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1.0 Introducéo geral

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca caracterizada por desordens
metabdlicas que mantém os niveis glicémicos acima dos valores normais,
apresentando quadros de hiperglicemia e alterac6es no metabolismo lipidico. A falta
de controle glicémico € decorrente da acdo inadequada da insulina nos tecidos alvo
no inicio e da reducao da sintese de insulina nos estagios mais avancados da doenca
(HOOPER et al., 2014). No DM2, os niveis glicémicos permanecem acima dos valores
normais, ou seja, glicemia em jejum = 126 mg/dL, teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) = 200mg/dL e hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5% (SBD, 2018).

A incidéncia do DM2 tem aumentado em niveis alarmantes nos ultimos anos,
com prevaléncia mundial estimada em torno de 8,4%, o equivalente a 451 milhGes de
pessoas, no ano de 2018. Até o ano de 2045 estima-se que esse numero chegue a

693 milhdes de pessoas com diabetes mellitus (CHO et al., 2018).

Habitos alimentares, comodidades provenientes do processo de urbanizacéo
e do sedentarismo sdo fatores de risco modificAveis para o desenvolvimento do
sobrepeso e da obesidade. A despropor¢do entre o consumo de calorias e 0 gasto
energético compromete a funcionalidade metabdlica e intensifica 0 armazenamento
energético no tecido adiposo e, em alguns casos em outros tecidos corporais
(MILAGRO et al.,, 2013). O armazenamento elevado de triacilglicerol (TGL) em
adipécitos leva a um estado de inflamacéo tecidual decorrente da ativacdo e da
infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo. Esse estado inflamatério conduz ao
armazenamento de lipideos em tecidos periféricos nédo especializados, como o
muasculo esquelético, caracterizando a lipotoxicidade, que gera alteracbes no
metabolismo celular e na homeostasia mitocondrial, dificultando a absorcdo e o
metabolismo da glicose, produzindo resisténcia a insulina (GUILHERME ET AL.,
2008).

Considerando-se que a mitocdndria é a organela responsavel pelo
metabolismo de acidos graxos por meio da p-oxidacdo, a homeostasia e a biogénese
mitocondriais sdo fatores de grande importancia na regulacdo do metabolismo dos
lipidios, o que evita os processos de lipotoxicidade (BROOKHEART, 2010; PICCOLIS



et al.,, 2020) e do estresse oxidativo e que tém sido apontados como causas da
resisténcia a insulina e do DM2 (D’AQUILA et al., 2020; XU et al., 2020).

Em busca de mecanismos subjacentes ao desenvolvimento do DM2, nas
Gltimas décadas tem sido demonstrado que alteracbes no metabolismo ocorrem
devido as modificacdes epigenéticas no musculo estriado esquelético (JOSEPH et al.,
2017; LOCHMANN et al., 2015; MASUZAWA et al., 2018; OHSAWA et al., 2018).
Essas modificacdes epigenéticas sdo decorrentes de fatores ambientais do individuo
ou de seus antecessores, tais como a dieta rica em lipidios ou calorias e o
sedentarismo, que causam alteracbes na expressdao de genes relacionados a
homeostasia mitocondrial (BENITE-RIBEIRO et al., 2016; SANTOS et al., 2015).

A expresséao de genes relacionados ao metabolismo energético, muitas vezes
ocasionada pela variabilidade genética individual, pode ser afetada por trés principais
tipos de modificacfes epigenéticas: a) metilacdo do DNA, na qual ocorre a adicédo de
um grupamento metil na posicdo C5 do anel da citosina mediante acdo da enzima
DNA metiltransferase (DNMT); b) modificacbes das histonas, como a acetilacéo,
processo de adicdo do grupo acetil nos residuos N-terminais das histonas, e a
metilacdo por adicdo de radical metil (-CH3) nos residuos de aminoacidos das
histonas; ¢) RNA ndo codificante, ou microRNAs, que interferem na expressao de
proteinas através da ligacdo ao RNA mensageiro (MRNA) (MILAGRO et al., 2013).

Adicionalmente, varios estudos epidemioldgicos tém associado, por décadas,
o efeito benéfico do exercicio fisico no controle de doencas metabdlicas (BARRON-
CABRERA et al., 2019).. A pratica de exercicio fisico contribui para a reducdo de
triglicérides e lipoproteina de baixa densidade (LDL) e, normalmente, induz o aumento
de lipoproteinas de alta densidade (HDL), que é uma molécula eficiente na remocéao
de colesterol celular (SONDERGAARD et al., 2014). Além disso, a inflamacéo
presente nos tecidos, devido a deposicéo lipideos, pode ser atenuada pelo exercicio

fisico, melhorando as defesas antioxidantes (PINTO et al., 2018).

A avaliagdo das modificacdes epigenéticas é de grande interesse da
comunidade cientifica, haja visto que as alteragbes epigenéticas sdo reversiveis e,
portanto, potencialmente atrativas para o desenvolvimento farmacoldgico que vise o
controle ou a reversdo de doencas metabdlicas. Neste cenario, no presente trabalho

apresentamos uma revisdo e uma pesquisa experimental. Os objetivos da revisao



foram sistematizar o conhecimento do efeito do DM2 sobre as modificacdes
epigenéticas na homeostasia e na biogénese mitocondrial, que culminam com as
alteragbes metabdlicas caracteristicas dessa patologia. O foco da revisdo foram os
estudos atuais sobre 0os mecanismos pelos quais 0 exercicio fisico pode reverter
essas modificacdes epigenéticas nos processos de acetilagdo e de metilacdo de
histonas. O objetivo da pesquisa experimental foi verificar se o DM2 promove
modificagdes epigenéticas e se o exercicio fisico reverte as modificagfes epigenéticas
na expressao de genes e de fatores de transcricao relacionados a homeostase e a

biogénese mitocondrial causadas pelo DM2.



2.0 Capitulo 1

EPIGENETIC MODIFICATIONS OF HISTONES AND OXIDATIVE STRESS IN
SKELETAL MUSCLE: TYPE 2 DIABETES VERSUS PHYSICAL EXERCISE

2.1 Resumo

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica crénica altamente
prevalente nas populacbes atuais, sendo que as modificacbes epigenéticas,
decorrentes do ambiente, influenciam diversos processos na regulacdo de vias
metabdlicas e no desenvolvimento do DM2. A homeostasia e a biogénese
mitocondriais sdo fatores de grande importancia na regulacdo do metabolismo lipidico
e as modificacBes epigenéticas nas mitocondrias do musculo esquelético tém sido
apontadas como 0s mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento do DM2. Por
outro lado, o exercicio fisico exerce efeito em varias vias metabdlicas para melhoria
da desregulacédo metabodlica do DM2, de forma que as mitocondrias sdo candidatas a
esses efeitos benéficos na regulacdo do metabolismo lipidico. Assim, no presente
estudo apresentamos 0s mecanismos epigenéticos subjacentes aos reguladores da
biogénese e da homeostasia mitocondrial no musculo esquelético, focando nas
modificacdes epigenéticas das histonas, e 0s possiveis mecanismos do exercicio
fisico na melhoria do quadro do DM2. O estudo foi realizado a partir de uma revisao
sistematica sobre os mecanismos epigenéticos de modificacbes das histonas
responsaveis pelo DM2 e o efeito do exercicio fisico nessas modificagbes. Concluimos
que o exercicio promove melhorias no metabolismo celular por meio da reducéo do
estresse oxidativo e pelo aumento da expressao do fator coativador 1-alfa do receptor
ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1la), fator nuclear respiratério 1 (NRF1),
fator de transcricdo mitocondrial (TFAM) e fator estimulante de midcitos 2 (MEF2) a
montante por intermédio de acetilacdo das histonas (H3K36ac e H3K27ac) e
trimetilacdo (H3K4me3), que regulam positivamente a cascata da biogénese
mitocondrial, melhorando o metabolismo energético e a homeostase da glicose.

Estudos sobre os mecanismos epigenéticos podem ser de grande apelo tedrico e



aplicado, visto que as alteracGes epigenéticas sdo modificaveis e tém potencial de

serem foco para o tratamento de doencas metabodlicas, nomeadamente o DM2.

2.2 Palavras-chaves

Diabetes mellitus tipo 2, epigenética, mitocondria, histonas.

2.3 Abstract

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disease which is highly
prevalent in today's populations. It has several epigenetic which are a result of the
environment influencing several processes in the regulation of metabolic pathways and
its development as well. Homeostasis and mitochondrial biogenesis are quite
important factors in the regulation of lipid metabolism epigenetic modifications in
skeletal muscle mitochondria. They have been pointed out as the responsible
mechanisms for the development of T2DM. Moreover, physical exercise affects
several metabolic pathways which function to improve metabolic deregulation of
T2DM, so that mitochondria are candidates for such beneficial effects on the regulation
of lipid metabolism. Thus, in this study we present the epigenetic mechanisms
underlying the biogenesis and mitochondrial homeostasis regulators in the skeletal
muscle. Furthermore, the study focuses on the epigenetic modifications of histones
and the possible mechanisms of physical exercise in the improvement of the T2DM.
The study was based on a systematic review PRISMA of the epigenetic mechanisms
of changes in the histones which are responsible for the T2DM and the effect of
physical exercise on these changes. We concluded that exercise promotes
improvements in cellular metabolism through reducing oxidative stress and increasing
the expression of peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1ar (PGC1),
respiratory nuclear factors 1(NRF1), mitochondrial transcription factor (TFAM) and
myocyte enhancer factor-2 (MEF2) upstream through acetylation of histones
(H3K36ac and H3K27ac) and trimethylation (H3K4me3). Such factor positively

regulates the cascade of mitochondrial biogenesis, which improves energy metabolism



and glucose homeostasis. However, there are still few studies focused on the effect

of chronic physical exercise on epigenetic modifications caused by T2DM.

