levels in obese mice skeletal
muscle regardless of body weight changes.

Keywords: Obesity; Clusterin; Insulin Resistance; Physical Exercise.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca de prevaléncia acentuada em todo 0 mundo. Esta condicao €
definida como um estado de elevada massa corporal adiposa, capaz de induzir consequéncias
adversas a salde (Hossain, Kawar, & EI Nahas, 2007). Dados apontam que a obesidade é
responsavel por cerca de 18% das mortes de pessoas entre 40-85 anos de idade (Masters et al.,
2013). Seu impacto na saude é devido sua relacdo com a resisténcia a insulina e o
desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas ndo transmissiveis como as
cardiovasculares, alguns tipos de cancer e o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (Masters et al.,
2013).

Em 2013, 8,3% da populacdo mundial (382 milhdes de pessoas) foram diagnosticadas
como diabéticas e nos anos de 2012 e 2013, 1.5-5.1 milhdes de pessoas foram a dbito em
decorréncia desta doenca, colocando-a como a 8?2 causa de morte no mundo sendo que até o ano
de 2035 é esperado que 592 milhdes de pessoas tenham falecido devido a hiperglicemia crénica
(Tao, Shi, & Zhao, 2015). Portanto, compreender as causas e 0s fatores determinantes de seu
crescente numero torna-se imprescindivel na busca de solugdes para retardar ou reverter a
progressao desta alarmante realidade epidemioldgica. Nesse sentido, diversos estudos tém sido
realizados buscando identificar novas moléculas com acGes regulatérias sobre a via de

sinalizagdo da insulina e consequentemente na homeostase da glicose.

Em 1988 Murphy e colaboradores mostraram que a apolipoproteina J (ApoJ), também
conhecida como clusterina (CLU), estava incorporada no soro de humanos (Murphy,
Kirszbaum, Walker, & d’Apice, 1988). A partir disso, experimentos foram realizados na
tentativa de esclarecer seu papel no metabolismo. Varios autores mostraram sua participacao
na inflamacdo, neurogénese, apoptose e em diversas doencas como cancer, miocardite,
Alzheimer, obesidade, entre outras (Bertrand, Poirier, Oda, Finch, & Pasinetti, 1995;
Mclaughlin et al., 2000; Oberbach et al., 2011; Wang, Zeng, Liu, Zhang, & Ni, 2014; Won et
al., 2014; Xue et al., 2015; Zhang et al., 2005). Recentemente, Kwon e colaboradores mostraram
que animais obesos resistentes a insulina apresentam aumento dos niveis séricos de CLU,
entretanto, animais obesos nocautes para o gene da CLU manifestaram resisténcia a insulina
mais severa quando comparado ao seu controle obeso, sugerindo a importante participagdo

desta glicoproteina na transducao do sinal da insulina (Kwon et al., 2014).
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Sabe-se que o exercicio fisico tanto moderado como intenso atua como uma importante
ferramenta na prevencdo e tratamento da diabetes mellitus decorrente da obesidade por
colaborar com a sinalizacdo da insulina no musculo esquelético, aumentando a captacdo de
glicose (Oliveira et al., 2014; Pauli et al., 2014). Entretanto, os efeitos regulatérios do exercicio
fisico sobre a CLU néo s&o conhecidos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sinalizagéo da insulina

A insulina € um horménio anabdlico com efeitos metabdlicos multiplos (Saltiel &
Kahn, 2001). Para que haja compreenséo sobre como ocorrem os fendmenos desempenhados
pela acdo deste hormdnio, é importante o pleno entendimento dos eventos que ocorrem
imediatamente apos o inicio da sinalizacdo mediada pela insulina. O receptor de insulina (IR)
pertence a uma familia de receptores de fatores de crescimento que apresentam atividade
tirosina quinase intrinseca, ou seja, apds a conexao da insulina com seu receptor, este sofre auto
fosforilagdo em mdaltiplos residuos de tirosina (Saltiel & Kahn, 2001; White, 1998). De forma
geral, isto culmina com a ativacdo da funcdo quinase do receptor, o qual propaga este sinal,
fosforilando seus substratos intracelulares. Uma vez ativado, o IR fosforila varios substratos
proteicos em tirosina. Quatro destes pertencem a familia dos substratos do receptor de insulina,
as proteinas IRS (IRS- 1/2/3/4). A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2), dentre as
quais se destaca a fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K) (Saltiel & Kahn, 2001; White, 1998). Com
base em andlise sequencial, existem 22 tirosinas potenciais para a fosforilacdo do IRS-1. Nove
destas possuem uma de duas sequéncias repetitivas: YMXM ou YXXM, em que Y ¢ tirosina,
M é metionina e X é qualquer outro aminoacido. Seguindo-se a estimulacdo da insulina, estas
tirosinas, como outras tirosinas potenciais na molécula de IRS-1, sdo rapidamente fosforiladas,

resultando em uma ligacdo do IRS-1 com proteinas especificas.

O IRS-1 e o IRS-2 sdo considerados os principais substratos, e sdo 0s mais bem
estudados até o momento. Sabe-se hoje que o IRS-1 e 0 IRS-2 fosforilados se associam a enzima
PI3K, ativando-a. A ativagdo da proteina PI3K desencadeia a ativagdo de outras proteinas
importantes, como a proteina quinase B, também conhecida como AKT. A ativacdo da via
PI3K/AKT esta relacionada a promogéo dos efeitos metabdlicos da insulina tecido-especifica

(captacdo de glicose, glicogénese e inibi¢do da gliconeogénese) (Saltiel & Kahn, 2001). Dentre
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os tecidos alvos da insulina destaca-se o tecido muscular, no qual, a insulina participa do influxo

de glicose, sintese de glicogénio e sintese proteica.

2.2 Sinalizagdes da insulina no musculo esquelético

O musculo esquelético tem fundamental importancia na homeostase glicémica do
organismo, sendo este tecido responsavel por 80% de toda captacdo de glicose estimulada por
insulina no organismo (Patti & Corvera, 2010). Por isso, qualquer reducdo na capacidade da
insulina em estimular a captacdo de glicose neste tecido é relevante no controle da glicemia
corporal total. A captacdo de glicose em musculo esquelético de pacientes diabéticos se mostra
reduzida em comparacdo com os controles saudaveis. Tal fato indica que prejuizo na deposicéo
de glicose no musculo contribui com o baixo controle da glicemia nos pacientes com diabetes.
Adicionalmente, pacientes obesos e diabéticos apresentam menor acédo da insulina no musculo
com alteragcbes sendo observadas na cascata de sinalizagdo da insulina. Esses individuos
apresentam menor fosforilagdo em tirosina do substrato do IRS-1 e na atividade da PI3K no
musculo esquelético (Laurie J Goodyear et al., 1995; Zierath, Krook, & Wallberg-henriksson,
1998). Isso explica em parte o prejuizo na entrada de glicose estimulada por insulina no tecido
muscular. Estas alteracdes na via de sinalizacdo da insulina estdo relacionadas a condicdes
metabolicas como aumento dos niveis de &cidos graxos circulantes e da deposicdo de gordura
intracelular com inducdo de inflamacao nos tecidos periféricos (ex. musculo esquelético) de
individuos com DM2. Tem sido demonstrado em humanos e animais que 0 excesso de gordura
corporal esta associado com inflamacéo de baixo grau e citocinas produzidas pelos adipocitos
e infiltrado de macréfagos que alteram a capacidade de transducdo do sinal da insulina,
diminuindo a captacdo de glicose (Lumeng & Saltiel, 2011; Pagel-langenickel, Bao, Pang, &
Sack, 2010).

2.3 O papel da clusterina na sinalizacdo da insulina

Em 1988, Murphy e colaboradores descreveram uma proteina encontrada no soro de
humanos, esta proteina composta por 23 aminoacidos consiste de duas cadeias, alfa (34-36kDa)
e beta (36-39kDa) ligadas por pontes de dissulfeto a qual deram o nome de clusterina ou
apolipoproteina J (Murphy et al., 1988). Sua oscilacdo ao longo do dia ainda ndo é conhecida,
mas sabe-se que sua concentracao é relativamente alta no cérebro, ovario, testiculos e figado, e
baixa no coragdo, baco, pulmao e mamas. Esta apolipoproteina se difere de outras em seu peso

molecular, estrutura de subunidade e carga elétrica (de Silva, Harmony, Stuart, Gil, & Robbins,
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1990). Além disso, a CLU pode atuar no sistema imune. Ela é uma proteina reguladora do
complemento em que inibe a perpetuagéo das cascatas de ativagdo do complemento, inibindo a
formacdo do Complexo de ataque a membrana (MAC) (Jenne, Lowin, Peitsch, Bottchers, &
Schmitzg, 1991). Ainda, esta glicoproteina atua na programacao de morte celular e em conjunto
com apolipoproteina A-1 (apoA-I) promove a inibigdo do MAC (Jenne et al., 1991).

