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RESUMO

A epigenética ¢ definida como as mudangas reversiveis e herdaveis no genoma funcional
proveniente de fatores ambientais que ndo alteram a sequéncia de nucleotideos do DNA. Os
mecanismos epigenéticos, atuam regulando a expressao de genes promovendo a reprogramacao
do epigenoma. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se 0 consumo de uma dieta
rica em carboidratos simples e da associacdo com um treino aerdbico de natagdo com carga,
durante 18 semanas, seria capaz de induzir uma alteragcdo no contetido global de metilagdo e na
expressdo de sirtuinas no tecido pulmonar de ratos Wistar. Inicialmente, 40 ratos Wistar com
35 dias de idade foram divididos em quatro grupos: Sedentario dieta controle (SDC), sedentario
dieta rica em carboidratos (SDRC), treinado dieta controle (TDC) e treinado dieta rica em
carboidratos (TDRC), os animais fizeram uso da dieta e do treinamento e ap0s este periodo,
eutanasiados. Os resultados mostraram que em todos os grupos analisados, independente da
dieta consumida e do treinamento, a Sirtuina (Sirt2) foi o gene mais expresso, quando
comparada a expressao de Sirt 3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 e Sirt 7. Houve diferencga significativa no
contetido de 5-metilcitosina no tecido pulmao induzida pela SDRC ou pelo treinamento fisico
de natagdo (p<0,001). Pode-se observar também, que ndao houve diferengas estatisticas nos
niveis de expressdo de enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA (Dnmtl, Dnmt3a e
Dnmt3b) bem como, das expressdes das enzimas que demetildo o DNA (7et 2 e Tet 3). Analises
histologicas mostraram que, em todos os grupos avaliados, independente da dieta e do
treinamento, a presenca de processo inflamatorio no parénquima pulmonar, ndo compativel com
pulmao de ratos considerados com uma arquitetura pulmonar normal. Nao houve alteraciao na
expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo: Cat, MnSod, ZnSod, bem como de
citocinas inflamatorias: /L6 e Tnf, corroborando os resultados das analises histologicas. Foi
possivel detectar no tecido pulmonar que 30% dos animais dos grupos treinados apresentaram
PCR positivo para o gene rRNA 16S, enquanto que nos animais sedentarios esse percentual
subiu para 70%, sugerindo que o treino aerdbico de natacdo diminuiu a carga bacteriana
pulmonar. Em conjunto, os dados obtidos nos permitem concluir que a expressao génica dos
animais estd muito heterogénia dentro do mesmo grupo o que nao deixou evidente diferengas

estatisticas que nos permitissem sugerir mecanismos epigenéticos induzidos pelo ambiente.

Palavras-chave: Carboidratos simples; metilagdo do DNA; pulmao; sirtuinas; treinamento fisico.
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ABSTRACT

Epigenetics is defined as the reversible and inheritable changes in the functional genome arising
from environmental factors that do not alter the nucleotide sequence of DNA. The epigenetic
mechanisms act by regulating the expression of genes promoting the reprogramming of the
epigenome. Therefore, the objective of this work was to evaluate whether the consumption of
a diet rich in simple carbohydrates and the association with aerobic training of swimming with
load, during 18 weeks, would be able to induce a change in the global methylation content and
in the expression of sirtuins in the lung tissue of Wistar rats. Initially, 40 Wistar rats aged 35
days were divided into four groups: Sedentary control diet (SDC), sedentary carbohydrate diet
(SDRC), trained control diet (TDC) and trained carbohydrate diet (TDRC), animals made use
of diet and training and after this period, euthanized. The results showed that in all the groups
analyzed, regardless of the diet consumed and the training, Sirtuina (Sirt2) was the most
expressed gene, when compared to the expression of Sirt 3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 and Sirt 7. There
was a significant difference in 5-methylcytosine content in lung tissue induced by SDRC or by
swimming physical training (p <0.001). It can also be observed that there were no statistical
differences in the levels of expression of enzymes responsible for DNA methylation (Dnmtl,
Dnmt3a and Dnmt3b) as well as the expression of the enzymes that demethylate DNA (Tet 2
and Tet 3). Histological analyzes showed that, in all groups evaluated, regardless of diet and
training, the presence of an inflammatory process in the lung parenchyma, not compatible with
the lungs of rats considered to have a normal pulmonary architecture. There was no change in
the expression of genes related to oxidative stress: Cat, MnSod, ZnSod, as well as inflammatory
cytokines: IL6 and Tnf, corroborating the results of histological analyzes. It was possible to
detect in lung tissue that 30% of the animals in the trained groups had positive PCR for the 16S
rRNA gene, while in sedentary animals this percentage rose to 70%, suggesting that aerobic
swimming training decreased the pulmonary bacterial load. Taken together, the data obtained
allow us to conclude that the gene expression of animals is very heterogeneous within the same
group, which did not leave evident statistical differences that would allow us to suggest