2.4 Introduction

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a metabolic disorder disease characterized
by glycemic levels above normal resulting initially from the inadequate action of insulin
in target tissues and the reduction of insulin synthesis in the more advanced stages of
the disease (HOOPER et al., 2014). Recently, T2DM has reached alarming global
levels, with an estimated worldwide prevalence of about 8.4%, equivalent to 451 million
people in 2018 This percentage is predicted to reach 693 million people with diabetes
mellitus (CHO et al., 2018).

Eating habits, amenities from the urbanization process and sedentarism are
modifiable risk factors which highly impact the development of overweight and obesity.
The disproportion between calorie consumption and energy expenditure compromises
metabolic functionality and intensifies energy storage in fat tissue and, in some cases,
in other body tissues as well. The high storage of triacylglycerol (TGL) in adipocytes
leads to tissue inflammation due to the activation and infiltration of macrophages in the
fat tissue. This inflammatory state causes storing lipids in non-specialized peripheral
tissues, such as skeletal muscle which characterize lipotoxicity. Such process
generates alterations in cellular metabolism and mitochondrial homeostasis, which
complicates the absorption and metabolism of glucose difficult, and produces
resistance to insulin (BENITE-RIBEIRO et al., 2016).

Considering that the mitochondria is the organelle responsible for the
metabolism of fatty acids through [(-oxidation, homeostasis and mitochondrial
biogenesis are very important factors in the regulation of lipid metabolism. They
function to avoid the lipotoxicity process which is accompanied by oxidative stress and
can cause insulin resistance and T2DM. Over the last decades, scientific research has
discussed the responsible mechanisms for the T2DM including epigenetic alterations.

These alterations are caused by different environmental factors such as a diet rich in



lipids or calories and sedentarism, which cause alterations in the expression of genes
related to mitochondrial (BENITE-RIBEIRO et al., 2016; SANTOS et al., 2015).

The expression of genes which are related to energetic metabolism and often
caused by individual genetic variability can be affected by three main types of
epigenetic alterations: a) DNA methylation, in which the addition of a methyl grouping
in the C5 position of the cytosine ring occurs through the action of the DNA
methyltransferase (DNMT) enzyme, (b) modifications of histones, such as acetylation,
process of addition of the acetyl group in the N-terminal residues of the histones, and
methylation by addition of methyl radical (-CH3) in the amino acid residues of the
histones and (c) non-coding RNA, microRNAs, which interfere in the expression of
proteins through the connection to the messenger RNA (mRNA) (MILAGRO et al.,
2013)

For decades, several epidemiological studies have associated the beneficial
effect of physical exercise in the control of metabolic diseases (BARRON-CABRERA
et al., 2019). It has been proved that exercise contributes to the reduction of
triglycerides and low-density lipoprotein (LDL) and normally induces the increase of
high-density lipoprotein (HDL), which is an efficient molecule in the removal of cellular
cholesterol (SONDERGAARD et al., 2014). Moreover, the inflammation of the tissues
which is a result of lipid deposition can be attenuated by physical exercise improving
the antioxidant defenses (PINTO et al., 2018).

The evaluation of epigenetic modifications gains high interest in the scientific
community, since epigenetic alterations are reversible and, therefore, potentially
attractive to the pharmacological development which targets the control or reversal of
metabolic diseases. In this scenario, the objectives of the present review were to
categorize the academic and scientific research discussing the effects of T2DM on
histones epigenetic modifications and on homeostasis and mitochondrial biogenesis.
These modifications culminate in that metabolic alterations which characterize this
pathology. Therefore, we present the current study on the physical exercise

mechanisms which can reverse these epigenetic modifications.



2.5 Methods

The study presented an analysis of the last decade studies which evaluated
the processes of gene expression regulation of cell metabolism as a consequence of
T2DM and physical exercise, intermediated by epigenetic modifications in histones.
The methodology of preferred report items for systematic review protocols and meta-
analysis (PRISMA) was used (MOHER et al., 2009).

2.5.1 Eligibility criteria

This review included studies which evaluated the related gene expression to
glucose metabolism, changes in gene expression in altered metabolic conditions, such
as T2DM, insulin resistance, inflammation and lipid changes, and gene expression
response through physical exercise. Moreover, the review presented the clinical and
laboratory studies, non-randomized trials in animals and humans published in English.
After analysis of titles and abstracts, studies with pharmacological intervention we
excluded studies that focused on other metabolic pathways studies that evaluated

epigenetic modifications in pathologies which are not related to metabolic syndrome.

2.5.2 Search strategy and article selection

The selection was made in the MEDLINE database (PubMed) including all the
articles which were published between 2009 and 2019 using the terms: "Epigenetics
and Type 2 Diabetes mellitus", "Acetylation and histone methylation", "PGC1a and
Type 2 Diabetes mellitus”, "Physical exercise and epigenetic modifications"”, "Physical
exercise and PGC1a", "Mitochondria and PGC1a", "TFAM and epigenetic
modifications”, "NRF1 and exercise”, MEF2 and exercise", "Oxidative stress and
mitochondria”, "Exercise and oxidative stress", "Oxidative stress and type 2 diabetes
mellitus”, "Epigenetics and oxidative stress”. The search resulted in a total of 1237
articles. After evaluating the eligibility criteria, we obtained a total of 172 articles.



Finally, 43 articles were included for this review according to the flow chart presented
in figure 1(MOHER D, LIBERATI A, TETZLAFF J, ALTMAN DG, 2009).
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Figure 1- Diagram of the selection of articles according to the Prism methodology (MOHER D, LIBERATI
A, TETZLAFF J, ALTMAN DG, 2009).

2.5.3 Data extraction

We extracted information on the main epigenetic mechanisms that have been
studied until today, risk factors and the effects of T2DM on inflammatory processes
and oxidative stress, which are responsible for alterations in homeostasis and
mitochondrial biogenesis. Based on this initial information, we extracted data on the
effects of the T2DM on epigenetic modifications in the promoters of mitochondrial
biogenesis and, subsequently, the effects of physical exercise on epigenetic

modifications. Finally, data we extracted data that could justify the hypothesis that the
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reduction of inflammatory processes and oxidative stress add factors for the epigenetic

modifications caused by physical exercise which causes T2DM improvement.

2.6 Results and discussion

After the analysis of titles and abstracts, we extracted studies which focused
on other metabolic pathways, studies including pharmacological intervention and
studies which evaluated epigenetic modifications in non-related pathologies to the
metabolic syndrome. 172 selected articles were analyzed by reading the complete
texts according to theme and eligibility criteria. Finally, 43 articles were included in this
review according to the flow diagram presented in Figure 1 (MOHER D, LIBERATI A,
TETZLAFF J, ALTMAN DG, 2009). The following sections describe the main
epigenetic mechanisms which are related to the effects of T2DM on DNA, the formation

of microRNA and acetylation or methylation of histones.

2.6.1 Epigenetic mechanisms

In the process of cell differentiation, the expression of various active genes in
organs with distinct functions and structures is finely regulated by mechanisms which
inhibit or activate specific genes. These mechanisms can generate structural changes
in the chromatin even if there are no changes in DNA sequence. The set of these
changes generate epigenetic marks which provide means for the regulation of genetic
information for cellular activity (MAGALHAES et al., 2013). Multiple epigenetic
mechanisms such as; acetylation, methylation, phosphorylation, ubiquitination and
sumoylation regulate the gene expression (KARLIC et al., 2010). In this context, the
dynamics of the chromatin structure is crucial for the maintenance of essential cellular
functions, since it is the consequence of environmental conditions and specific phases
of development (LOCHMANOVA et al., 2019). Chromatin consists of DNA structure in
outcomes of histones, which form nucleosomes as basic units of chromatin (KARLIC
et al., 2010).
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Reversible changes in the structure of histones are important to modulate the
link between DNA and histone, since they allow the recruitment of associated-
chromatin proteins. Four types of histones involve nuclear DNA: H2A, H2B, H3 and
H4, as they are responsible for structuring the genome when modified after translation,
altering the chromatin and, consequently, the gene expression (KARLIC et al., 2010).
This structural organization is directly involved in all the processes to which DNA is
linked; such as replication, transcription and DNA repair (LOCHMANOVA et al., 2019).

The N terminal structure of the histones, when modified, changes their
association with DNA due to the loads of these changes. Positive charged amino acids
normally present in the N terminal structure of histones H3 and H4, such as lysine (K)
and arginine (R). When these amino acids are modified by the addition of the acetyl
group have their positive charges are neutralized. This process generates a weakening
of the link between the histones and the phosphate groups of DNA and causes
relaxation of chromatin. Acetylated regions on chromatin are usually associated with
the active transcription process. In contrast, hypo acetyl regions make the chromatin
denser and the transcription process less active. The responsible enzyme for
catalyzing the loading of acetyl groups from histones is known as histone
acetyltransferase (HAT), while the removal of these acetyl groups is done by histone
deacetylase (HDAC) (Figure 2) (LOCHMANOVA et al., 2019).
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Figure 2- Acetylation of histone 4-lisin 8 (H4K8ac) by the addition of an acetyl group in the positively
charged amino acid residues in the N-terminal portion of the histone, catalyzed by the enzyme Histone
Acetyl Transferase (HAT) generates the weakening of the histone DNA bond. The result is relaxation of
the chromatin and increased transcription. The deacetylation promoted by the enzyme Histone
deacetylase (HDAC) will result in reduced transcription.

Besides acetylation and deacetylation, there is methylation of histones (Figure
3), a mechanism in which terminal regions such as lysine (K) can be methylated once,
twice or three times which generates repression in certain gene phenotypes and
activation in others. The mono methylated (H3K9me) histone 3 lysine 9 generates
activation of genes, while its double or triple methylation is associated with the gene
expression silencing (LOCHMANN et al., 2015).

On the other hand, both methylation and acetylation of histones can cause
increased gene expression, while deacetylation leads to reduced gene transcription.
Thus, DNA methylation and the formation of micro RNAs are related to the silencing of

gene expression.
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Figure 3- Methylation of histone 3 lysine 9 (H3K9me) and histone 3 lysine 4 (H3K4me3) histones. Mono,
di- or trimethyllation of the amino acids methyl group (-CH3) can occur in the N-termin waste.
Monomethylation and trimethylation of H3K4me results in increased expression, while di and
trimethylation results and silencing of gene expression.