A CLU é conhecida por participar de processos fisioldgicos, como transporte de
lipideos, maturacdo de esperma, apoptose, processo inflamatério, aterosclerose e de ndo
fisiolégicos como cancer e DM2 (Rizzi, Caccamo, Belloni, & Bettuzzi, 2009; Trougakos &
Gonos, 2002; Watari et al., 2008). Individuos diabéticos apresentam aumento nos niveis séricos
de CLU (Kujiraoka et al., 2006) e recentemente, Kwon e colaboradores (Kwon et al., 2014)
mostraram gque animais obesos nocaute para CLU apresentam maior resisténcia a insulina frente
aos seus controles obesos, sugerindo que a CLU pode desempenhar um papel protetor contra a
progressao da resisténcia a insulina atraves da reducdo do estresse oxidativo e inflamacéo,
independente do volume do tecido adiposo (Kwon et al., 2014). Recentemente, alguns estudos
mostraram que a administracdo central de CLU ativa a via da proteina transdutora de sinal e
ativador de transcricdo 3 (do inglés: signal transducers and activators of transcription 3 ou
STAT-3) desenvolvendo anorexia e reducdo da massa corporal e o contrario é encontrado
quando a CLU ¢ inibida no hipotalamo, os autores descrevem este mecanismo sendo mediado
pelo receptor da CLU, denominada proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade 2 (do inglés: low-density lipoprotein receptor-related protein-2 ou LRP2) que se liga
no receptor de leptina apos sua associacdo com CLU, subsequente a associacdo fisica entre
receptor de leptina e LRP2 ocorre a internalizacdo dos receptores e assim aumento da
fosforilacdo da Janus quinase 2 (JAK2) e STAT3 (Byun et al., 2014; Gil et al., 2013)

Sabe-se que a CLU regula a sensibilidade a insulina em tecidos periféricos (Kwon et
al., 2014), mas o mecanismo pelo qual a CLU e seu receptor LRP2 se comunicam com a via de
sinalizacdo da insulina ainda ndo foi descrito na literatura. O LRP2, ou megalina é um dos
principais receptores da CLU e faz parte de uma familia de receptores transmembrana (LRP1-
-3-4-5 e 6) com similaridades para os receptores de lipoproteinas de baixa densidade (Kounnas
et al., 1995). O LRP2 € um longo receptor transmembranico (~600 kDa) e sua parte intracelular
é constituida por varios dominios funcionais, dentre eles varios Src-homologo 3 (SH3) e um
SH2. Os dominios Src-homologo sdo responsaveis por varias sinalizagdes intracelular, mais
precisamente em fosforilagbes em tirosina. Uma vez fosforilado, o dominio SH2 possui um

sitio de reconhecimento para o IRS-1, para a subunidade 85 da PI3K e outros sitios para
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reconhecimento da proteina quinase C (PKC) e Monofosfato de adenosina/ Monofosfato de
guanosina (AMP/GMP) ciclico (Glasheen, Backer, White, & Dk-, 2015; Hjalm et al., 1996;
Myers et al., 1994), evidenciando assim um possivel elo de comunicacéo (cross-talk) entre as
vias da insulina e CLU.

2.4 Efeitos do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina no mdusculo
esquelético

O exercicio fisico regular favorece o controle metabdlico em individuos diabéticos,
sendo um importante componente do tratamento ao DM2 (Colberg et al., 2010). Em humanos
e modelos animais de experimentacdo, o treinamento aerdbio aumenta a captacdo de glicose
estimulada por insulina (Aronson, Fielding, & Goodyear, 1997; Frgsig et al., 1997) e reduz a
secrecdo de insulina em resposta aos niveis glicémicos (Hellenius, Berglund, & Faire, 1995),
contribuindo com isso com a homeostase da glicose. Os efeitos positivos do exercicio fisico
tanto agudo quanto cronico foram confirmados em experimento com uso da técnica do clamp
hiperinsulinémico-euglicémico em roedores, onde foi observado aumento na captacdo de
glicose nos grupos exercitados comparado aos seus pares inativos no mesmo periodo (Berger,
Hagg, & Ruderman, 1975). Diversos mecanismos podem aumentar a captacdo de glicose em
resposta ao exercicio fisico, incluindo o aumento no fluxo sanguineo, aumento na ligacao da
insulina ao seu receptor de membrana IR, aumento na atividade da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK), entre outros (Aronson et al., 1997; Berger et al., 1975; L. J. Goodyear,
Hirshman, & Horton, 1991; Holloszy & Booth, 1976).

Na condicao de repouso, o principal evento relacionado a captacdo de glicose envolve
a ligacdo da insulina ao seu receptor e subsequente auto-fosforilacdo, desencadeando uma
cascata de sinalizacdo intracelular. Estudos que procuraram investigar o efeito do exercicio
fisico sobre a sinalizacdo da insulina, demostraram aumento na fosforilacdo do IRS-1 e IRS-2
e aumento da atividade da PI13K no musculo apds 5 dias de treinamento em roedores (Chibalin
et al., 1999). Tal efeito positivo foi evidenciado também por Wojtaszewski e colaboradores em
2005, que encontraram aumento na captacdo de glicose e na atividade da proteina glicogénio
sintase em resposta ao exercicio fisico em jovens (Wojtaszewski et al., 2005). Neste estudo,
ndo foi encontrado mudangas nas proteinas proximais da via de sinalizacdo da insulina. Estudo
realizado por Luciano e colaboradores em 2002, através de um protocolo de exercicio aerdbio
de natacéo para ratos magros ndao encontrou diferencga na fosforilagédo em tirosina da subunidade

B do receptor de insulina entre animais treinados e controles sedentarios. Mas, foi demonstrado
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aumento na fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) quando
estimulado com insulina (Luciano et al., 2002). No entanto, estudos prévios em nosso
laboratdrio foram observados que animais obesos estimulados com insulina apresentam
significativa diminuicdo da fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina e do IRS-1
muscular, e este aspecto foi restaurado com o exercicio fisico. Assim, existem evidéncias de

que o exercicio fisico € capaz de regular positivamente a via de sinalizacao da insulina.

Apobs o exercicio fisico, para o retorno da homeostase e para adaptacdo ao estresse
sofrido, o organismo dispGe de mecanismos para que a captacao de glicose continue aumentada,
tanto nas células musculares, como hepéticas: 1- hd um aumento da atividade da enzima
glicogénio sintase (GS) muscular e hepatica, para que os estoques de glicogénio sejam
restaurados e até mesmo, aumentados em relagdo ao contetdo existentes pré-exercicio
(supercompensacéo) e 2- ha uma diminuicéo da gliconeogénese, principalmente pos prandial,
devido ao aumento da fosforilacdo e extrusdo nuclear da proteina para caixa de forquilha O1
(do inglés: Forkhead box protein O1 ou FOXO1, reducédo da atividade da coactivador 1-alfa do
receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-1a) e das enzimas

gliconeogénicas fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose 6 fosfatase (G6Pase).

Assim sendo, esta claro na literatura que o exercicio fisico atua na sinalizacdo da
insulina e também ha evidéncias de que a CLU participa desta via de sinalizacdo. Porém, até o
presente momento ainda ndo se sabe se 0s beneficios decorrentes do exercicio fisico na
homeostase da glicose estdo relacionados com o metabolismo da CLU e, se sim, como esta
mecanistica ocorre. Portanto, se faz necessario compreender o processo pelo qual o exercicio
fisico pode modular o metabolismo da CLU e por fim, tentar desvendar como ocorre 0 cross-

talk entre as vias de sinalizacao da insulina com a via da CLU.