epigenetic mechanisms induced by the environment.

Keywords: Simple carbohydrates; DNA methylation; lung; sirtuins; physical training.
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1. INTRODUCAO

A epigenética refere-se as alteracdes herdaveis da funcéo do gene que sdo produzidas
sem a modificacdo da sequéncia nucleotidica. Essas mudancas na expressdo génica podem afe-
tar uma célula, um tecido ou todo o organismo, podem persistir ao longo da vida e podem ser
transmitidas por varias geracfes, conhecida como heranca epigenética transgeracional. Uma
das formas pelas quais a metilagao exerce seus efeitos epigenéticos sobre a atividade génica ¢
pela ligagdo de grupos metila a citosinas de um gene especifico ou nas proximidades de um
gene especifico. Contudo, muitos dos efeitos da metilacdo sobre a expressao génica sao mais

indiretos (SZABO et al., 2018).

As Dnmts promovem e mantém a metilacdo nos genes sujeitos a regulacao epigenética.
Assim, quando os niveis de Dnmts estdo altos, esses genes tendem a ser desativados ou
silenciados. Por outro lado, baixos niveis de Dnmts e a consequente metilagao reduzida resulta

em maior expressdao dos mesmos genes (KITADA et al., 2019).

As histonas também sofrem alteracdes epigenéticas, na qual a acetilagdo tem sido a
alteracdo mais estudada. Foi demonstrado que a atividade das sirtuinas (membros da
nicotinamida adenina dinucleotideo-desacetilases dependentes) desempenha um papel
fundamental em processos relacionados, como expectativa de vida celular, extensdo
organizacional, homeostase da glicose e diferenciagcdo celular. Alguns processos patologicos
ligados a distirbios metabolicos ou envelhecimento podem estar relacionados a fungao
imunomoduladora da familia de sensores metabolicos. Dependendo do membro da familia
examinado e nas condigdes experimentais, as sirtuinas exibem propriedades pr6 ou anti-

inflamatorias (GALLI, VAN GOOL & LEO, 2011).

Numerosos estudos mostraram os multiplos papéis fisioldgicos das sirtuinas, incluindo
SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT6, na funcao celular, como metabolismo da glicose, fungdo mito-
condrial e resisténcia contra estresses celulares, incluindo estresse oxidativo e inflamagao. A
expressao de moléculas antienvelhecimento como sirtuinas demonstrou ser reduzido no pulmao
de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica. Embora pesquisas sobre o papel das
sirtuinas na inflamacao cronica estejam em um estagio muito inicial, evidéncias crescentes mos-

tram que NAD" e transcrigdo de SIRT e/ou niveis de proteina sdo persistentemente reduzidos
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em tecidos especificos durante um quadro de inflamagdo (RUTTEN et al., 2015). Diversos es-
tudos epidemiologicos demonstram que escolhas de estilo de vida como dieta saudével e niveis
recomendados de atividade fisica estdo associados a risco reduzido de muitas doengas cronicas,
incluindo as doencas cardiovasculares, diabetes e cancer. No entanto, ainda € pouco conhecido
como os comportamentos alimentares e estilo de vida induzem respostas ao nivel molecular.
Neste sentido, a hipotese de que comportamentos considerados como saudaveis tém impacto
no risco de desenvolver doengas por mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA vem
sendo investigado. Todavia, nenhum estudo examinou o impacto de uma intervengao no estilo
de vida, incluindo componentes da dieta e da atividade fisica no padrdo de metilagio do DNA

do pulmao (BARRON-CABRERA et al., 2019) .
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O epigenoma e a metilacdo do DNA