2.6.2 Type 2 diabetes mellitus and mitochondria

T2DM is caused by defects in the secretion or action of insulin in peripheral
tissues. Under normal physiological conditions, insulin attaches itself to the membrane
receptor which causes autophosphorylation of the insulin receptor (IR) that phosphates
other intracellular protein substrates. After this, activation of insulin receptor substrates
which interact with the enzyme phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) occurs. The
activation of Pl 3-kinase activates signaling proteins; such as protein kinase B (AKT)
which induces glycogen synthesis and translocation of glucose carrying vesicles
(GLUTA4). In parallel, atypical protein kinase C (aPKC) acts by activating motor proteins
that help in the migration of vesicles to the cellular membrane (SANTOS et al., 2008).

Modifiable risk factors, especially sedentariness, obesity and unhealthy eating
habits (MOREIRA et al., 2018), are pointed out as reasons for fat tissue increase,
inflammatory processes and oxidative stress (ABRAHAM et al., 2007; DE SOUZA et
al., 2005) which can evolve to insulin resistance and T2DM. The intake of lipid-rich diet
and/or the increase in body mass cause increased production of reactive species of
oxygen or oxidative stress and activation of pro-inflammatory cytokines; IL1, IL6, TNF-
a. Such factors impair the process of insulin signaling by inhibiting PI3K and
transcription transducing and activating protein 3 (STAT3) (WEISBERG et al., 2003).
The effect of inflammation on the development of T2DM is widely discussed in

Prattichizzo et al, 2018. According to the authors, even in non-obese individuals who
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had bad dietary habits, the resulting inflammatory process can cause epigenetic
modifications responsible for T2DM. They also suggest that intervention by means of
antioxidants and physical exercise may be the best approaches to reduce the oxidative
stress and the chain process, which is triggered by inflammation and results in the
T2DM (PRATTICHIZZO et al., 2018).

Assuming that oxidative stress triggers inflammation and its effects on the
genesis of metabolic diseases, it is important to emphasize that mitochondrial
dysfunction plays an important role in the accumulation of reactive oxygen species
(ROS), a process that precedes insulin resistance. Increased levels of ROS generate
damage in mitochondrial DNA (mtDNA), which decreases the transcription of
cytochrome b, polypeptide component of complex Ill involved in the oxidative
phosphorylation pathway through the electron transport chain (ETC). As a
compensatory mechanism, the nucleus transcribes proteins which are related to
mitochondrial genesis. The number of mtDNA is increased but remains damaged by
oxidation and the amount of transcribed cytochrome b may be insufficient to supply the
needs of the complete Il and ECT, which results in high levels of ROS and subsidizing
this circuit of events (SANTOS et al., 2018).

Mitochondrial biogenesis is controlled by a signaling pathway that consists of
nuclear genes which are synthesized in the nucleus and transported to the organelle
where the regulation of mitochondrial proliferation and functionality occurs.
Mitochondrial biogenesis is controlled by a signaling pathway which is coordinated by
co-activators and transcription factors; PGC1a, TFAM, NRF1 and MEF2. The 1-alpha
co-activator of the receptor which is activated by peroxisomal proliferator (PGC1-a)
and coded by the PPARGC1A gene modulates several regulation pathways of
mitochondrial metabolism. Its activation initiates a cascade modulation which induces
the transcription of respiratory nuclear factors 1 and 2 (NRF1/2) and the expression of
other proteins; such as the mitochondrial transcription factor (TFAM), membrane
transporter, cytochrome oxidase and cytochrome c IV (STEPTO et al., 2012). These
factors act in the biogenesis and mitochondrial homeostasis the MAP is considered
the essential factor for the initiation of mitochondrial DNA transcription (mtDNA)
(SANTOS et al., 2015).

When the T2DM is established, the positively maintained hyperglycemia

regulates markers of chronic inflammation and takes charge of the formation of intense



15

oxidative stress, metabolic and inflammatory processes which impair the secretion of
insulin (LUC et al., 2019). Moreover, in this phase, ample DNA methylation has been
observed in genes which are related to oxidative stress and inflammatory processes
(KARACHANAK-YANKOVA et al., 2015). It has been pointed out that T2DM and
overweight cause general epigenetic modifications of histones in adipocytes including
two common modifications, namely, the activating tri-methylation of histone 3 lysine 4
(H3K4me3) and tri-methylation histone 3 lysine 27 (H3K27me3) (JUFVAS et al., 2013).
Histone methylation is a reversible and dynamic process that is catalyzed by specific
and general histone methyltransferases and demethylases which in turn depend on
coenzymes metabolism and therefore response to metabolic status (TEPERINO et al.,
2013).

Thus, the analysis of the methylation or acetylation patterns of histones in
individuals or experimental models with T2DM with the established inflammatory
process, may provide information for the understanding of the deleterious effect of
oxidative stress and inflammation on the epigenetic mechanisms which causes the
development of the disease. In figure 4, we present a schematic model of the effect of
reactive oxygen species on the acetylation and trimethylation processes of histones
which result in a reduction of mitochondrial biogenesis (FIGURE 4). The excess of
ROS which are caused by the T2DM inhibits the activity of the enzyme histone
acetyltransferase (HAT). This process blocks the acetylation of histones and,
consequently, affects the transcription of genes and regulatory factors of mitochondrial
biogenesis cascade (PGC1, NRF1, and TFAM). The balance of the ROS concentration
does not block the HAT allowing the transcription of the previously mentioned genes
and factors. During resting, the stimulus of PGC1 transcription may occur by signaling
H3K4me3 at discretely high levels. In the disused muscle, the constant accumulation
of ROS can saturate the antioxidant system which makes the enzymes inefficient in
the balance of the ROS concentrations and blocks the HAT enzyme and the rest of the

signaling pathway of mitochondrial biogenesis.
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Figure 4 - The increased concentration of ROS, present in T2DM, inhibits the activity of the enzyme
histone acetyltransferase (HAT) blocking the acetylation and trimethylation of histones, reducing the
expression of genes from the cascade of mitochondrial biogenesis. The balance of the concentration of
ROS by antioxidant actions does not block the HAT, allowing the expression of genes and factors linked
to mitochondrial biogenesis such as PGC1, NRF1, and TFAM. Enzymes of the antioxidant system,
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and Catalase (CAT)

2.6.3 Physical activity and oxidative stress

The regulation of organic homeostasis corresponds with the balance between
antioxidant and prooxidant actions, which are affected when the levels of reactive
oxygen species (ROS) are increased. The chronic excess of ROSs affects cell
signaling and can cause damage and changes in organic components such as
proteins, lipids and nucleic acids. As a result of this process, protein inactivation, and
oxidative damage to DNA and RNA affect the translation process and the synthesis of
proteins (PARKER et al., 2017). In response to physical exercise, the levels of ROS
are high causing intracellular changes. The load of generated ROS depends on the
intensity, duration and type of physical exercise performed. Tissue damage is
generated by exercise stimulates several mechanisms for repair of skeletal muscle
tissue. Regular exercise induces the activation of preventive antioxidant mechanisms
which move after in the cell, reduce the amount of ROS inhibiting the harmful activity
of these reactive species in the cell. The increase in superoxide (O2-) and hydrogen

peroxide (H202) induces the activation of the enzymes superoxide dismutase (SOD),
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glutathione peroxidase (GPx) and Catalase (CAT) of the antioxidant system. These
enzymes donate electrons or atoms to the ROS and become stable, since they
metabolize the ROS in excess and maintain homeostasis (FERREIRA et al., 2007).
The stress which is caused by chronic exercise results in an increase in the
concentration of ROS which in turn, activates the signaling of stress-activated protein
kinase (SAPK). SAPK signaling is related to the positive regulation of antioxidant
defenses, increased gene expression and activation of transcription and coactivating
factors in skeletal muscle; such as PGC1a and MEF2 (PARKER et al., 2017). This

hypothesis is shown in figure 5.

Samjoo et al., 2013, observed the effects of resistance exercise on skeletal
muscle with significant results in reducing markers of oxidative damage after 3 months
of cycling training which is done by previously sedentary obese and thin individuals.
Levels of oxidative markers such as carbonyl protein (PC) and 4-hydroxynonenal (4-
HNE) were reduced after the training period, while the antioxidant enzyme superoxide
dismutase of manganese (MnSOD) had increased values, which improved the
adaptive response of the skeletal muscle to oxidative damage which was generated

by exercise training with increased antioxidant capacity (SAMJOO et al., 2013).
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Figure 5- Mechanism in which regular exercise can improve the biogenesis and mitochondrial
homeostasis in the skeletal muscle during exercise/restoration, due to the action of the antioxidant
system in the modification of histones. Exercise increases the levels of adenosine monophosphate
(AMP), calcium (Ca+2) and reactive oxygen species (ROS), such as superoxide anion (02.-), hydrogen
peroxide (H202) and hydroxyl radical (OH-). This accumulation signals the enzymes of the antioxidant
system, superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT), which regulate
the concentration of ROS keeping the levels balanced. In this way, H3K27, H3K9 and H3K14 are
acetylated improving the PGC1, NRF1 and TFAM in mitochondrial biogenesis and metabolism.

We suppose that the excess of ROS which are caused by the T2DM inhibits
the activity of the enzyme histone acetyltransferase (HAT). This process blocks the
acetylation of histones and, consequently, affects the transcription of genes and
regulatory factors of mitochondrial biogenesis cascade (PGC1, NRF1, and TFAM). The
balance of the ROS concentration does not block the HAT allowing the transcription of
the previously mentioned genes and factors. During resting, the stimulus of PGC1
transcription may occur by signaling H3K4me3 at discretely high levels by HMT action,
preceding the active transcription stage. In the disused muscle, the constant
accumulation of ROS can saturate the antioxidant system which makes the enzymes
inefficient in the balance of the ROS concentrations and blocks the HAT enzyme and
the rest of the signaling pathway of mitochondrial biogenesis.