3 JUSTIFICATIVA

Sabendo que ndo ha nenhum método totalmente eficaz para o tratamento da obesidade
e DM2, nesse sentido, identificar novas moléculas e seus mecanismos de acdo e regulacdo é
imprescindivel para melhor compreensdo e futuras intervencBGes terapéuticas para essas
doencas. Recém-relacionada com a resisténcia a insulina, a CLU pode ser considerada uma
proteina chave na homeostase da glicose. Na presente pesquisa investigamos o efeito de
diferentes tipos de exercicio fisico, tanto de resisténcia quanto resistido, na modulacdo da

expressdo da CLU, de participacdo crucial sobre a via molecular da insulina e na homeostase
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da glicose no tecido muscular. Acreditamos que este mecanismo se inicie com a ligacdo da
CLU em seu receptor de membrana (LRP2), posteriormente ocorrendo a ativacao de proteinas
envolvidas na sinalizagdo da insulina, como IR, IRS-1 e AKT e, portanto, ocorrendo maior
atividade da via de sinalizacdo da insulina em tecidos periféricos. O presente projeto de
pesquisa teve como objetivo realizar pesquisas experimentais envolvendo camundongos
magros sedentarios e obesos, sendo o grupo obesos sedentario ou submetidos a diferentes
protocolos de exercicio fisico (esteira ou escada) com conseguinte avaliacdo de seus efeitos na
expressdo da CLU, bem como na via de sinalizacdo da insulina. Assim, as etapas a seguir que
compuseram o presente projeto sdo: 1- Elucidar o papel da obesidade nos niveis proteicos de
CLU e sua expressdo génica, bem como na sinalizagdo da insulina; 2- Avaliar o efeito do
exercicio fisico de curta duracdo em esteira nos niveis proteicos e de mRNA de CLU, bem
como na sinalizacdo da insulina e por fim, 3- Avaliar o efeito do exercicio fisico de curta
duracdo em escada nos niveis proteicos e de mRNA de CLU, assim como na sinalizacdo da

insulina.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do treinamento fisico (resisténcia e resistido) de curta duracdo na
expressdo da CLU muscular e sua relacdo com a sinalizagédo da insulina muscular em roedores

magros e obesos resistentes a insulina.

4.2 Objetivos especificos

Objetivo 1: Sabe-se que a ingestdo de dietas com alto conteddo lipidico colaboram
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina na condicdo de obesidade. Portanto, este
estudo teve como objetivo avaliar o papel da obesidade sobre a expressdo da CLU e seus efeitos

na via de sinalizacao da insulina em animais obesos.

Meta I: Avaliar as caracteristicas fenotipicas (massa corporal, glicemia de jejum,
tolerancia a insulina, insulinemia de jejum, indice HOMA-IR) de animais com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica (DHL).

Meta Il: Analisar a fosforilagdo de enzimas chaves envolvidas com a via de
sinaliza¢do da insulina (IR, IRS1, AKT, AS160, GSK3p e ERK1/2) em tecido muscular de
animais com obesidade induzida por DHL.
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Meta I11: Analisar os niveis proteicos de CLU e seu receptor LRP2 em tecido muscular
de animais submetidos a DHL. Analisar os efeitos da insulina nos niveis proteicos de CLU em

tecido muscular de animais com obesidade induzida por DHL.

Meta IV: Analisar os niveis de expressdo génica de CLU e seu receptor LRP2 através
da quantificacdo do transcrito de mMRNA do gene da CLU em tecido muscular de animais com

obesidade induzida por DHL.

Objetivo 2: Sabe-se que a prética de exercicio fisico de resisténcia colabora na
atenuacdo da resisténcia a insulina na condicdo de obesidade. Portanto, este estudo teve como
objetivo avaliar o papel do exercicio fisico de curta duracdo e moderada intensidade em esteira

sobre a expressdo da CLU e seus efeitos na via de sinalizagdo da insulina em animais obesos.

Meta I: Avaliar as caracteristicas fenotipicas (massa corporal, glicemia de jejum,
tolerancia a insulina, insulinemia de jejum, indice HOMA-IR) de animais obesos submetidos

ao treinamento de curta duracéo em esteira.

Meta Il: Analisar a fosforilacdo de enzimas chaves envolvidas com a via de
sinalizacdo da insulina (IR, IRS1, AKT, AS160, GSK3B ¢ ERK1/2) em tecido muscular de

animais obesos submetidos ao treinamento de curta duracdo em esteira.

Meta I11: Analisar os niveis proteicos de CLU e seu receptor LRP2 em tecido muscular
de animais submetidos a DHL. Analisar os efeitos da insulina nos niveis proteicos de CLU em

tecido muscular de animais obesos submetidos ao treinamento de curta duragdo em esteira.

Meta IV: Analisar os niveis de transcri¢do génica de CLU e seu receptor LRP2 atraves
da quantificacdo do mMRNA em tecido muscular de animais obesos submetidos ao treinamento

de curta duracdo em esteira.

Objetivo 3: Sabe-se que a pratica de exercicio fisico resistido colabora na atenuacéao
da resisténcia a insulina na condicdo de obesidade. Portanto, este estudo teve como objetivo
avaliar o papel do exercicio fisico de curta duracdo de escalada em escada sobre a expressao da

CLU e seus efeitos na via de sinalizacdo da insulina em animais obesos.

Meta I: Avaliar as caracteristicas fenotipicas (massa corporal, glicemia de jejum,
toleréncia a insulina, insulinemia de jejum, indice HOMA-IR) de animais obesos submetidos

ao treinamento de curta duragdo em escada.
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Meta Il: Analisar a fosforilacdo de enzimas chaves envolvidas com a via de
sinaliza¢do da insulina (IR, IRS1, AKT, AS160, GSK3p ¢ ERK1/2) em tecido muscular de

animais obesos submetidos ao treinamento de curta duracdo em escada.

Meta I11: Analisar os niveis proteicos de CLU e seu receptor LRP2 em tecido muscular
de animais submetidos a DHL. Analisar os efeitos da insulina nos niveis proteicos de CLU em

tecido muscular de animais obesos submetidos ao treinamento de curta duragdo em escada.

Meta IV: Analisar os niveis de transcricao génica de CLU e seu receptor LRP2 através
da quantificacdo do mRNA em tecido muscular de animais obesos submetidos ao treinamento

de curta duragcdo em escada.

(1)
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos objetivos propostos. 1. O objetivo 1 tem como meta
investigar o efeito da obesidade induzida por DHL nas enzimas envolvidas na sinalizagdo da
insulina (1-A), niveis proteicos (1-B) e génicos (1-C) de CLU em tecido muscular de
camundongos obesos; 2. O objetivo 2 tem como meta investigar o efeito do treinamento de
curta duracdo em esteira na ativagdo das enzimas envolvidas na sinaliza¢do da insulina (2-A),
niveis proteicos (2-B) e génicos (2-C) de CLU em tecido muscular de camundongos obesos;
3. O objetivo 3 tem como meta investigar o efeito do treinamento de curta duragdo em escada
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na ativacdo das enzimas envolvidas na sinaliza¢do da insulina (3-A), niveis proteicos (3-B) e
génicos (3-C) de CLU em tecido muscular de camundongos obesos.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizacdo do modelo experimental

Foram utilizados camundongos Swiss com quatro semanas de vida, provenientes do
Biotério Central da Unicamp. Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo
com a legislaco brasileira sobre o uso cientifico de animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de
2008) e aprovados sob o protocolo n° 4773-1/2018 previamente a pratica experimental pela
Comissdo de Etica no Uso Animal, do Instituto de Ciéncias Biologicas, da UNICAMP —
Campinas-SP. Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno individuais com
enriquecimento ambiental (abrigo constituido por tubos de PVC serrados ao meio medindo
10x10cm de base e 5¢cm de altura), sob as condi¢des controladas de ciclo claro-escuro de 12h
sendo que lampadas de 100W foram usadas durante o ciclo claro (Phillips; 2700K; 565-590nm;
60 lux), temperatura controlada de 22+2°C e humidade relativa mantida em 45-55% com livre
acesso a agua e racdo convencional ou hiperlipidica. Posteriormente, os animais foram
distribuidos em dois grupos: controle, receberam dieta padrdo e grupo obeso, animais que
receberdo dieta rica em gordura por 14 semanas para o desenvolvimento da obesidade e
resisténcia a insulina, antes de dar inicio a fase experimental, ao final da exposicdo a DHL, os
animais obesos foram submetidos uma pesagem, glicemia de jejum e teste de tolerancia a
insulina intraperitoneal, posteriormente, foram subdivididos de forma homogénea utilizando a
técnica de “score Z” baseado na massa corporal e glicemia de jejum, previamente ao inicio dos

protocolos de treinamento.

Em seguida, os animais sob dieta sob DHL foram divididos em dois grupos, sendo um
controle sedentéario e outro submetido ao treinamento de curta duracdo, dentre os treinamentos,
0 primeiro grupo de animais desenvolveu o treinamento em esteira e 0 segundo o treinamento
de escalada em escada. A cada protocolo de exercicio, foram utilizados 3 grupos sendo eles:
CTS: animais magros sedentarios; OBS: animais obesos sedentarios e; OBA ou OBF: animais
obesos submetidos ao treinamento de curta duracéo (do inglés: short-term training ou TCD) em
esteira (OBA) ou escada (OBF).