O conjunto de “marcas” epigenéticas em um determinado tipo celular constitui o seu
“Epigenoma”. O epigenoma na sua totalidade ird levar a um melhor entendimento de como a
funcdo do genoma ¢ regulada na saude e na doenga, e também como a expressao genética &
influenciada pela alimentacao e pelo ambiente. Passado a era do sequenciamento do genoma
humano (publicado em 2004), o esforgo atual tem sido depositado em cima do sequenciamento
do epigenoma, ou seja, na identificagdo de todas as citosinas metiladas ao longo do genoma

(MOREIRA et al., 2015).

Os genes eram considerados como a Unica forma pela qual as caracteristicas biologicas
poderiam ser transmitidas através de sucessivas geracdes. Entretanto, hoje existem varias
evidéncias moleculares da existéncia de uma heranga ndo genética. Estudos mostram que
variag0es ndo-genéticas adquiridas durante a vida de um organismo podem frequentemente ser
transmitidas para os descendentes; um fendomeno conhecido como heranca epigenética

(FANTAPPIE, 2013).

Mudangas no genoma sao vagarosas, através de mutacdes randomicas (ao acaso) e para
que um trago genético (ou fendtipo) se instale numa populagao, isso pode levar muito tempo.
O epigenoma, por outro lado, pode mudar rapidamente em resposta aos diversos sinais que a
célula pode receber. Nesse sentido, através da heranca epigenética um organismo pode ajustar
a expressao génica de acordo com o ambiente onde vive, sem mudangas no seu genoma. Por
exemplo, experiéncias vividas pelos pais (dieta, maus tratos, tratamento hormonal) podem ser

transmitidas para as geragdes futuras (STRAHL & ALLIS 2000).

Os mecanismos de modificagdes epigenéticas incluem a metilacio do DNA, diferentes
modifica¢des ndo hereditarias de histonas e a regulacdo de RNAs ndo codificantes. A atividade
génica ¢ condicionada pela estrutura da cromatina, e o estado permissivo de eucromatina ou
restritivo de heterocromatina ¢ mediado por proteinas de remodelagdo da cromatina, metilagao

do DNA e vérias alteragdes nas histonas. Em conjunto, esses mecanismos atuam regulando a
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expressdo de genes promovendo a reprogramacdo do epigenoma (GARDNER et al. 2011)

(Figura 1).
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Figura 1: Os principais mecanismos de modificacdes epigenéticas. (1) Modificacdo de nucleosideos no DNA,

por metilagdo e hidroximetilagdo. (2) modificagdo pds-traducional da histona proteinas por metilagdo, acetilagdo,
ubiquitinagdo, SUMOilagdo, citrulinagdo e ADP-ribosilagdo. (3) Alteragdes na pequena expressdo de RNA ndo
codificante. Nucleosideo e modificagdes de histonas regulam a transcrigdo de genes modulando a conformagdo da
cromatina e o acesso a fatores de ligacdo ao DNA. Pequenos RNAs ndo codificantes (como microRNAs) regulam
a expressdo génica, promovendo a degradagdo do RNAm ou modulando traducdo de proteinas (Adaptado de

BARRES & ZIERATH, 2016).

A metilacdo do DNA envolve a transferéncia do grupo metil do S-adenosil-L-metionina
(SAM) para residuos de citosina (carbono 5) nos dinucleotideos CpG. Esta reacdo € catalisada
pelas DNA metiltransferases (Dnmts) e a hipermetilacdo destas regides CpG promove o silen-
ciamento transcricional decorrente do impedimento espacial da ligacéo de fatores de transcricdo
chaves a expressdo, resultando em cromatina condensada e, consequentemente, numa inativa-
cao génica. Ja um estado de hipometilacdo significa ativacdo da expressdo génica (FANTAP-
PIE, 2015).
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A adi¢do de um grupo metil a molécula de DNA leva ao silenciamento de diversos genes,
tendo um profundo impacto sobre a forma e a fungdo das células e organismos, sem alterar o
DNA correspondente. A metilagdo, e consequentemente o silenciamento de genes num
determinado periodo do ciclo ou do desenvolvimento celular ou em determinados tipos
celulares faz parte da estratégia evolutiva que culminou com o bom funcionamento celular
(conhecido por homeostase) e de um organismo sadio. Caso esse padrdo de metilagdo do DNA
seja alterado, por exemplo, por agentes quimicos afetando a atividade das metilases, um novo
padrao de metilagdo no DNA serd instalado, ativando ou inativando genes que deveriam
permanecer silenciados, podendo ter efeitos significativos na vida (e na satide) de um organismo.
Esse novo padrao epigenético serd passado para as geragdes futuras, o que caracteriza uma