19

2.6.4 Physical exercise and epigenetic modifications in histones

In recent decades, many scientific researches have examined the effects of
the effects of epigenetic modifications which are caused by physical exercise. The
benefits of physical exercise for the maintenance of health extrapolate generations
provide consequences for the offspring (AXSOM; LIBONATI, 2019); such as variations
in insulin sensitivity (BARRES; ZIERATH, 2011a), in the development of obesity
(BARRON-CABRERA et al., 2019) and in biochemical parameters. Glycemia and lipid
profile can be modulated by maternal physical exercise during pregnancy (CARTER et
al., 2013) and paternal physical exercise in the pre-conception period (STANFORD et
al., 2018). Unfortunately, we were not able to perform a multivariate analysis of the
effects of exercise on epigenetic changes, given that we found few studies evaluating
the effect of adaptation to chronic exercise on the changes caused by DM2. Despite
the promising reported effects of acute exercise, we considered that the adaptation to
the physical training of chronic exercise should be evaluated to understand the
molecular processes of physical exercise. Nevertheless, in the table 1 we present the
studies which have been carried out in the last decade which evaluated the effects of
physical exercise on epigenetic modifications in histones and in the expression of
energy metabolism related factors. Among the analyzed articles, only OHSAWA et al.,
2018 evaluated the effect of long-term physical exercise while other studies examines
its effects on the striated skeletal muscle after a single exercise session (JOSEPH et
al., 2017; LOCHMANN et al., 2015; MASUZAWA et al., 2018; MCGEE et al., 2009) or
with a brief period of exercise (15 days). All studies observed the improvements in
processes related to oxidative metabolism, glucose uptake and activation of gene
transcription which are related to mitochondrial biogenesis. These effects were
mediated by epigenetic modifications of methylation of H3K4me3 histones or
acetylation of H3K36ac histones which demonstrate the mechanisms the underlying

mechanisms of better metabolic control of T2DM.

In the Mcgee er al. 2009, it was observed increased acetylation of histones in
a specific site which is related to synergic elevation of transcription. After 60 minutes
of cycling, many changes take place, namely, the activation of RNA polymerase Il
(RNApolll), activation of AMPK and CaMKIl, export of HDAC class Il (HDACs 4 and 5)

from the nucleus and increase of H3K36ac. Therefore, the transcriptional activity
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increased due to the generated elongation by the acetylation of H3K36, while the
activation of AMPK and CaMKII allowed the export of the HDAC class Il (HDACs 4 and
5) of the nucleus. This process keeps these enzymes distant from the histones and
avoid the suppression of the H3K36 acetylation (MCGEE et al., 2009).

The activation of CaMKII, which is induced by a swimming protocol increased
the acetylation of histones 3 near the site of the NRF1 gene, which had its expression
increased in line with the increase in MEF2 expression by stimulating the binding of
NRF1 to the MEF2 site. This results in a better uptake of glucose due to increased
GLUT4 expression in response to MEF2 (JOSEPH et al., 2017).

Lochmann et al, 2015 evaluated racing protocols (35rpm/20min;
40rpm/30min; 45rpm/10min) and their effects on the epigenetic modifications of the
PGC1a promoter. The increase in the expression of PGC1a total and isoforms (PGC-
1a-a, PGC-1a-b, PGC-1a-c) was evident. The trimethylation of H3K4 was observed in
the second promoter of PGC1a (promoter B), upstream of the beginning of the
transcription, which constituted a strong relationship between the generated marks in
histories and the increase of transcriptions in the distal promoter of PGC1a
(LOCHMANN et al., 2015).

The study conducted by Masuzawa et al., 2018 evaluated the protocol of
aerobic exercise per run for 20 minutes at a speed of 24 m/min. After two hours of rest
the tests were performed and showed an increase in mRNA expression from PGC1a.
Moreover, it was observed that there was an increase in H3K27ac muscle with
increased RNApolll, which suggests that the transcriptional activation of PGC1a is
accentuated in muscles of rapid contraction due to greater mobility of RNApolll which
is induced by H3K27ac. Such process improves the oxidative metabolism, as shown
in Table 1 (MASUZAWA et al., 2018).

Ohsawa et al., 2018 observed the acetylation of histones 3 and the variations
between its isoforms and H4K20me3 by among the established running protocols
without significant variations. They suggested that the influence of the exercise on the
is modifications of histones and their variant subtypes is inversed to H4K20me3 and

may play a specific role in the muscle response to training (OHSAWA et al., 2018).
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Table 1- Effect of exercise on epigenetic modifications in histones and their results on metabolism. RNApol = RNA polymerase; HDAC= Histone deacetylase;
PGC1= Coactivator peroxysome-proliferator 1-a; CaMKII= Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il.

Reference Type of physical Tissue/ Biogenesis / Signalling Effect on Metabolic result
activity experimental histones
model
(MCGEE et | Acute exercise, Vast side muscle/ -RNApol Il active; TH3K36ac H3K36ac increases transcriptional
al., 2009) 60-minute cycling  humans -AMPK and CaMK I activity;
session activated; HDAC class Il (4 and 5) exported from
-HDAC class Il (4 and 5) the core by activation of AMPK and CaMKII,
exported from the core. prevents the suppression of acetylation.
(LOCHMA | Acute exercise, Quadriceps 1 total PGC1 expression 1 H3K4me3 at 1 mitochondrial biogenesis and oxidative
NN et al., Race for 60 muscle/ mice and isoforms the place metabolism
2015) minutes, being: where the
35rpm/20min; transcription
40rpm/30min; begins
45rpm/10min
(JOSEPH Short-term Gastrocnemius CaMKII activation; T H3 1 Transport and capture of glucose
et al., 2017) | exercise, 15 days muscle /Wistar tNRF1 and MEF2 acetylation at
of swimming rats the NRF1
gene site
(MASUZA Acute exercise, Plant and soleus 1+ mRNA expression from 1 H3K27ac or Activation of the transcription of PGCla
WA et al., running: 24m/min  muscles/Wistar PGCL1 2 hours after the 1 RNApol Il in the rapidly contracting muscle fibers due to
2018) for 20min rats race increased mobility of H3k27ac-induced RNApol I,

improving oxidative metabolism



(OHSAWA
et al., 2018)

Long-term
exercise,
Running:
Group 1:
30min/day, 4
days/week, 8
weeks;
Group 2:
15min/day, 4
days/week, 8
weeks;
Group 3:
60min/day, 4
days/week, 4

weeks.

Plant
muscle/Wistar

rats

1 citrate activity synthase

in group 3

Variations in
the acetylation
of H3 and
H4K20me3
between

groups;

1 H3 and |H4K20me3 acetylation in
group 1, without stimulation of mitochondrial
metabolism;

Increase in the daily amount of exercise,
group 3, caused a slight increase in mitochondrial
metabolism.
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An increase in the expression of mMRNA of PGC1a and of cytochrome C and
cyclooxygenase IV (COX IV) was observed after ten cycling sessions lasting 60
minutes (Stepto et al., 2012), highlighting the positive regulation of exercise on the
expression of genes of lipid metabolism (Pinto et al., 2018). The enzyme citrate
synthase (CS) had the activity increased after 4 weeks of high intensity cycling training,
4 minutes per session, together with the increase of NRF1, NRF2 and TFAM proteins.
The mRNA expression levels of NRF1 and NRF2 factors also increased after 4 weeks
running continuous cycling training for 30 minutes in each session. When comparing
the groups in relation to CS activity, the proportion of NRF2 and TFAM was evidenced
in the group with the highest activity of the CS enzyme, suggesting the positive
regulation in mitochondrial biogenesis by the exercise-induced NRF2 (ISLAM et al.,
2020).

2.7 Conclusion

The regulation of PGC1 expression maintains a close relationship with
mitochondrial function, being primordial in changes in glucose uptake and in insulin
sensitivity through physical exercise. Epigenetic modifications, dynamic and resulting
from physical exercise, promote the activation and expression of PGC1 mediated by
the coordinated action of different pathways and the reduction of the action of ROS.
Acetylation of histones (H3K9ac, H3K27ac) and trimethylation (H3K4me3) were
observed as regulators of PGC1 expression, increasing its transcriptional activity.
However, the complexity of the pathways that determine this process remains
unknown. Recently there are a series of studies on the epigenetic mechanisms related
to the effect of physical exercise on mitochondrial biogenesis and homeostasis,
besides methylation or acetylation of histones, but even so, more studies on the long-
term effect of physical exercise are necessary to elucidate which are the best types,
duration and frequency that have the greatest potential to promote an increase in
mitochondrial biogenesis. In addition, the elucidation of pathways may serve as

subsidies to direct and foster the development of effective drugs for prevention and
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treatment of metabolic diseases that are improved by physical exercise, aiming at the

control of the clinical picture and even the benefit of patients unable to exercise