5.2 Composicao da dieta hiperlipidica
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A DHL foi preparada de acordo com as diretrizes da “American Institute of Nutrition”

(AIN-93G) (Reeves, Nielsen, & Fahey, 1993) modificada para conter 35% de gordura (banha
suina), como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Composicédo das dietas padréo ou hiperlipidica
dos grupos experimentais.

Ingredientes Dieta padréao DHL
g/Kg Kcal/kg a/Kg Kcal/kg

Amido de milho (g.s.p.) 398 1590 116 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrenizado 132 528 132 528
Banha suina - - 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mix mineral 35 - 35 -
Mix vitaminico 10 - 10 -
L-Cisteina 3 - 3 -
Colina 2.5 - 2.5 -
Total 1000 3948 1000 5358

5.3 Teste de carga incremental para determinacdo da poténcia maxima (Pmax)
e protocolo de treinamento em esteira

Primeiramente, os animais foram adaptados ao exercicio em esteira rolante durante
5 dias, 10min/dia na velocidade de 3m/min. Conforme padronizado por Ferreira et al.
(Ferreira et al., 2007), o teste de carga incremental foi iniciado na velocidade de 6m/min,
com 0% de inclinacdo e foram feitos incrementos de 3m/min a cada 3min até a exaustdo
voluntaria dos camundongos, padronizado para quando 0s mesmos encostarem 5 vezes no
final da esteira em um intervalo de 1 min. A poténcia maxima (Pmax) ou velocidade
maxima de exaustdo, foi definida como a velocidade (m/min) de exaustdo do animal e foi
utilizada para a prescricdo de intensidade no protocolo de treinamento em esteira que consistiu
em uma intensidade de 75% da Pmax por uma horaao dia durante 7 dias como descrito na Figura
2.

54 Teste de carga incremental para determinacdo maxima carga de
carregamento voluntario (MVCC) e protocolo de treinamento em escada

Primeiramente, os animais foram adaptados ao aparato proposto por Cassilhas et al.

(Cassilhas et al., 2013) pelo periodo de 5 dias consecutivos. Ao primeiro dia, 0s animais foram
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adaptados ao tubo de carga vazio posicionado na cauda do animal e foram mantidos na camara
escura no topo da escada por 60 segundos. Nos demais dias, 0s animais foram posicionados a
certa distancia do topo, iniciando com 15cm com incrementos diarios até a base da escada
localizada a 70cm de distancia do topo. Os animais foram considerados adaptados quando
conseguiam executar 3 tentativas sem a necessidade de estimulo manual do pesquisador. Em
seguida, os animais foram submetidos a avaliagdo da MVCC proposto para ratos por
(Hornberger & Farrar, 2004; Speretta et al., 2016) e adaptados para camundongos no presente
estudo. O teste incremental consiste em identificar a carga maxima individual que o animal é
capaz de executar em uma tentativa de escalada desde a base até o topo totalizando 70cm de
distancia total. Os animais iniciam o teste com sobrecarga de 75% da massa corporal e
incrementos de 5g eram feitos a cada tentativa completa com sucesso. A cada tentativa, 0s
animais eram colocados em gaiolas individuais para descanso pelo periodo de 5 min. A carga
méaxima executada pelos animais foi considerada para calculo de carga individual de
treinamento. Apos 48 horas da determinacdo da MVCC o treinamento de forga foi iniciado. O
exercicio consistia de 20 escaladas (séries) com sobrecarga de 70% da MVCC com intervalos

de 60-90 seg por 7 dias, como descrito na Figura 2.

Sessdo
aguda

IIndugﬁoéDiabetesi Ifdapfl. o STT . i t *ai*
14 semanas I24h 5d 24hI48hI 7 dias I(Eih 24h 8h

* = Teste de tolerancia a insulina

** = Testes de capacidade maxima
*** = Eutanasia

Figura 2: Desenho experimental. Adapt.: adaptacdo. TCD: short-term training
(treinamento de curta duragdo).

5.5 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT)

O teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT) foi realizado com os animais
estando em jejum prévio de 8 horas para a avaliacdo do quadro de resisténcia a insulina induzida
pela DHL repetido ap6s 8 horas da Ultima sessdo de treinamento fisico. Para isso, 0S
camundongos receberam injecdo intraperitoneal de insulina recombinante humana (Humulin
R) da Eli Lilly (Indiandpolis, IN, USA) na concentracdo de 1,5 U/kg de massa corporal.
Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a partir da
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cauda dos animais para a determinacdo da glicemia. O tempo O representa o valor basal de
glicose dos animais e que antecede a injecao de insulina. A area sob a curva (AUC) dos pontos
foi calculada assim como a taxa constante de captacdo da glicose plasmatica (Kitt) foi calculada
usando a formula 0,693/meia-vida bioldgica (t1/2). A glicose plasmaética t1/2 foi calculada a
partir da inclinacdo da Gltima analise dos minimos quadrados da concentracdo da glicose sérica

durante a fase de decaimento linear (Bonora et al., 1989).

5.6 Eutanasia dos animais

Os animais em jejum de 8 horas foram anestesiados com a inalacéo de isoflurano e em
seguida sacrificados para as coletas de sangue e tecido muscular (gastrocnémio). As amostras
de tecido muscular foram coletadas apos 10 minutos da injecdo de insulina, administrada via
intraperitoneal 8-10 U/Kg diluida em soro fisioldgico (NaCl 0,9%) com o intuito de estimular
a via de sinalizagdo da insulina muscular. As amostras coletadas foram rapidamente

armazenadas até serem analisadas em freezer -80°C.

5.7 Homogeneizacao e determinacédo do conteudo de proteinas totais

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em tampao de extracao (1% Triton-
X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM pirofosfato sddico, 100 mM de fluoreto de sddio, 10
mM EDTA, 10 mM vanadato de sodio, 2 mM PMSF e 0,1 mg de aprotinina/mL) em 4 °C com,
para tal, foram utilizadas esferas de aco no interior de micro tubos juntamente com o tecido
muscular e posteriormente homogeneizadas utilizando o aparelho Tissuelyser Il (Quiagen)
operado na velocidade maxima por 1 minuto. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a
4°C em um rotor Beckman 70.1 Ti (Palo Alto, CA) por 15 min para remover o material
insolivel, e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado para
determinacdo do conteido das proteinas totais atraves do método colorimétrico de Bradford
(Bradford, 1976), enquanto que a outra parte foi submetida a técnica de imunoblot (IB) com
anticorpos especificos. As metodologias para analise de IB foram realizadas de acordo com

estudos prévios realizados em nosso laboratério (de Moura et al., 2013).

5.8 Anticorpos utilizados nos experimentos

Os anticorpos usados para imunoblot foram: Clusterina-o (goat, sc-6420) e secundario
mouse anti-goat (sc-2354) da Santa Cruz Biotechnology; pIRp Y972 (rabbit, 07-838) da
Milipore; pIRS1 Y612 (rabbit, NBP1-73967) e a-Tubulina (mouse, NB100690) da Novus
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Biological; ERK (rabbit, AF1576) da Red Systems; IR (rabbit, #3025), IRS1 (rabbit, #2382s),
pAKT S473 (rabbit, #4060), AKT (rabbit, #4685), pAS160 T642 (rabbit, #4288), AS160
(rabbit, #2447), pGSK3B S9 (rabbit, #5558s), GSK3pB (rabbit, 5676), pERK1/2 T202/204
(rabbit, #4370) GAPDH (rabbit, #2118), secundario mouse anti-rabbit (#7074) and mouse anti-
mouse (#7076) da Cell Signaling Technology. Solucdo de Ponceau S (6226-76-5, Sigma
Aldrich) foi utilizado como marcador de conteldo de proteinas totais. As bandas proteicas
foram visualizadas com reagente de quimioluminescéncia aprimorado (ECL) e quantificadas
com UN-SCAN-IT gel 6.1® software.

5.9 Quantificacdo dos niveis séricos de insulina de jejum

Os niveis de insulina séricas foram analisados utilizando um kit de ELISA
ultrassensivel para insulina de camundongos (#90080; Crystal Chem, Downers Grove, IL),
amostras de sangue coletadas apds 8 horas de jejum foram analisadas de acordo com o
fabricante. Posteriormente, os valores HOMA-IR foram calculados (do inglés: Homeostatic

Model Assessment of Insulin Resistance) como descrito previamente (Matthews et al., 1985).