“memoria epigenética” (ZHANG & XUE, 2017).

A formacao e manutencdo da metilacdo do DNA sdo realizadas sob a acdo das DNMTSs
que sdo compostos por trés isoformas (Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b) em humanos
(JURKOWSKA; JELTSCH, 2016). A Dnmt1 catalisa e mantém a metilacdo do DNA durante
a replicacdo; enquanto os Dnmt3a e Dnmt3b desempenham um papel importante no desenvol-

vimento embrionério, catalisando a metilacdo de novo (LISTER et al., 2009).

A desmetilacdo do DNA é realizada principalmente pela familia de proteinas Tets (en-
zima dez-onze translocase de DNA), que catalisam a conversdo de metilcitosina (5mC) a hi-
droximetilcitosina (5hmC). A conversdo em 5-metil-citosina do promotor normalmente leva a
repressdo da atividade transcricional (EGGER et al.2004; Geiman e Robertson 2002). O au-
mento da transcri¢ao pode ser resultado da presenca de 5-hidroximetilcitosina em regides pro-
motoras, indicando assim um papel na regulagdo da expressao genica (JANKE et al., 2015; WU

E ZHANG, 2017) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de metilacio, demetilacio e remetilacio do DNA. (a) Ciclo dinamico de demetilagdo e
remetilacdo do DNA. DNMT: DNA metiltransferase; SAM: S-adenosilmetionina; SmC de metilcitosina; ShmC
hidroximetilcitosina; 5fC 5-formilcitosina; 5caC carboxilcitosina; enzima de translocagdo TET dez-onze; TDG:
timina-DNA glicosilase; TDG/BER Reparo por excisdo de base mediada por TDG (b) metilagdo do DNA por
DNMTs (DEMURA & SAIJOH, 2017).

Além da metilagdo do DNA, a modificacdo da estrutura das histonas (proteinas
associadas a molécula de DNA e que determinam a intensidade da compactacao da cromatina)
também ¢ considerada importante no silenciamento de genes. Uma vez adicionada a radical
metila na citosina, ocorre a deacetilagdo das histonas, tornando a cromatina mais condensada
e, portanto, inacessivel aos processos de transcri¢do. As modificagcdes pos-traducionais nas
histonas incluem acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinagdo. A acetilagdo e a
fosforilacdo sdo reversiveis e os efeitos na transcri¢do de genes sdo mutuamente antagdnicos.
A metilacdo da histona ¢ realizada pela histona metil transferase (HMT), diferentemente do
silenciamento da expressdo génica causado pela metilagdo do DNA, a metilagdo da histona

pode ativar ou inibir a expressao génica (HE et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Integracdo de mecanismos regulatérios da cromatina em estudos epigendmicos. Principais
modificacdes de histonas envolvidas na ativagdo ou repressdo transcricional. Adaptado de Carey e Workman

(VIEIRA, 2018).

Histonas metiltrasferases (HMTs) sdo enzimas que adicionam grupos metil em residuos
de lisina e/ou arginina, enquanto as histonas demetilases (HDMs) sdo responsaveis por remové-
los. Por sua vez, histonas acetiltransferases (HATs) catalisam a adi¢do de grupos acetil as lisinas
e as histonas desacetilases (HDACS) os removem. As implica¢des para a transcricdo de muitas
modificagdes de histonas permanecem incertas, mas existem boas evidéncias de que a
desacetilacdo de histonas juntamente com a metilagdo de residuos de lisina na (H3K9) e da
(H3K27) estao associadas com o silenciamento da expressdo génica. Ao contrario, a acetilagdo
e demetilagdo de H3K9 e da H3K27 junto com a metilagdo de H3K4 estdo relacionadas a

transcri¢cdo ativa dos genes associados. (QAZI et al., 2018).