25

3.0 Capitulo 2

O EFEITO DO EXERCICIO FiSICO SOBRE A BIOGENESE MITOCONDRIAL EM
RATOS WISTAR COM DIABETES MELLITUS TIPO 2

3.1 Resumo

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica crénica altamente
prevalente nas populagfes atuais, sendo caracterizada por alteragcbes na acao
tecidual ou na secrecdo da insulina, no metabolismo lipidico e hiperglicemia cronica.
A homeostasia e a biogénese mitocondriais sédo fatores de grande importancia na
regulacdo do metabolismo lipidico por meio da beta oxidacdo. As modificacdes na
expressdo de genes relacionados a biogénese e homeostasia mitocondrial no
musculo estriado esquelético tém sido apontadas como mecanismos associados ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina e ao DM2. Por outro lado, tem sido
demonstrado que o exercicio fisico exerce efeito em varias vias metabdlicas para
melhoria da desregulacdo metabdlica do DM2, de forma que as mitocéndrias sédo
candidatas a esses efeitos benéficos na regulacdo do metabolismo lipidico. O
presente estudo teve como objetivos testar as hipdteses que: a) o DM2 causa
modificacbes na expressdo de genes que comprometem a biogénese e a
homeostasia mitocondrial por meio da sub-regulacédo do fator coativador 1l-alfa do
receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1a), diminuindo a expressao
de outros fatores de transcrigdo, tais como o fator nuclear respiratério 1 (NRF1), fator
de transcricdo mitocondrial (TFAM) e fator estimulante de midcitos 2 (MEF2) em efeito
cascata; b) o exercicio fisico reverte essas alteracfes, estimulando a expressdo do
PPARGC1A estimulando a cascata da biogénese mitocondrial a jusante do PGC1a.
Foram utilizados 18 ratos Wistar divididos em grupo controle (C), alimentados com
alimentacao balanceada para ratos e com DM2 (D), alimentados com alimentacéo rica
em gordura. Apos isso, 0os grupos foram subdivididos em dois outros grupos, um

sedentario e outro submetido ao exercicio fisico formando os seguintes grupos:



26

controle + sedentario (C), com DM2 + sedentério (D), controle + exercicio fisico (C-
EF) e com DM2 + exercicio (D-EF). Os animais do grupo de exercicio foram
submetidos a um protocolo de natagdo durante 6 semanas, com 5 sessbes por
semana de 30 a 50 minutos por dia progressivamente. Foram coletadas peso dos
animais, gordura, sangue e tecido muscular. As amostras de musculo gastrocnémio
coletadas foram submetidas a extracdo de RNA, sintese de cDNA, PCR e gPCR para
avaliagao da expressao dos fatores de transcricado PGC1a, NRF1, TFAM e MEF2.
Nossos resultados mostraram que o exercicio fisico por 6 semanas amenizou a
variacao do perfil lipidico de animais com DM2, reduzindo os niveis de TGL e VLDL e
elevou os niveis de HDL em ambos os grupos exercitados (C-EF e D-EF). O exercicio
aumentou a expressdo de PGC1l e de MEF2 nos grupos alimentados com dieta
equilibrada para ratos e exercitados (C-EF), mas nado foi eficiente em produzir
resultados similares nos animais com DM2 exercitados (D-EF). Concluimos que o
exercicio fisico auxilia na prevencdo do desenvolvimento do DM2, estimulando a
expressdo dos fatores relacionados a cascata da biogénese mitocondrial, como o
PGC1a e MEF2. A melhora do perfil lipidico observada pode atrasar o
desenvolvimento da doenca precedendo estimulos da expresséo génica favoravel a
biogénese e homeostasia mitocondrial, no caso de pacientes com DM2 a pratica
constante do exercicio fisico poderia favorecer a expressdo génica relacionada

biogénese mitocondrial.

3.2 Palavras-chave

expressao génica, metabolismo, mitocondria, PGC1a

3.3 Abstract

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a chronic metabolic disease highly prevalent
in current populations, and epigenetic changes, resulting from the environment,
influence various processes in the regulation of metabolic pathways and the
development of DM2. Mitochondrial homeostasis and biogenesis are factors of great



27

importance in the regulation of lipid metabolism and epigenetic changes in skeletal
muscle have been identified as the mechanisms responsible for the development of
DM2. On the other hand, physical exercise has an effect on several metabolic
pathways to improve metabolic dysregulation of DM2, so that mitochondria are
candidates for these beneficial effects on the regulation of lipid metabolism. The
present study aimed to test the hypotheses that: DM2 causes epigenetic changes that
alter mitochondrial biogenesis through the sub-regulation of the PGCla factor,
decreasing the expression of other transcription factors (NRF1 /2, TFAM and MEF2)
in effect waterfall; physical exercise reverses these epigenetic changes by stimulating
the expression of PPARGC1A by stimulating the cascade of mitochondrial biogenesis
downstream of PGCla. Wistar rats were divided into a control group (C) with a
balanced diet and diabetic (D) with a diet rich in fat. After that, the groups were
subdivided into two other groups, one sedentary and the other submitted to exercise
forming the following groups: control + sedentary (C), diabetic + sedentary (D), control
+ physical exercise (C-EF) and diabetic + exercise (D-EF). The animals in the exercise
group were submitted to a swimming protocol for 6 weeks, with 5 sessions per week
of 60 minutes per day. The muscle samples collected were submitted to RNA
extraction, cDNA synthesis, PCR and gPCR to evaluate the expression of PGCla,
NRF1, TFAM and MEF2 transcription factors. Our results showed that physical
exercise for 6 weeks alleviated the variation in the lipid profile of animals with DM2,
reducing the levels of TGL and VLDL and raising the levels of HDL in both groups
exercised (C-EF and D-EF). Exercise increased the expression of PGC1 and MEF2 in
groups fed a balanced diet for rats and exercised (C-EF), but was not efficient in
producing similar results in animals with exercised DM2 (D-EF). We conclude that
physical exercise helps to prevent the development of DM2, stimulating the expression
of factors related to the cascade of mitochondrial biogenesis, such as PGC1a and
MEF2. The improvement in the lipid profile observed can delay the development of the
disease preceding stimuli of gene expression favorable to biogenesis and
mitochondrial homeostasis, in the case of patients with DM2 the constant practice of

physical exercise could favor the gene expression related to mitochondrial biogenesis.
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3.4 Keywords

gene expression, metabolism, mitochondria, PGCla

3.5 Introducéao

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca caracterizada por desordens
metabolicas que mantém os niveis glicémicos acima dos valores normais,
apresentando quadros de hiperglicemia e de alteracbes no metabolismo lipidico,
decorrentes da acao inadequada da insulina nos tecidos alvo (HOOPER et al., 2014).
A incidéncia do DM2 tem aumentado em niveis alarmantes nos ultimos anos, com
prevaléncia mundial estimada em torno de 8,4%, o equivalente a 451 milhdes de
pessoas. Até o ano de 2045 estima-se que esse numero chegue a 693 milhdes de
pessoas com diabetes mellitus (CHO et al., 2018). A importancia dessa doenca
crbnica ndo transmissivel € bem reconhecida, ndo s6 por sua alta prevaléncia nas
sociedades atuais, como também pelas complicacdes secundérias, tais como:
doencas cardiovasculares, neuropatia, nefropatia e retinopatia, além dos gastos
elevados com o tratamento dos pacientes acometidos pelo DM2 e suas comorbidades
(KO et al., 2012; SANTOS et al., 2008).

O sedentarismo, os habitos alimentares incorretos e a obesidade séo
importantes fatores de risco modificaveis para o desenvolvimento do DM2. A
desproporgcao entre o consumo de calorias e 0 gasto energético compromete a
funcionalidade metabdlica e intensifica o armazenamento energético no tecido
adiposo e, em alguns casos em outros tecidos corporais (MILAGRO et al., 2013). O
armazenamento elevado de triacilglicerol (TGL) em adipécitos leva a um estado de
saturacdo com inflamacédo tecidual decorrente da ativacdo e da infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo e da ativacdo de citoquininas pré-inflamatorias, tais
como interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6), TNF-a. Esse estado inflamatério conduz
ao armazenamento de lipideos em tecidos periféricos ndo especializados, como o

musculo estriado esquelético, caracterizando a lipotoxicidade, que gera alteragdes na
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homeostasia e na biogénese mitocondrial, comprometendo o metabolismo da glicose,

gue pode evoluir para a resisténcia a insulina (GUILHERME ET AL., 2008)

A mitocondria € a organela responsavel pelo metabolismo de acidos graxos
através da 3 — oxidacéo, sendo a homeostasia e a biogénese mitocondrial fatores de
grande importancia na regulacdo desse processo. A biogénese mitocondrial é
controlada por uma via de sinalizacdo coordenada por coativadores e fatores de
transcricdo, como o coativador l-alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissomo (PGC1a), fator de transcricdo mitocondrial (TFAM), fatores nucleares
respiratorios 1 e 2 (NRF1/2) e fator estimulante de miécitos 2 (MEF2). O PGC1-q,
codificado pelo gene PPARGC1A, modula diversas vias de regulagédo do metabolismo
mitocondrial. Sua ativacdo inicia uma modulagdo em cascata, induzindo a transcricao
NRF1/2 e expressao de outras proteinas, como o TFAM, transportador de membrana,
citocromo oxidase e citocromo c IV (STEPTO et al., 2012). Esses fatores atuam na
biogénese e na homeostasia mitocondrial, sendo que o TFAM ¢é o fator essencial para
o inicio da transcrigdo do DNA mitocondrial (mtDNA) (SANTOS et al., 2015b).

Mudancas na expresséo dos genes sao causadas de forma independente do
DNA e tém importante papel no desenvolvimento de doengas cronicas, por causa de
alteracdes causadas no fenétipo das células que levam a manifestacdo da doenca.
Alteracdes no funcionamento do PGC1a podem ser decorrentes de modificacbes na
transcricdo e na expressdo de genes (MILAGRO et al.,, 2013). No mdusculo
esquelético, o MEF2 tem funcdo promotora sobre o PGC1a, que, por sua vez, também
pode promover autorregulagéo positiva da expressdo de PGC1a por ligagéo direta ao
sitio de ligacdo do MEF2 (LIRA et al., 2010).