5.10 Extracéo tecidual e quantificacdo do mRNA

Para analise do RNA mensageiro para CLU, RNA total foi isolado através utilizando
o reagente TRIzol (Invitrogen, Grandlsland, NY, USA). Apos isolar o RNA, a quantidade de
2ug de RNA total foi utilizada para sintese de cDNA, em acordo com as instrug¢des do kit (High
Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied Biosystems). As reacdes de PCR em tempo
real foram feitas utilizando 40 ng de cDNA, 1pL de primer e 5 uL de TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Para tal, foram utilizados primers desenhados dos genes
CLU (NM_013492.3) e GAPDH (NM_001289726.1), de acordo com a Tabela 2. Os
parametros de ciclos foram: 10 min a 95 °C seguido por 40 ciclos de 15s a 95 °C, 30s a 60 °C
e 30s a 72 °C. O conteudo relativo de mRNA foi determinado ap6s a normalizacdo com
GAPDH utilizando o método de AACT.

Tabela 2: Lista de primers dos genes de interesse.

GENE PRIMER (5">3")
Sense GGGTGTACTTGAGCAGAGCG
CLU Antisense ~ TCCTTGGAATCTGGAGTCCGGT
Sense TAAGAGGGATGCTGCCCTTAC
GAPDH

Antisense GTCTACGGGACGAGGAAACA
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5.11 Andlise estatistica

Previamente todas as analises, a distribuicdo Gaussiana dos dados foi calculada através
do teste de normalidade Shapiro-Wilk. O teste Anova one-way seguido de pds teste de miltipla
comparacdo de Tukey foi aplicado para os valores de massa corporal, glicemia de jejum, area
sob a curva do ipITT, gPCR em tempo real e resultados de quantificacdo de Western Blot. O
teste Anova two-way (Grupo x Tempo) seguido de pos teste de multipla comparacdo de Tukey
foi aplicado para os valores da curva glicémica durante o ipITT. A correlagdo de Pearson ou
Spearman foram analisadas entre os niveis de CLU e o parametros antropométricos e
bioquimicos. Todos os resultados foram apresentados como médiaterro padrdo da média
(E.P.M.) e o nivel de significancia adotado foi de p<0.05 para todas as analises. A analise
estatistica e a construcao dos graficos foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 8®.

6 RESULTADOS

6.1 Efeito do TCD aerdbio nos parametros antropometricos e fisiologicos em
camundongos obesos

Apo0s 14 semanas de inducao a obesidade e resisténcia a insulina, os animais do grupo
OBA iniciaram o TCD aerobio em esteira. Apds esse periodo, os dados antropométricos e
fisiologicos foram avaliados, os animais dos grupos OBS e OBA apresentaram aumento na
massa corporal quando comparados aos animais que foram alimentados com dieta padréo (CTS:
4512 vs OBS: 55+1 vs OBA: 54+3), quando analisados os grupos que foram submetidos a
DHL, ndo foram encontradas diferencas quando comparadas ambas as massas corporais (Fig.
3. A). A DHL foi capaz e causar aumento de 552% nos niveis de insulina quando comparados
0s grupos CTS e OBS, sendo que o TCD foi capaz de melhorar esse quadro (CTS: 1,02+0,6 vs
OBS: 5,58+0,9 vs OBA: 1,81+2,0 ng/mL), uma reducdo de 68% em relacédo ao grupo OBS (Fig.
3. B).

O efeito da DHL em elevar os niveis de glicemia foi observado no grupo OBS com
uma pequena reducao no grupo OBA (CTS: 17546 vs OBS: 237113 vs OBA: 221+29 mg/dL)
que n&o foi estatisticamente significativo em relagdo a ambos 0s outros grupos experimentais
CTS e OBS (Fig. 3. C). Entretanto, 0 HOMA-IR, um importante pardmetro de mensuracao da
sensibilidade a insulina, apresentou 74% de melhora pelo TCD no grupo OBA quando
comparado ao grupo OBS (OBS: 3,4+0,3 vs OBA: 0,9+0,5; Fig. 3. D).
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Figura 3: Par@metros antropométricos e fisiol6gicos dos grupos experimentais durante
ipITT. A. Massa corporal em gramas dos grupos experimentais; B. Insulina sérica de jejum
em ng/mL dos grupos experimentais; C. Glicemia de jejum em mg/dL dos grupos
experimentais; D. Valores de HOMA-IR dos grupos experimentais. Dados expressos em
média+E.P.M.; *p<0,05; **p<0,01 e; ***p<0,001.

Ao final do periodo de treinamento, os animais foram submetidos ao ipITT. Durante
0 ipITT (Fig. 4.), o grupo OBS apresentou elevados niveis glicémicos em todos os pontos da
curva quando comparados ao grupo CTS, sendo que o TCD foi capaz de reverter essa diferenca
(Fig. 2. E). Ademais, o grupo OBS apresentou maior AUC, demonstrando que eles
apresentavam um maior volume de glicose sanguinea durante o periodo do teste, apesar disso,
ndo foram encontradas diferencas na captacéo de glicose por minuto, calculada através do KITT
(Fig. 2. F and G). Importante enfatizar que tais melhoras estao relacionadas ao TCD pelo fato
de que os animais dos grupos OBS e OBA ndo apresentaram diferencas significativas quanto a

massa corporal.
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Figura 3: Parametros antropomeétricos e fisioldgicos dos grupos experimentais durante
ipITT. A. Massa corporal em gramas dos grupos experimentais; B. Insulina sérica de jejum
em ng/mL dos grupos experimentais; C. Glicemia de jejum em mg/dL dos grupos
experimentais; D. Valores de HOMA-IR dos grupos experimentais; E. Curva glicémica em
mg/dL durante o ipITT dos grupos experimentais; F. Area sob a curva da glicemia em
mg/dLx30min durante ipITT dos grupos experimentais; G. Valores de decaimento da glicemia
por minuto (KITT) em valores percentuais durante o ipITT dos grupos experimentais. Dados
expressos em média+E.P.M.; *p<0,05; **p<0,01 and; ***p<0,001.
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6.2 Efeito do TCD em esteira na sinalizacdo da insulina e nos niveis proteicos e
génicos de CLU e seu receptor LRP2 em musculo esquelético dos animais
submetidos ao protocolo experimental

Em seguida, as proteinas envolvidas na sinalizagdo muscular da insulina foram
avaliadas em resposta ao estimulo com insulina como mostrado na Figura 4. Também foram
investigados a sintese de glicogénio através da fosforilacdo da proteina GSK3f e ativaciao da
via de sinalizagdo da MAPK através da fosforilagdo da ERK1/2. Ndo foram observadas
mudancas no grupo OBS em relagdo a fosforilagdo do residuo tirosina 972 do receptor de
insulina assim como no residuo tirosina 612 de seu substrato IRS1, entretanto, o TCD foi capaz
de aumentar a fosforilacdo de ambas as proteinas (Fig. 4. A and B). A fosforilacdo da proteina
AKT apresentou uma diminuicao de ~42% no grupo OBS em comparacgéo ao grupo CTS, que
foi restaurada pelo TCD em esteira, entretanto, do ponto de vista estatistico, esses valores néo
foram diferentes entre os grupos (Fig. 4. C). A fosforilacdo da proteina AS160, importante na
translocacdo de vesiculas contendo transportadores de glicose (GLUT-4) até a membrana
plasmatica para a captacdo de glicose sanguinea ndo presentou diferencas estatistica entre s
grupos (Fig. 4. D). Um comportamento similar foi encontrado na fosforilacdo da proteina
GSK3pB que ndo apresentou diferencas entre os grupos (Fig. 4. E). Apesar de apresentar uma
diminuicdo de 46% em sua fosforilacdo quando comparado o grupo OBS ao CTS, nenhuma

diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos experimentais (Fig. 4. F).
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Figura 4: Quadro de fosforilacdo das proteinas relacionadas a sinalizacdo da insulina,
crescimento e sobrevivéncia celular em gastrocnémio dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira. A. Fosforilacdo do receptor de insulina (pIR/IR) dos
grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; B. Fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina (pIRS1/IRS1) dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em
esteira; C. Fosforilacdo da proteina quinase B/AKT (pAKT/AKT) dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira; D. Fosforilagdo do substrato de AKT de 160kDa dos grupos
experimentais submetidos ao exercicio em esteira; E. Fosforilacdo da proteina glicogénio
sintase quinase dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; F. Fosforilacdo
da quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (pERK1/2/ERK) dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira; Dados expressos em médiatE.P.M. das unidades
normalizadas e relativizadas pelo controle; *p<0,05.

Os niveis proteicos de CLU muscular foram avaliados nos animais dos grupos
experimentais com e sem estimulo de insulina como demonstrado na Figura 5. Quando
estimulados com insulina, os niveis proteicos de CLU muscular foram 37% maiores no grupo
OBS comparado ao grupo CTS, ndo obstante, o0 TCD em esteira foi capaz de reduzir os niveis
de CLU no grupo OBA significativamente quando comparado ao grupo OBS (Fig. 5. A).
Enquanto que no musculo esquelético dos animais sem estimulo com insulina ndo foram
encontradas diferengas nos grupos CTS comparado ao grupo OBS, mostrando que ndo houve
modulacdo dos niveis de CLU pela DHL, interessantemente, o0 TCD em esteira foi capaz de
causar uma elevacdo consideravel nos niveis de CLU em comparagdo a ambos os grupos CTS
e OBS (Fig. 5. B).