Dessa forma, as modificagdes no DNA e nas Histonas regulam a transcricdo génica
modulando a conformacdo da cromatina e o acesso dos fatores de transcricdo ao DNA, e em
conjunto com os RNAs ndo codificantes promovem o silenciamento ou estimulam a expressao

génica, dependente de fatores como a idade, o ambiente e o tecido (BARRES; ZIERATH, 2016).
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2.2 A Metilagdo do DNA no pulméo

E possivel que a epigenética seja em parte responsavel por alteragdes na expressio
génica que afeta o desenvolvimento de doengas. A regulacao epigenética aberrante, como hiper
e hipo-metilacdo em regides promotoras de genes especificos esta relacionada a uma ampla
variedade de doencas, incluindo cancer e doenca cardiovascular. Estudos demonstraram que

doengas fibrdticas levam a alteragdes epigenéticas no pulmao (BROWN et al., 2016).

Muitas doengas podem ter perfis especificos de metilacio no DNA. A frequéncia de
hipermetilacdo ¢ muito maior do que a das mutagdes genéticas, que igualmente a hipometilagao
do genoma estdo diretamente relacionadas a alteragdes causadas nas ilhas CpG (DO et al.,
2015). A metilacao da ilha CpG resultou na diminui¢do do gene supressor de tumor pl14ARF e
na super expressao do gene p53. Em pacientes com adenocarcinoma de pulmao pode ocorrer a

expressdao aumentada de pl14ARF (YAN, HERMAN & GUO, 2015).

Do ponto de vista epidemioldgico, existe uma possivel associagao entre estresse causado
por alteragdes ambientais ¢ um aumento da incidéncia de doengas pulmonares. O cancer ¢
certamente uma doenca humana na qual a associacdo com mecanismos epigenéticos ¢ melhor
compreendido. Em linhas gerais, o cancer esta associado a uma perda significativa de metilagao
global do DNA e com a hipermetilacdo especifica de loci, principalmente nas regides
promotoras (ilhas CpG) dos genes supressores de tumores. Estudos anteriores relataram a
ocorréncia de metilacdo do promotor em vérios genes de reparo do DNA em cancer de pulmao

(DO et al., 2015).

Um numero crescente de estudos vem demonstrando o papel dos mecanismos
epigenéticos, em particular a metilagdo do DNA, nos aspectos fisiologicos e patoldgicos,
funcdes das células pulmonares, como na doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e fungdo
pulmonar, disfun¢do vascular pulmonar, cancer de pulmao e infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis. A relagdo da metilagdo do DNA com a etiologia de doengas pulmonares pode estar
relacionada a associagdo de estresse cronico de restricao e perfil anormal de metilagdo do DNA
nas c¢lulas do pulmao, fornecendo assim evidéncias para apoiar a hipdtese de que a metilagao
do DNA possa ser uma ponte molecular que liga o estresse comportamental ao cancer de

pulmao (CHIDA et al., 2008).
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Além de observar como a epigenética afeta o desenvolvimento da doenga, hd uma
grande quantidade de potencial para o uso da epigenética como biomarcadores para o
desenvolvimento da doenga (HERCEG & VAISSIERE, 2011). Estudos relataram alteragdes no
status de metilacao de marcadores de metilagao global, coincidindo com aumento da inflamagao
e disfun¢@o endotelial (BIND et al., 2012). Além disso, a perda da metilagdo global do DNA
esta associada ao desenvolvimento de doencas cronicas (JONES & BAYLIN, 2007).