Por desempenhar um papel fundamental na terapia do DM2, o exercicio fisico
é tido como uma intervencédo ndo medicamentosa que melhora as caracteristicas da
doenca e previne as comorbidades do DM2, controlando os parametros de glicose
sanguinea, perfil lipidico e pressao arterial (HOOPER et al., 2014). O exercicio fisico
contribui com a reducéo de triglicérides e lipoproteina de baixa densidade (LDL), e
normalmente induz o aumento de lipoproteinas de alta densidade (HDL), que € uma
molécula eficiente na remocdo de colesterol celular. Além disso, a inflamacgéo
presente nos tecidos, devido a deposi¢do lipideos, pode ser atenuada como
consequéncia da atividade fisica, melhorando as defesas antioxidantes (PINTO et al.,
2018).
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O exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina e pode aumentar a
concentracdo de glicogénio muscular em pessoas com DM2, torna a oxidacdo de
acidos graxos mais eficiente e melhora a sintese de enzimas do ciclo de Krebs. A
sinalizacdo da insulina é influenciada pela contracdo muscular, a captacao de glicose
€ induzida devido a translocacéo de vesiculas GLUT4 para a membrana mediada pela
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), melhorando a tolerancia
a glicose e a sensibilidade a insulina (HOOPER et al., 2014; MANABE et al., 2014).

Vérios estudos tém avaliado o efeito do exercicio agudo na expressdo de
genes relacionados a biogénese mitocondrial. No estudo realizado por LOCHMANN
et al., 2015, o protocolo de 60 minutos de corrida evidenciou o aumento da expressao
de PGC1a no musculo quadriceps de ratos (LOCHMANN et al., 2015). MASUZAWA
et al., 2018, observaram a expressao aumentada de PGC1a nos musculos plantar e
s6leo de ratos wistar apos o protocolo de 20 minutos de corrida. Porém, a comparacéao
entre os musculos demonstrou maior expressdo mRNA PGC1a no musculo plantar,
devido maior atividade da RNApol Il induzida pela acetilacdo (H3K27ac) nas fibras
musculares de contracao rapida (MASUZAWA et al., 2018). Dessa forma, a avaliacao
dos efeitos resultantes de protocolos de exercicio crénico pode trazer maior
elucidacao dos mecanismos subjacentes a regulacéo da biogénese mitocondrial, visto
que a prética regular, a longo prazo, de exercicio fisico é indicada como tratamento

nao medicamentoso aos pacientes com DM2.

Assim, o0 presente estudo teve como objetivos testar as hipoteses que: a) o
DM2 causa prejuizos na biogénese mitocondrial por meio da sub-regulacéo do fator
PGC1 pelo ndcleo das células, que, em efeito cascata, diminui a expressao de outros
fatores de transcricdo (NRF1, TFAM e MEF2), causando disfuncdo mitocondrial e
conduzindo a resisténcia a insulina; b) o exercicio fisico estimula a expressao do
promotor de PGC1, contribuindo para o aumento da sensibilidade a insulina no
musculo esquelético. Dessa forma, o objetivo do estudo foi verificar se o exercicio
fisico reverte as alteracfes na expressdo de genes e de fatores de transcricdo

relacionados a homeostase e a biogénese mitocondrial causadas pelo DM2.



4.0 Material e métodos

4.1 Animais

Foram utilizadas amostras de musculo gastrocnémio e plasma
congelado provenientes de animais manipulados em experimento anterior
realizado em 2015 pela equipe de pesquisa dos laboratérios de Bioquimica e
Fisiologia sob o nimero de protocolo 034/14 CEUA/UFG, sendo a sequéncia
de execucdo do experimento aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/CEUA-Jatai mediante protocolo n°® 025/19. Foram utilizados ratos
Wistar machos, da espécie Rattus norvegicus, com 8 semanas de idade,
obtidos do Biotério Central da UFG-Regional Goiania e mantidos na sala de
experimentacdo do curso de Psicologia da Universidade Federal de Goias-
Regional Jatai. Os animais foram alojados aos pares em gaiolas de
polipropileno com bebedouros e substratos de maravalha, acondicionadas em
gabinetes para biotério. As condi¢cdes ambientais foram padronizadas com ciclo
circadiano invertido 12h claro/escuro e temperatura ambiental de 22+2°C. A

dieta e a 4gua foram oferecidas ad libitum.

4.2 Delineamento Experimental

31

O delineamento é apresentado na figura 1. Os animais foram induzidos ao

diabetes mellitus mediante administracdo de dieta hiperlipidica e injecdo de

estreptozotocina. Ratos Wistar (n=20) foram alimentados com dieta rica em gordura

(dieta hiperlipidica) da Pragsolu¢gbes Biociéncias® (Jau, SP) contendo 5,35 kcal/g

(15,2% kcal proteina, 26,9% kcal carboidrato e 57,2% gordura), e no 13° dia, foram

mantidos em jejum por 12 horas. No 14° dia foi administrada via intraperitoneal uma

dosagem baixa de estreptozotocina (Sigma Aldrich) (STZ diluido em tampédo de

citrato, pH 4,5 - 25mg/kg de peso corporal do animal). Essa dieta foi oferecida durante

todo o periodo experimental e este grupo foi denominado como D (indu¢do ao DM2).

A glicemia capilar, coletada da cauda, sem jejum prévio, foi monitorada semanalmente
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entre 12:00h e 14:00h com o uso de um glicosimetro (Accu-Chek®). A glicemia em
jejum foi avaliada no inicio e final do experimento. Animais com idade similares (n=20)
foram utilizados como controle, os animais receberam racéo balanceada, e no 14° dia
foi administrada injecdo de tampdao de citrato(pH 4,5), estes animais receberam dieta
balanceada para ratos da empresa a Pragsolucdes Biociéncias®, contendo 3.87
kcal/g (24,8% kcal proteina, 63% kcal carboidrato e 12% kcal gordura). e este grupo
foi identificado como C (controle), conforme Santos et al. (2018). Ap0s isso, 0S grupos
foram subdivididos em dois outros grupos, um sedentario e outro submetido ao
exercicio formando os seguintes grupos: controle + sedentario (C), com DM2 +
sedentario (D), controle + exercicio fisico (C-EF) e com DM2 + exercicio (D-EF). Os
animais do grupo de exercicio foram submetidos a um protocolo de natagdo durante
6 semanas, com 5 sessfes por semana, sem sobrecarga na cauda. O treinamento de
natacéao foi realizado entre 12h e 14h, em baldes com 80 cm de comprimento, 50 cm
de largura e 90 cm de profundidade. Na primeira semana a duracao do exercicio foi
de 30 minutos e a cada semana, para melhorar a resisténcia dos animais, houve
incremento de 5 minutos. Quarenta e oito horas ap0s a ultima sesséo de exercicio 0s
animais foram submetidos a anestesia geral com isoflurano inalatério, utilizando

vaporizador de bomba de aquario, e eutanasiados por exanguinacao.
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Figura 6 - Desenho e linha do tempo dos procedimentos experimentais, STZ=estreptozotocina, C=
Controle sedentario, C-EF = Controle exercitado, D= com DM2 sedentério, D-EF= com DM2 exercitado
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4.3 Ganho de massa corporal

A quantidade de racéo ingerida (em gramas) e a massa corporal foram
avaliadas semanalmente por meio de balanca digital (Marte®). O ganho de massa
corporal foi calculado pela diferenca entre a massa corporal final e a inicial do

experimento.

4.4 Coleta de sangue e de tecidos

Ao término do protocolo experimental, o sangue foi coletado com seringa
contendo solugéo anticoagulante inibidora da glicélise (6 g/dl de EDTA e 12 g/dl de
fluoreto de potassio do Kit Glistab da Labtest®, Lagoa Santa, MG). Em seguida foi
centrifugado a 3000 g/10 min/25°C, o plasma foi coletado e armazenado a -20°C para

posteriores analises.

Os tecidos biologicos e o musculo gastrocnémio foram coletados e
congelados em freezer a -20°C antes do processamento (BENITE-RIBEIRO ET AL.,
2020).

4.5. Analises bioquimicas

4.5.1. Glicose e perfil lipidico

A glicemia capilar avaliada no inicio, meio e fim do periodo experimental, e foi
determinada pelo glicosimetro (Accu-Chek®, Santo André /SP). No final do
experimento foram determinadas a glicose plasmatica em jejum pelo método da
glicose oxidase (Kit colorimétrico da Labtest®), e as concentragbes sanguineas de

triacilglicerol (TGL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) foram determinadas por
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Kits colorimétricos da marca Labtest®. A concentracao da lipoproteina de densidade

muito baixa (VLDL) foi determinada pela divisdo do valor de TGL por cinco.

4.6 Andlises moleculares

4.6.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada manualmente por maceracéo do tecido
muscular em almofariz com pistilo utilizando nitrogénio liquido (N2). Apdés a
maceragao, as amostras foram armazenadas em botijdo de nitrogénio para
processamento no dia seguinte. A extracao foi realizada utilizando 100mg de tecido
macerado com adicdo de 1,0 ml de TRI Reagent® de acordo com as instrucdes do
fabricante (Sigma-Aldrich). Para avaliar a pureza das amostras, a densidade 6ptica do
material extraido foi quantificada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop
2000 (Thermo Fischer Scientific).

4.6.2 Avaliacao de pureza por espectrofotometria

Para avaliar a pureza das amostras, a densidade éptica do material extraido
foi quantificada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo

Fischer Scientific), apresentando razdo = 1.87 entre as absorbancias a 260 e 280nm.

4.6.3 Avaliacao da integridade do RNA por Eletroforese

A andlise de integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese das
amostras (500ng) em gel de agarose (2%) e tampao TBE 1X, corado com brometo de

etideo



35

4.6.4 Transcricao reversa

Apos a quantificacdo das amostras de RNA, 1ug/uL de RNA foi utilizado para
sintese do cDNA, utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) a reac&o seguiu as seguintes etapas: 2uL de10X RT Buffer; 0,8uL de 25X
dNTP (100nM); 2uL de 10X Random primers; 1uL de transcriptase reverse; 1 uL de
inibidor de RNase; 3,2uL de agua miliQ e10uL da amostra de RNA. O volume final de
20uL foi incubado utilizando o termociclador (Veriti- Applied Biosystems). O programa
utilizado foi o sugerido pelo fabricante, sendo o estagio 1 a 25°C por 10 minutos; o
estagio 2 a 37°C por 120 minutos; o estagio 3 85°C por 5 minutos e o estagio final a

4°C. Apbs a sintese o cDNA foi armazenado a -20°C.