A CTS OBS OBA
37 kDa-I - I—Clu

37 kDa- M.-.-\|-GAPDH

-+ +++++++ 4+ + + + Insulina

200~

—*

Q9 150-
(@]
=
S X :
g 1001 £
o
O
X 50

0

CTS OBS OBA

28

B CTS 0BS OBA
37 kDa- | | - clu
55 kDa-| - ] -oTub
.............. Insulina
350+ *kk
s
A
q’ A
S 250+
-
et
c
S
5 1504 .
L=
X
50-

CTS OBS OBA

Figura 5: Efeito da insulina e do TCD no conteudo proteico de CLU nos grupos
experimentais. A. Niveis de CLU em musculo esquelético com estimulo de insulina
dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; B. Niveis de CLU em
musculo esquelético sem estimulo de insulina dos grupos experimentais submetidos
ao exercicio em esteira; Dados expressos em médiatE.P.M. das unidades
normalizadas e relativizadas pelo controle; *p<0,05; ***p<0,001.

Adiante, os niveis de mMRNA de CLU em musculo esquelético foram quantificados

através da técnica de g°PCR em tempo real nos animais sem estimulo com insulina. Similar aos

dados de conteldo proteico, os niveis de mMRNA demonstraram que em musculo esquelético, a

obesidade e resisténcia a insulina ndo foram capazes de alterar os niveis de mMRNA de CLU,

entretanto, o TCD foi capaz de elevar sua expressdo em cerca de 2 vezes no musculo esquelético

dos animais do grupo OBA (Fig. 6).
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Figura 6: Expressdo génica de CLU em musculo esquelético dos
grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira. Valores
de mRNA de CLU em musculo esquelético sem estimulo de insulina
dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; Dados
expressos em média+E.P.M. das unidades normalizadas e relativizadas
pelo controle; *p<0,05.

6.3 Correlacdo entre conteudo proteico de CLU muscular e parametros
antropométricos e fisioldgicos dos animais dos grupos experimentais

No intuito de avaliar se existe uma correlacdo entre os niveis de CLU e certos
parametros, foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis. Para tal, os niveis
proteicos de CLU muscular dos animais sem estimulo de insulina foram avaliados em conjunto
com os parametros antropomeétricos e fisiologicos. Os dados demonstram que a proteina CLU
apresenta uma tendéncia (p=0,09) em se correlacionar positive e moderadamente com a massa
corporal (r=0.50; Fig. 7. A). Em seguida, certos parametros fisiologicos como glicemia de jejum
e insulinemia de jejum foram avaliados e apresentaram correlacdo positiva, moderada (r=0.60)
e forte com a proteina CLU (r=0.70), respectivamente (Fig. 7. B e C). Finalmente, o indice
HOMA-IR apresentou a correlacdo mais forte dentre os parametros antropométricos e
fisiologicos, apresentando um valor de r=0,72 e p=0,007 (Fig. 7. D). No geral, o contetido
proteico de CLU muscular se correlaciona positivamente com o0s parametros antropométricos e

fisiologicos independente do tratamento nos animais dos grupos experimentais.
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Figura 7: Graficos de correlacdo entre os niveis proteicos de CLU muscular e
parametros antropométricos e fisioldgicos dos grupos experimentais submetidos ao
exercicio em esteira. A. Massa corporal; B. Glicemia de jejum; C. Insulinemia de jejum
e; D. HOMA-IR. Gréficos de correlacdo desenvolvidos a partir do teste de Pearson para 0s

valores de “r”” e “p”.

6.4 Efeito do TCD em escada nos parametros antropométricos e fisioldgicos em
camundongos obesos

Apos 14 semanas de inducao a obesidade e resisténcia a insulina, 0s animais do grupo
OBEF iniciaram o TCD. Ao final do periodo de treinamento, os animais foram submetidos ao
ipITT (Figura 8). Os dados demonstram que 0s animais dos grupos OBS e OBF apresentaram
aumento na massa corporal quando comparados aos animais que foram alimentados com dieta
padrdo (CTS: 36,6x+1,7 vs OBS: 55,2+3,3 gramas), quando analisados os grupos que foram
submetidos a DHL, a massa corporal de ambos 0s grupos se mostrou similar, ndo sofrendo
alteracdo pelo TCD em escada (OBF: 53,6+1,0 gramas; Fig. 8. A). A DHL foi capaz de elevar
0s niveis de insulina do grupo OBS quando comparado aos animais do grupo CTS (CTS:
0,45%0,1 vs OBS: 2,87+0,1ng/mL), sendo que o TCD foi capaz de causar uma reducédo de 25%
em relacdo ao grupo OBS (OBA: 2,1+0,6 ng/mL, Fig. 8. B).

Apos o periodo de inducédo a obesidade e resisténcia a insulina, os niveis glicémicos
nos animais do grupo OBS se elevaram significativamente em comparacéo ao grupo CTS (CTS:
15819 vs OBS: 270+25 mg/dL), e em um curto periodo de tempo, o exercicio de forca em
escada reduziu significativamente para niveis ligeiramente menores que os do grupo CTS
(OBF: 15048 mg/dL, Fig. 8. C). Entretanto, apesar do indice HOMA-IR apresentar um
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comportamento similar ao da insulina e da glicemia, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos experimentais (Fig. 8. D).
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Figure 8: Parametros antropométricos e fisiologicos dos grupos experimentais durante
ipITT. A. Massa corporal em gramas dos grupos experimentais; B. Insulinemia de jejumem
ng/mL dos grupos experimentais; C. Glicemia de jejum em mg/dL dos grupos
experimentais; D. Valores de HOMA-IR dos grupos experimentais; E. Curva glicémica em
mg/dL durante o ipITT dos grupos experimentais; F. Area sob a curva da glicemia em
mg/dLx30min durante ipITT dos grupos experimentais; G. Valores de decaimento da
glicemia por minuto (KITT) em valores percentuais durante o ipITT dos grupos
experimentais. Dados expressos em médiatE.P.M.; *p<0,05 vs CTS e OBF; **p<0,01 vs
CTS; ***p<0,001 vs CTS; *p<0,05 vs OBF; #p>0,01 vs OBF.

Durante o ipITT, o grupo OBS apresentou elevados niveis glicémicos em todos os

pontos da curva quando comparados ao grupo CTS, sendo que o TCD em escada foi capaz de

reverter essa diferenca dos animais do grupo OBF, com os valores glicémicos proximos aos do

grupo CTS (Fig. 8. E). Ademais, o grupo OBS apresentou maior AUC, 0 que representa o

volume de glicose sanguinea durante o periodo do teste (Fig. 8. F). Seguindo 0 mesmo padréo,

a captacdo de glicose por minuto, calculada através do KITT apresentou piora de 58% nos
valores dos animais do grupo OBS (CTS:3,8+05 vs OBS: 1,6+02) e apesar do grupo OBF

apresentar uma melhora de 62% desse parametro em comparacdo ao grupo OBS, os valores

ainda se mostraram significativamente menores que os do grupo CTS em 32% (Fig. 8. G).