2.3 A familia das sirtuinas

As sirtuinas sdo uma familia de proteinas desacetilases evolutivamente conservadas em
procariontes e eucariontes, dependentes de NAD" que desempenham um papel no controle do
envelhecimento e da longevidade em diversos organismos (SATOH, IMAI & GUARENTE,
2017). Nos mamiferos, existem sete sirtuinas, denominadas Sirt1 a Sirt7. Elas estdo envolvidas
em uma variedade de processos e vias celulares com localizagao e alvos moleculares distintos
(DANG, 2014). Além de possuirem funcao desacetilase, as sirtuinas também evoluiram como
mono ADP ribosiltransferases, lipoamidases (Sirt4), desmalonilases e desuccinilases (Sirt 5)

(KELLY, 2010).

A familia das sirtuinas ¢ agrupada em quatro diferentes classes: a primeira classe das
proteinas Sirtuinas NAD" desacetilase, compreende as Sirtl, Sirt2 e Sirt3. A Sirtl tem sua
localizagdo no nucleo e no citoplasma, a Sirt2 ¢ uma proteina que tem sua localizagdo no
citoplasma e no nucleo, Sirt3 est4 localizada nas mitocondrias. A Sirt4 pertence a segunda classe
de proteinas e esta localizado nas mitocondrias. Sirt5 € um membro da classe 3 e estd localizada
nas mitocondrias. A quarta classe de sirtuinas compreende Sirt6 localizada no nucleo e Sirt7
localizado nos nucléolos (MEI et al., 2016). Essas enzimas desempenham importantes func¢des
nos processos fisiologicos, tais como reparo do DNA, regulacdo da transcri¢ao génica, resposta

ao estresse, metabolismo energético (SHAIKH, PRABHU & BHANDARY, 2018) (Figura 4).
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Figura 4: Membros da familia de sirtuinas nos mamiferos e sua localiza¢do. (SHAIKH, PRABHU & BHAN-
DARY, 2018)

As sirtuinas sdo reguladores importantes de uma ampla variedade de processos celulares
e fisiologicos, tais como proliferacdo celular, diferenciacdo, resposta ao stress, estabilidade do
genoma, sobrevivéncia celular, metabolismo e homeostasia energética e processo de envelhe-
cimento. Estas participam também na regulacdo de diversas doengas, tais como neoplasias, do-
encas inflamatdrias cronicas, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e doencas neurode-
generativas (SHAIKH, PRABHU & BHANDARY, 2018).

Estudos revelaram o envolvimento das sirtuinas em varios processos biologicos criticos,
incluindo o metabolismo celular, estabilidade genémica, ciclo celular, divisdo celular, diferen-
ciacdo e regulacéo transcricional e suas fun¢des na patogénese de uma variedade de doengas,
como doencgas metabdlicas, doencas neurodegenerativas, envelhecimento, doencas cardiovas-
culares, e cancer (GONG et al., 2018). Os processos fisioldgicos normais sao acompanhados
por alteragcdes em niveis e atividade de sirtuinas. Por exemplo, o ritmo circadiano é controlado
pela geracdo NAD™ e ativacdo e desativacdo ciclica de Sirtl e Sirté, podendo influenciar a in-
flamag&o croénica ou aguda (VACHHARAJANI et al., 2016).

As sirtuinas foram inicialmente investigadas como mediadores do aumento da vida Util

associado a restricao caldrica em leveduras; no entanto, recentes estudos indicam que elas estdo
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envolvidas em uma variedade de funcées, incluindo estabilidade gendmica, tumorigénese in-
flamac&o e doencgas metabdlicas. Estudos mostraram que a superexpressao da Sirt3 pode me-
Ihorar efetivamente lesdes pulmonares agudas induzidas por hipoxia em camundongos, indi-
cando uma aplicacéo para terapia genética baseada em Sirt3 para tratar a sindrome do descon-
forto respiratério (TIAN & ZHANG, 2018).

Estudos recentes sugeriram que a fibrose pulmonar pode ser causada pela aceleracéo de
mecanismos relacionados ao envelhecimento. As sirtuinas, particularmente Sirtl, Sirt3 e Sirt6
sdo mediadores bem conhecidos do envelhecimento. Envelhecimento é reconhecido como um
dos fatores de risco para deficiéncias metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina e T2DM.
Inflamacéo, desequilibrio redox e disfun¢do mitocondrial s&o intimamente relacionados ao en-
velhecimento e a doenca metabdlica. As sirtuinas regulam o metabolismo através da regulacéo
da inflamacéo, estresse oxidativo funcdo mitocondrial atraves de multiplos mecanismos, resul-
tando na melhoria da resisténcia a insulina e T2DM (WYMAN et al., 2017).