4.6.5 PCR

O cDNA sintetizado foi submetido a PCR para visualizacdo de amplificagéo
do gene de referéncia B-actina. Foram realizadas 10 reacdes, sendo 8 amostras de
cDNA, 1 controle negativo e 1 controle positivo. A reacdo seguiu as seguintes etapas:
2,5uL de Buffer PCR 10x; 2,0uL DNTPs 2,5mM; 1,25uL do Primer Forward 10uM,;
1,25uL do Primer Reverse 10uM; 0,2uL Tag DNA polimerase 5U/uL; 12,8uL de agua
miliQ e 5uL de cDNA, com volume final de 25uL. Para a PCR foi utilizado o
termociclador (Veriti- Applied Biosystems), com o protocolo de ciclo seguinte: 95°C
por 2 minutos (etapa Unica); 94°C por 1 minuto, 52,5°C por 1 minuto e 72°C por 30

segundos em 35 ciclos; uma fase final de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Apos a PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 2% para

visualizagao dos produtos amplificados na reacgao.

4.6.6 gPCR
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As amplificacbes por PCR em tempo real foram efetuadas utilizando-se
80ng/ul de cDNA adicionado a uma reacao contendo 10 pl de PowerUp SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems), 2ul dos primers (Forward e Reverse) 100 nM em
uma solugdo com volume final de 20pul, cada amostra em triplicata biologica e mais
duas replicatas técnicas. As condicbes de ciclagem ocorreram conforme a
padronizacdo de cada primer. Sendo utilizados os primers (B-actina, PGC1a, TFAM,
NRF1 e MEF2, descritos na tabela 2. Ap6s a reacdo de gPCR em sistema
StepOnePlus™ System (Applied Biosystems), o valor Cq (Cicle Quantification) de
cada amostra foi calculado em software Step One (Applied Biosystems). A média dos
valores Cg das triplicatas para cada amostra foram utilizadas para a analise da

expressao relativa de mRNA, usando o gene [3-actina como alvo de referéncia.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados na rea¢cédo de PCR, B-actina, PGC1a, TFAM, NRF1 e
MEF2.

Primer Sequéncia
Forward 5’- CCTCTATGCCAACACAGTGC-3’

B-actina Reverse 5- CATCGTACTCCTGCTTGCTG-3’
PGC1a Forward 5-GCAGCCAAGACTCTGTATGGA-3'
Reverse 5-CCAGTGTCTCTGTGAGGACC-3’
. Forward 5-GTGATCTCATCCGTCGCAGT-3
Reverse 5- CAGATGCACGCACAGTCTTG-3’
\REL Forward 5-CCTCTGGGCTGTTGTGAA TTA-3'
Reverse 5-CTACTGCCAGAAGGACTGAAAG-3'
- Forward 5-TGAGGTAGGGAGAGGAGATAGA-3'

Reverse 5’-CGTGAGAGAGCCACAGTTTAAT-3’

4.7 Andlise estatistica

Para andlise dos dados, a distribuicdo de normalidade foi verificada pelo teste
Shapiro-Wilk. Os dados dos parametros bioquimicos e morfométricos sdo expressos
como média + desvio padrdo. Para verificar as diferencas entre o grupo controle e os
grupos experimentais das variaveis gordura abdominal, glicemia, perfil lipidico, ganho
de massa corporal, foi utilizado o teste de ANOVA com pos teste de Dunnet. A
expressao génica de PGC1, MEF2, NRF2 e TFAM sé&o apresentadas como média e

desvio padrao. As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de ANOVA
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de um fator com poés teste de Tukey para as amostras com distribuicdo normal, e para
as amostras com distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste Kruskal-Wallis de um
fator com pos teste de Dunns. A associacao entre as variaveis foi testada como o teste
de correlacdo de Pearson, usando o software SPSS Statistic® (IBM Corporation,

Armonk, NY). O nivel de significancia foi de p<0,05.

5.0 Resultados

5.1 Efeito do exercicio fisico na expressao génica relativa

Na analise do efeito do exercicio fisico, os alvos PGC1a e MEF2
apresentaram aumento da expressdo génica no grupo controle exercitado (C-EF) em
relacdo aos demais, o NRF1 foi maior no grupo controle do que nos demais e a
expressdo do TFAM néo foi alterada pelo exercicio. O PGC1a foi mais expresso no
grupo C-EF em relagéo ao grupo controle (C) e ao grupo com DM2 sedentario (D). O
MEF2 apresentou aumento da expressao no grupo C-EF em relacdo aos grupos com
DM2 sedentario (D) e com DM2 exercitado (D-EF) (figura 8).
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Figura 8 Expressao génica diferencial mMRNA PGC1a (A), mMRNA TFAM (B), mRNA MEF2 (C), mRNA
NRF1 (D), no musculo gastrocnémio, controle exercitado (C-EF), com DM2 (D) e com DM2 exercitado



38

(D-EF) por PCR em tempo real usando cDNA.(A)* P= 0,004 C-EF em relacdo ao C e P= 0,002 C-EF
em relacéo ao grupo D; (C) #P= 0,003 C-EF em relagao ao D e P= 0,001 C-EF em relacéo ao grupo D-
EF; (D) T P=0,002 C-EF em relagéo ao grupo C, p=0,02 grupo D em relacédo ao C, P=0,003 C-EF em
relacdo ao grupo D-EF e p= 0,031 D em relagédo ao grupo D-EF.

5.2 Efeito do exercicio fisico nos parametros bioquimicos e morfométricos

Na tabela 3 sdo apresentadas as porcentagens de variagao dos indicadores
bioquimicos e morfométricos dos grupos controle exercitado (C-EF), com DM2 (D) e
com DM2 exercitado (D-EF) em relacdo ao grupo controle (C). Os valores plasmaticos
de triacilglicerol (TGL) e de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) reduziram
em torno de 40% nos grupos exercitados C-EF e D-EF em relac&o ao grupo controle,
paradoxalmente no grupo D houve uma reducéo de 18,97% dos niveis de TGL e VLDL
em comparagao ao grupo controle. Por outro lado, a lipoproteina de alta densidade
(HDL) apresentou aumento em 62,6% (C-EF) e em 43,36% (D-EF) quando comparado
ao grupo controle sedentario. A glicemia apresentou aumento nos grupos D e D-EF,
enquanto o grupo C-EF demonstrou reducéo de 3,79% no valor de glicemia em
relacdo ao grupo controle. O ganho de massa corporal foi maior nos grupos D e D-EF,
e reduziu no grupo C-EF em 3,79%. A gordura abdominal foi maior em todos os grupos
em relac&o ao controle, mas com um percentual muito maior nos grupos D e D-EF em

relacdo ao aumento da gordura no grupo C-EF.
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Tabela 3 — Efeito da dieta hiperlipidica e do exercicio fisico nos indicadores bioquimicos e
morfométricos nos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle (C). Grupo controle exercitado
(C-EF), com DM2 (D) e com DM2 exercitado (D-EF) com o grupo controle (C). Triacilglicerol (TGL),
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de alta densidade (HDL), glicemia, ganho
de massa corporal (GM) e gordura abdominal (GA)

C C-EF D D-EF
TGL 94,58+63,2 56,65+19,0 76,64+46,5 55,98+44,9
VLDL 18,92+12,6 11,33+3,8 15,3349,3 11,20+9,0
HDL 29,46+7,7% 47,90+14,1 32,90+12,5 42,23+11,3
Glicemia 137,6+10,7 132,42+9,6 164,82+59,4 164,70+19,3
GM 122,09+29,1" 110,46+35,5 164,55+49,5 170,80+84,5
GA 23,26+9,3* 24,71+7,3 36,52+14,2 35,31+12,3

# p=0,00lem comparacdo ao C-EF, p=0,022 em comparacdo ao D-EF; **p= 0,049 em
comparacéo ao D-EF, *p=0,010 em comparag¢éo ao D, p= 0,022 em compara¢éo ao D-EF.

O efeito da dieta e do exercicio fisico sobre as médias dos indicadores
bioguimicos e morfométricos € apresentado na tabela 4. A avaliacdo dos grupos
tratados em relagéo ao controle apresentou diferenca no HDL, no ganho de massa
corporal e na gordura abdominal. O HDL foi maior nos grupos exercitados (C-EF e D-
EF), enquanto o ganho de massa corporal foi maior no grupo D-EF e a gordura
abdominal foi maior nos grupos que receberam dieta hiperlipidica (D e DEF). Houve
diferenca na glicemia entre os grupos quando testada por ANOVA (P=0,032), porém
o teste de Dunnet ndo foi sensivel o suficiente para distinguir a diferenca entre os
grupos. As diferencas entre C versus D foi de p= 0,06 e do C versus D-EF foi de p=
0,07.

Foram observadas associacbes positivas entre variaveis bioquimicas,
morfométricas e moleculares, conforme apresentado na tabela 5. Houve associacao
positiva entre gordura e glicemia, ganho de massa e perfil lipidico (TGL, VLDL e HDL).
e 0 ganho de massa correlacionou-se positivamente com o TGL e VLDL. O HDL
demonstrou forte correlagdo com os fatores moleculares PGC1a e MEF2 e o PGC1a
correlacionou-se positivamente com MEF2. Em contrapartida, a relacéo entre NRF1 e

HDL foi negativa, assim como a associagao entre PGC1a e TFAM.



Tabela 4 - Associacdes entre as variaveis: Gordura abdominal, Glicemia, Triglicérides livres (TGL),
Lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), Lipoproteinas de densidade alta (HDL), Ganho de
massa corporal (GM), Coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1a),
Fator estimulante de midcitos 2 (MEF2), Fator nuclear respiratério 1 (NRF1) e Fator de transcrigédo

mitocondrial (TFAM).