Novamente, se faz importante enfatizar que pelo fato de néo ter havido mudangas significativas

na massa corporal desses animais, podemos considerar que essas melhoras sdo resultado do

treinamento de curta duracdo em escada.
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Figure 8: Parametros antropométricos e fisiolégicos dos grupos experimentais durante
ipITT. A. Massa corporal em gramas dos grupos experimentais; B. Insulinemia de jejumem
ng/mL dos grupos experimentais; C. Glicemia de jejum em mg/dL dos grupos
experimentais; D. Valores de HOMA-IR dos grupos experimentais; E. Curva glicémica em
mg/dL durante o ipITT dos grupos experimentais; F. Area sob a curva da glicemia em
mg/dLx30min durante ipITT dos grupos experimentais; G. Valores de decaimento da
glicemia por minuto (KITT) em valores percentuais durante o iplITT dos grupos
experimentais. Dados expressos em médiatE.P.M.; *p<0,05 vs CTS e OBF; **p<0,01 vs
CTS; ***p<0,001 vs CTS; *p<0,05 vs OBF; #p>0,01 vs OBF

6.5 Efeito do TCD em escada na sinalizacdo da insulina e nos niveis proteicos e
génicos de CLU e seu receptor LRP2 em musculo esquelético dos animais
submetidos ao protocolo experimental

Em seguida, as proteinas envolvidas na sinalizagdo muscular da insulina foram
avaliadas em resposta ao estimulo com insulina como mostrado na Figura 4. Também foram
investigados a sintese de glicogénio através da fosforilacdo da proteina GSK3p ¢ ativagdo da
via de sinalizacdo da MAPK através da fosforilacdo da ERK1/2. N&o foram observadas
mudancas no grupo OBS em relacdo a fosforilagdo do residuo tirosina 972 do receptor de
insulina assim como no residuo tirosina 612 de seu substrato IRS1, entretanto, o TCD foi capaz
de aumentar a fosforilagcdo de ambas as proteinas (Fig. 9. A and B). A fosforilacao da proteina
AKT apresentou uma diminuicdo de ~42% no grupo OBS em comparacdo ao grupo CTS, que
foi restaurada pelo TCD em esteira, entretanto, do ponto de vista estatistico, esses valores nao
foram diferentes entre os grupos (Fig. 9. C). A fosforilacdo da proteina AS160, importante na
translocacdo de vesiculas contendo transportadores de glicose (GLUT-4) até a membrana
plasmatica para a captacdo de glicose sanguinea ndo presentou diferencas estatistica entre s
grupos (Fig. 9. D). Um comportamento similar foi encontrado na fosforilacdo da proteina
GSK3pB que ndo apresentou diferencas entre os grupos (Fig. 9. E). Apesar de apresentar uma
diminuicdo de 46% em sua fosforilacdo quando comparado o grupo OBS ao CTS, nenhuma

diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos experimentais (Fig. 9. F).



33

CTS OBS OBF A PIR/IR B pIRS1/IRS1
200- 1507 ————
O0KDa- [ w9 B & W9 = g o e o T ES ) - PIRB (Y972) O
90kDa- ~|-R - 3 100
190kDa- ol ok |- plIRS1 (Y612) E 100 ’ §
190kDa- [ o = 4 -IRS1 e : S .
60kDa- L L ™ W |- DpAKT (Ser473)
60KDa- | w5 =5 o8 S s PR - AKT o CTS OBS OBF o cTs OBS OBF
160kDa-| & dad ) " . |-pAS160 (Thre42) C PAKT/AKT D PAS160/AS160

-— 3004
160kDa- [WHI S EEEREN BN =SS S0 o o 0y | - AS160 .

46kDa- [RRR TR ER RIS S| - )G SK3p (Ser9)

46kDa- [ e = o | - GSK3B

2504

200+

200

150+

100

% of Controle
% of Controle

o
o
:

44kDa- S e - - pERK1/2 (Thr202/204) 100
44kDa- = ——S——==|-ERK ]
37 kDa- 'Wmf - GAPDH " CTs oBS OBF " cTs oBs OBF
- - + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + Insulina E PGSK3B/GSK3B F PERK1/2/ERK
300- 150- ;
o 2
- S 200 S 100
3 : g
a S S
2 5 100- S 501
c = =
0 0
CTS OBS OBF CTS OBS OBF

Figura 9: Quadro de fosforilacdo das proteinas relacionadas a sinalizacdo da insulina,
crescimento e sobrevivéncia celular em gastrocnémio dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira. A. Fosforilacdo do receptor de insulina (pIR/IR) dos
grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; B. Fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina (pIRS1/IRS1) dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em
esteira; C. Fosforilacdo da proteina quinase B/AKT (pAKT/AKT) dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira; D. Fosforilacdo do substrato de AKT de 160kDa dos grupos
experimentais submetidos ao exercicio em esteira; E. Fosforilacdo da proteina glicogénio
sintase quinase dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; F. Fosforilacdo
da quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (pERK1/2/ERK) dos grupos experimentais
submetidos ao exercicio em esteira; Dados expressos em médiatE.P.M. das unidades
normalizadas e relativizadas pelo controle; *p<0,05.

6.6 Efeito do TCD em escada na sinalizacdo da insulina e nos niveis proteicos e
génicos de CLU e seu receptor LRP2 em musculo esquelético dos animais
submetidos ao protocolo experimental

Os niveis proteicos de CLU, bem como de seu receptor LRP2 musculares foram
avaliados nos animais dos grupos experimentais com e sem estimulo de insulina como
demonstrado na Figura 9. Os niveis de CLU nao foram diferentes entre os grupos experimentais
tanto em funcdo da DHL quanto em muasculo dos animais obesos submetidos ao TCD em escada
(Fig. 9. A). Entretanto, apesar de a DHL n&o gerar modulagéo na expressdo de LRP2 muscular,

0 exercicio fisico foi capaz de gerar um aumento significativo em sua expressdo quando
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comparado com o grupo CTS e gerar uma tendéncia (p=0,0979) de aumento quando

comparados aos animais do grupo OBS (Fig. 9. B).

A CTS OBS OBA B CTS OBS OBA
37 kDa- (IRERIRNIRNI N -CLu 280kDa-[___~ - = =-==-==2 | - LRP2
55 KDa- [ o 0 00 o o G e 0 o o o . | ;BTl:P 55 KkDa- [ o W o o o o . | - BTUD
.............. nsulina - - - - - - - - - - - - - - Insulina
300' 2000' * % ,
—_ — 1500+
£ 200- 2
c = [
9 S 1000-
© ; o
- 1004 F o )
= . > 500-
0 T 0-
CTS OBS OBF CTS OBS OBF

Figura 9: Efeito do TCD em escada no conteudo proteico de CLU e seu receptor LRP2
nos grupos experimentais. A. Niveis de CLU em musculo esquelético sem estimulo de
insulina dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; B. Niveis de LRP2
em musculo esquelético sem estimulo de insulina dos grupos experimentais submetidos ao
exercicio em esteira; Dados expressos em médiatE.P.M. das unidades normalizadas e
relativizadas pelo controle. **p<0,01.
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Figura 10: Efeito do TCD em escada no contetdo proteico de CLU e seu receptor LRP2
nos grupos experimentais. A. Niveis de CLU em musculo esquelético sem estimulo de
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insulina dos grupos experimentais submetidos ao exercicio em esteira; B. Niveis de LRP2
em musculo esquelético sem estimulo de insulina dos grupos experimentais submetidos ao
exercicio em esteira; Dados expressos em médiatE.P.M. das unidades normalizadas e
relativizadas pelo controle. **p<0,01.

Durante a andlise de expressdo génica da CLU em tecido muscular desenvolvida
através de gPCR em tempo real nos animais sem estimulo de insulina, ndo foram encontradas
diferencas entre 0os grupos experimentais, tanto nos animais submetidos a DHL, quanto no
grupo submetido ao TCD em escada (Fig. 11).
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Figure 11: Expressdo génica de CLU em musculo
esquelético dos grupos experimentais submetidos ao
exercicio em escada. Expressdo génica de CLU em
musculo esquelético sem estimulo de insulina dos
grupos experimentais submetidos ao exercicio em
escada; Dados expressos em média+E.P.M. das unidades
normalizadas e relativizadas pelo controle.

6.7 Correlacdo entre conteudo proteico de CLU muscular e parametros
antropométricos e fisioldgicos dos animais dos grupos experimentais

No intuito de avaliar se existe uma correlacdo entre os niveis de CLU e certos
parametros, foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis. Para tal, 0s niveis
proteicos de CLU muscular dos animais sem estimulo de insulina foram avaliados em conjunto
com os parametros antropométricos e fisioldgicos. Os dados demonstram que a proteina CLU
apresenta uma tendéncia (p=0,09) em se correlacionar positive e moderadamente com a massa
corporal (r=0.50; Fig. 12. A). Em seguida, certos parametros fisioldgicos como glicemia de
jejum e insulinemia de jejum foram avaliados e apresentaram correlagdo positiva, moderada

(r=0.60) e forte com a proteina CLU (r=0.70), respectivamente (Fig. 12. B e C). Finalmente, o
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indice HOMA-IR apresentou a correlacdo mais forte dentre os pardmetros antropométricos e
fisiolégicos, apresentando um valor de r=0,72 e p=0,007 (Fig. 12. D). No geral, o contetdo
proteico de CLU muscular se correlaciona positivamente com os parametros antropometricos e

fisiolégicos independente do tratamento nos animais dos grupos experimentais.
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Figura 12: Gréficos de correlacdo entre os niveis proteicos de CLU muscular e
parametros antropométricos e fisioldgicos dos grupos experimentais submetidos ao
exercicio em esteira. A. Massa corporal; B. Glicemia de jejum; C. Insulinemia de jejum
e; D. HOMA-IR. Gréficos de correlacdo desenvolvidos a partir do teste de Pearson para 0s
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7 RESUMO DOS RESULTADOS

Aerdbio Resistido
Fisiolégicos OBS vs CTS OBA vs CTS OBA vs OBS 0BS vs CTS OBF vs CTS OBF vs OBS
Massa corporal T (+22%) ™ (+20%) > (-2%) T (+50%) T (+46%) &> (-3%)
Insulina T (+452%) &> (+76%) 3 (-68%) 1 (+537%) & (+366%) & (-25%)
Glicemia A (+35%) & (+26%) & (-7%) T (+70%) © (-6%) L4 (-45%)
HOMA-IR TP (+802%) € (+104%) 44 (-74%) & (+675%) & (+350%) © (-42%)
Curva glicémica (ipTTI) ™~ =3 L] ™~ “ NN
AUC 1 (+47%) & (+28%) & (-13%) PP (+116%) € (+11%) L4 (-49%)
kITT <> (-27%) © (+3%) &> (+34%) L (-60%) 4 (-32%) > (+66%)
Moleculares
CLU (- ins) &> (+20%) P (#144%) PP (+104%) > (+30%) <> (+56%) € (+20%)
LRP2 (-ins) ©> (26%) © (26%) © (0%) T (+493%) 1 (+865%) ©> (+106%)
CLU (+ ins) & (+37%) © (-11%) 4 (-35%) > (+5%) 1 (+99%) &> (+89%)
LRP2 (+ins) L (-65%) L (-47%) © (48%) © (-3%) > (+10%) > (+13%)
pIR & (+61%) 1 (+345%) T (+176%) > (-55%) > (-38%) > (+35%)
pIRS1 &> (+81%) A (+165%) ©> (+46%) L (-68%) v (-67%) © (+1%)
pAKT © (-42%) > (+5%) > (+81%) > (-25%) > (+72%) D (+129%)
pAS160 &> (+7%) © (+12%) ©> (+4%) > (-2%) <> (+28%) > (+30%)
pGSK3p & (-47%) > (+36%) > (+20%) > (+9%) <> (+57%) ©> (+44%)
pERK1/2 & (-17%) &> (+0,3%) > (+20%)  (-33%) L (-61%) < (-41%)
Génicos
cLu © (+27%) T (+172%) A (+114%) > (+58%) © (+24%) & (-22%)
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8 DISCUSSAO

Nesse trabalho, foi demonstrado que 14 semanas de DHL foram suficientes para
induzir obesidade e quadro de resisténcia a insulina (Fig. 3 e 8). Ademais, nosso trabalho foi o
primeiro a mostrar os niveis proteicos de CLU, bem como sua expressao génica, tanto em tecido
muscular, quanto sobre o efeito do exercicio fisico nesse pardmetro. Trabalhos prévios
demonstraram que a proteina CLU apresenta-se elevada em soro de animais e humanos com
obesidade (Bradley et al., 2019; Daimon et al., 2011; Hoofnagle et al., 2010; Kujiraoka et al.,
2006; Kwon et al., 2014; Oberbach et al., 2011; Seo et al., 2018; Won et al., 2014), entretanto,
em musculo esquelético esse comportamento ndo foi encontrado (Fig. 4-B; 6; 9 e 10). Contudo,
nos animais submetidos ao protocolo de TCD em esteira, a proteina CLU foi positivamente
correlacionada com diversos parametros relacionados ao quadro de resisténcia a insulina, como
obesidade, glicemia de jejum, insulinemia de jejum e indice HOMA-IR. Ademais, sob estimulo
com insulina, os niveis de insulina tendem a se elevar (p=0,10) em animais obesos comparados
ao grupo CTS, sendo que o TCD em esteira foi capaz de prevenir esse aumento. Dados prévios
demonstraram que o exercicio fisico tem a capacidade de melhorar a sinalizacdo da insulina e
reduzir a inflamacdo em tecido muscular esquelético, principalmente via ativacao das proteinas
AMPK, PGC1-a, PPAR, assim como através da sinalizagdo das interleucinas IL-6 e IL-10
(Egan & Zierath, 2013; Fan & Evans, 2017; Fujii, Jessen, & Goodyear, 2006; Liu, Niu, Yuan,
Huang, & Fu, 2015; Pereira et al., 2017; Stanford & Goodyear, 2014). Além disso, a proteina
CLU vem sendo relacionada como sensivel a diferentes tipos de fatores estressores como
aqueles relacionados a inflamacdo (Bradley et al., 2019; Kwon et al., 2014) e ao estresse
oxidativo (Bradley et al., 2019; Jun et al., 2011; Trougakos, 2013).

Em seguida, sabe-se que a CLU tem a capacidade de ativar a via de sinalizacdo
PIBK/AKT em diferentes linhagens de célula e tecidos, ndo somente participando da via de
sobrevivéncia celular como também para a captacdo de glicose (Ammar & Closset, 2008; Jun
etal., 2011; Ma & Bai, 2012; Rohne, Prochnow, & Koch-Brandt, 2016; Y.-J. Shimet al., 2011).
Levando isso em consideracdo, os niveis de CLU musculares podem estar elevados nos animais
obesos estimulados com insulina, no sentido de colaborar positivamente para a prejudicada
sensibilidade a insulina nesse modelo. Levando em consideracao que a insulina € um horménio
de crescimento, que esta envolvido com o crescimento e sobrevivéncia celular, e que a proteina
CLU, por ser uma molécula induzida por estresse, é provavel que ela possa participar do

processo de remocdo de residuos, carreando-os para 0s lisossomos para que possam ser
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degradados e usados como substrato na melhora na fungédo muscular, como resposta adaptativa
ao exercicio fisico. Ademais, j& foi demonstrado na literatura que a CLU € capaz de ativar a
matriz metallopeptidase 9 (MMP-9) em macro6fagos (Y.-J. Shim et al., 2011; Young-Jun Shim
et al., 2016), participando com a degradacdo de coladgeno, complementando, dados recentes
mostraram que a cadeia a da proteina CLU tem a capacidade de migrar para o lisossomo da
célula aumentando a degradacdo de moléculas por essa organela em células C2C12
(Matukumalli, Tangirala, & Rao, 2017).

Como uma chaperona extracelular, existe a possibilidade de que a proteina CLU esteja
participando da remocdo de detritos celulares, elevados apds um treinamento de curta duracéo,
e esteja participando da regeneracdo tecidual e autofagia relacionadas ao exercicio fisico
(Lenhare etal., 2017; Liu et al., 2015). Assim, participando da regeneracéo tecidual gerada pelo
dano causado pelo TCD e levando nutrientes do espago extracelular para o lisossomo no citosol
do miocito. Sendo assim, a localizacdo da proteina CLU é importante, visto que sua acéo
positiva na sinalizacdo da insulina € dependente de seu receptor, localizado na membrana
plasmatica, e que outras localiza¢fes, como as proximas ao ncleo podem ser relacionadas com
mecanismos pro-apoptoticos. A relagdo da proteina CLU e seu receptor LRP2 pode estar
envolvida na endocitose ndo somente dos detritos extracelulares (Matukumalli et al., 2017),
como também do receptor de insulina em si, tanto para sua degradacdo (Nephrol, Orlando,
Posner, Bergeron, & Farquhar, 1998), quanto para que ele se transloque ao nucleo como fator
de transcricdo e participe da expressdo de genes relacionados (Amaya et al., 2014; Hancock et
al., 2019).

Sabe-se que a proteina CLU possui diferentes estruturas, dependendo de processos
como o splicing alternativo e pode sofrer modificacbes pds-transcricionais moduladas por
certos processos, como o estresse oxidativo, levando a alteracbes em seus niveis de glicosilacdo
e modificando sua atividade como chaperona (Rohne, Prochnow, Wolf, Renner, & Koch-
Brandt, 2014). Além disso, diferentes pontos de glicosilacdo, dependendo de qual de suas
cadeias, a ou B, podem alterar sua fun¢do, como demonstrado na progressdo de doengas com a
de Alzheimer (Liang et al., 2015). Finalizando, outros estressores, como diferentes
concentracdes de calcio podem levar a retro translocacdo da forma secretada da proteina CLU
para o citosol da célula e para o sistema ERAD (Nizard et al., 2007), o que demonstra que a

proteina CLU participa de diversas fungdes e € modulada por variados processos bioldgicos.
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9 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos até o momento, concluimos que proteina CLU
aparenta se modulada pelo exercicio mas ndo pela obesidade em musculo esquelético de
animais obesos. O treinamento fisico de curta duracdo tem a capacidade de modular sua
expressao proteica e génica, dependendo do tipo de exercicio fisico. Pelas suas participacfes
em diversos processos biologicos e funcdes celulares, a proteina CLU merece maiores

investigacoes.
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