Gordura  Glicemia TGL VLDL HDL GM PGC1a MEF2 NRF1 TFAM
0,109
Gordura 0,345* 0,488* 0,488* 0,337* 0,677* 0,072 -0,167 -0,285 0.522
P 0,024 0,001 0,001 0,027 0,000 0,689 0,406 0,406 '
Glicemia 0,243 0,243 0,095 0,184 -0,204 -0,248 -0,122 0,294
P 0,111 0,111 0,542 0,232 0,247 0,212 0,472 0,073
TGL 1,000 0,193 0,310* -0,014 -0,032 0,288 0,166
P 0,000 0,211 0,041 0,936 0,875 0,084 0,318
VLDL 0,193 0,310* -0,014 -0,032 0,288 0,166
P 0,211 0,041 0,936 0,875 0,084 0,318
HDL 0,113 0,642**  0,603** -0,365 -0,165
P 0,464 0,000 0,001 0,026 0,322
GM -0,020 -0,224 -0,172 0,089
P 0,909 0,261 0,308 0,509
PGC1a 0,804** -0,295 -0,524*
P 0,000 0,102 0,002
MEF2 -0,140 -0,244
P 0,486 0,231
NRF1 0,129
P 0,468
TFAM
p

Correlacéo de Pearson. *=P<0,05 **=P<0,01
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6.0 Discussao

Na presente pesquisa, a hipétese de reducdo da expressdo de genes
relacionados a biogénese e homeostasia mitocondrial ndo foi corroborada. Entretanto,
conseguimos demonstrar que o exercicio fisico foi eficiente em elevar os niveis de
HDL em ambos os grupos exercitados (C-EF e D-EF) (Tabela 3) e aumentou a
expressdo de PGC1l e de MEF2 (Figura 8) nos grupos alimentados com dieta
equilibrada para ratos e exercitados (C-EF), mas nado foi eficiente em produzir
resultados similares nos animais com DM2 exercitados (D-EF). Esses resultados
demonstram a importdncia da associacdo da dieta equilibrada e da préatica de
exercicio fisico na promocdo da salde e prevencdo de doencas metabdlicas. No
presente estudo, encontramos resultados condizentes com o DM2, tais como o
aumento da massa corporal e da gordura abdominal e alteracdes na glicemia (tabela
3), causados pela administracdo da dieta hiperlipidica associada a baixa dose de
estreptozotocina (25 mg/Kg de massa corpora do animal), conforme descrito em
outras pesquisas (BENITE-RIBEIRO et al., 2020; SANTOS et al., 2018). De fato, as
alteracdes bioquimicas e antropométricas descritas e que caracterizam o DM2 séo
niveis glicémicos e hemoglobina glicada elevados, acompanhados de variacées nos
parametros lipidicos, tais como TGL, LDL e colesterol total elevados. As alteracbes
antropométricas comuns sao, maior deposicdo de gordura central (abdominal) e
elevacdo da massa corporal caracterizada por sobrepeso e/ou obesidade (SBD,
2018).

Em relacéo ao efeito do exercicio fisico sobre as alteragbes anteriormente
descritas, nossos resultados demonstraram que o exercicio fisico por 6 semanas
amenizou a variacao do perfil lipidico de animais com DM2 elevando os niveis de HDL
(tabelas 3). Em condicdes fisioldégicas normais, o0 metabolismo dos lipideos ocorre por
acao da mitocondria na B-oxidacdo de acidos graxos, e a disfuncdo dessa organela
resulta em alteragbes metabdlicas que reduz a sensibilidade dos tecidos a insulina,
mantendo a hiperglicemia plasmatica e precedendo o DM2, entre outras doengas
metabodlicas (RAHMAN et al., 2017). O exercicio fisico beneficia a manutencédo da

saude e o controle glicEmico melhorando a sensibilidade a insulina (BARRES;
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ZIERATH, 2011), evitando o desenvolvimento da obesidade (BARRON-CABRERA et
al., 2019) e mantendo os niveis plasmaticos do perfil lipidico nos padrdes de
normalidade (CARTER et al., 2013).

Em pesquisa anterior do grupo, realizada com a mesma metodologia, foi
observado que o exercicio aerdbico também atenuou 0 aumento no ganho de massa
corporal, de gordura abdominal e promoveu aumento do HDL. Nas analises
multivariadas, na qual foram comparados os efeitos da dieta e do exercicio fisico
separadamente e depois a interacdo entre esses fatores, foi observado que o
exercicio fisico diminuiu o TGL e o VLDL dos animais dos grupos controle e com DM2
exercitados em relacéo aos grupos controle e DM2 sedentérios. Na investigacao sobre
os efeitos do DM2 e do EF na fungéo mitocondrial, os autores encontraram que o ROS
estava aumentado nos animais com DM2 sedentarios e com DM2 exercitados. O CytB
estava reduzido nos animais com DM2 sedentarios, mas ndo nos animais com DM2
exercitados. Assim, apesar de o EF ndo aumentar o CytB dos animais dos grupos
exercitados, o CytB dos animais com DM2 exercitados foi similar ao dos animais dos
grupos controle, demonstrando o efeito benéfico do EF na funcdo mitocondrial
(BENITE-RIBEIRO et al., 2020).

Vale ressaltar que o Cytb € um polipeptideo componente do complexo |l
envolvido na via de fosforilacdo oxidativa por meio da cadeia de transporte de elétrons
(ETC). Niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (ROS) geram danos no
DNA mitocondrial (mtDNA), diminuindo a transcricdo de CytB, prejudicando a via de
fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte de elétrons (SANTOS et al., 2018).
Adicionalmente, o sistema antioxidante pode ser desestabilizado pela disfuncéo
mitocondrial decorrente da ingestéo elevada de lipidios associados ao aumento de
massa corporal e do sedentarismo, gerando acumulo de ROS, envolvidos no processo
de resisténcia a insulina (FERREIRA et al., 2007; ZHANG; LIANG, 2018).

Em relagcédo ao efeito do EF na biogénese mitocondrial, no presente estudo,
observamos a influéncia do exercicio fisico nos animais alimentados com dieta
equilibrada (C-EF), mas ndo nos animais com DM2. Os animais do grupo C-EF
apresentaram aumento na expressao dos genes PGCla e MEF2 (figura 8), o que
demonstrou o efeito benéfico do exercicio fisico na biogénese mitocondrial associada

a alimentacao equilibrada, o que estad de acordo com a pesquisa de outros grupos
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(DEHGHANI et al., 2018a; JOSEPH; AYELESO; MUKWEVHO, 2017; LOCHMANN et
al., 2015; MASUZAWA et al., 2018).

Diversos estudos testaram o efeito do exercicio fisico na expressao de genes
e a influéncia nos mecanismos metabolicos subjacentes, mas grande parte desses
estudos avaliam o exercicio agudo em musculos estriado esquelético de contracéo
lenta e rapida (LOCHMANN et al.,, 2015; MASUZAWA et al., 2018). O estudo
OHSAWA et al., 2018 avaliou o exercicio crénico em musculo de contracdo rapida,
observando um aumento da atividade da enzima citrato sintase e do metabolismo
mitocondrial em protocolo de corrida por 4 semanas (OHSAWA et al., 2018). Porém,
h& necessidade de estudos que avaliem o exercicio crénico. Em 2018, DEHGHANI et
al., observaram o aumento da expressao de PGC1a em animais submetidos ao
exercicio crénico e agudo, com maior expressao no protocolo crénico ou agudo de
corrida em declive em comparagdo com 0 exercicio crénico de corrida em aclive
(DEHGHANI et al., 2018).

A regulacéo da biogénese e da homeostasia mitocondrial ocorre por meio da
sinalizacdo em cascata de fatores moleculares responsaveis pela génese de novas
organelas, o PGC1a modula vérias vias do metabolismo mitocondrial tendo como
promotor principal no masculo esquelético o MEF2. Em consequéncia a ativacdo do
PGC1a, proteinas e fatores que regulam a transcricdo mitocondrial, NRF1 e TFAM,
sao estimulados (SANTOS et al., 2015). O fator de transcricdo de miocitos 2 (MEF2)
€ um regulador chave do desenvolvimento muscular e um dos principais reguladores
da transcricado do PGC1a. A expressao de PGC1a por si s6 também é regulada por
PGCla por meio da sua interagcdo com MEF2 em seu proprio promotor por uma alga
de alimentacgdo direta (LIRA et al., 2010). O PGC1a parece ter sua atividade regulada
por modifica¢des pos-traducionais. A fosforilagdo, mediada por 5’AMP-proteina cinase
ativada (AMPK) e a desacetilagdo por SIRT1 (RINGHOLM et al., 2013; SCARPULLA,
2008, 2012) ativam o PGC1a.

Nossos dados mostraram associacdo positiva entre o HDL, aumentado nos
animais exercitados, e os fatores moleculares PGCla e MEF2, com expressao
evidenciada nos animais exercitados. Tal razado sugere que o aumento dos niveis de
HDL pode preceder o aumento da biogénese mitocondrial estimulado por maior tempo
de exercicio fisico, no caso de pacientes com DM2 a pratica constante do exercicio

fisico poderia favorecer a expressao génica relacionada biogénese mitocondrial.
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7.0 Conclusdes

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o exercicio fisico auxilia na
prevencdo do desenvolvimento do DM2, estimulando a expressdo dos fatores
relacionados a cascata da biogénese mitocondrial, como o PGC1a e MEF2. O DM2
nao reduziu a expressao dos genes relacionados a cascata da biogénese
mitocondrial, mas em resposta ao exercicio fisico crénico a melhora do perfil lipidico
observada pode atrasar o desenvolvimento da doenca precedendo estimulos da
expressao génica favoravel a biogénese e homeostasia mitocondrial. Além do mais, a
correlagao existente entre o HDL e 0o PGC1a e MEF2 nos grupos avaliados sugerem
gue o exercicio fisico pode influenciar na expressdo génica melhorando o quadro
clinico de pacientes com DM2. A avaliacdo de protocolos de exercicio cronico e a
modalidade executada, bem como o musculo recrutado, podem auxiliar no tratamento

do DM2 e retardo de condic¢es clinicas causadas por esta patologia.
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