2.4 Expressao de sirtuinas no pulmao

Nos pulmoes, as sirtuinas também tem um importante papel na sua homeostase e estudos
demonstraram que a expressdo dessas enzimas ¢ diminuida nas células pulmonares de
individuos com doengas pulmonares cronicas. A Sirt/ estd associada a longevidade e sua
expressao parece estar diminuida nos pulmdes de pacientes com DPOC, inibindo a senescéncia
celular, inflamacao, autofagia, e atividade de metaloproteinases de matriz (RUTTEN et al.,

2015).

Ichikawa et al. observaram que a expressado do RNAm de Sirt/ nos pulmdes com
inflamacao estava diminuida quando comparados com os pulmdes de ratos controle, indicando
os efeitos anti-inflamatérios da Sirt/ e sua importancia na redugao da inflamagao e na produgao
de citocinas, uma vez que a expressao diminuida de Sir¢ laumentou a expressao dos niveis de

IL-6 (TANG et al., 2017).

Embora pesquisas sobre o papel da Sirt/ na inflamagao cronica no geral estejam em um
estagio muito inicial, evidéncias crescentes mostram que NAD™ e transcri¢do de Sirt e/ou niveis
de proteina sdo persistentemente reduzidos em tecidos especificos durante a inflamacdo. As
sirtuinas estdo diretamente relacionadas com processos inflamatérios no pulmao, ja que Sirt/ €
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identificada como regulador negativo da atividade de NF-xB. Vale ressaltar que a Sirt/ nao
apenas desativa a atividade NF-xB, mas desempenha um papel na modulac¢ao da expressao de
genes dependentes de NF-kB. Dessa forma, Sirt/ demonstrou proteger os pulmdes contra
resposta inflamatdria ao desequilibrio redox (YAO et al. 2012). Sirtl e Sirt6 compartilham
semelhancas funcionais consideraveis nos pulmdes e a expressdo diminuida dessas proteinas
estd associada ao desenvolvimento das doengas pulmonares cronicas. Sirt/ e Sirt6 regula a troca
metabolica da glicolise para oxidagdo de acidos graxos nos mondcitos durante a adaptacao a

inflamacao aguda.

A Sirt2 teve como primeiro substrato conhecido a a-tubulina. Esta regula diversas
funcdes celulares como a progressdo do ciclo celular, apoptose e a resposta ao stress
(LOMBARD et al., 2007). Estudos demonstraram que o Sirt2 desacetila uma variedade de
proteinas citoplasmaticas e nucleares ¢ ¢ um modulador essencial dos processos celulares,
incluindo ciclo celular, homeostase metabdlica, apoptose € mecanismos de defesa antioxidante.
Outros estudos também demonstraram que a Sirt2 reduz a inflamagdo. Nos pulmdes, os niveis
de Sirt2 sdo inibidos e tem como alvo certos genes apoptdticos como p53. A inibicao de Sirt2
promove a regulagdo de p53, bem como seu efeito na apoptose. Evidéncias crescentes mostram

que a regulagdo negativa de Sirt2 contribui para o cancer de pulmao (LEE et al., 2019).

A Sirt3 ¢ a principal desacetilase na matriz mitocondrial e desempenha um papel
fundamental no metabolismo energético e regulacdo redox (LOMBARD et al., 2007). Ao
contrario de Sirtl, a atividade do Sirt3 € suprimida durante a fibrose no pulmao. Estudos
reconheceram a Sirt3 como uma proteina anti-fibrética em fibrose e até provou que a atividade
de Sirt3 diminui durante a fibrose de 6rgdos, desempenhando um papel no dano mitocondrial
do DNA durante fibrose pulmonar. Um defeito nos niveis de Sir¢3, ndo apenas favorece o
desenvolvimento de fibrose no pulmao, mas também desempenha um papel crucial no aumento
de danos ao DNA mitocondrial, o que leva a apoptose. A Superexpressao de Sirt3 inibiu o
estresse oxidativo causado pela hipoxia em um modelo de camundongo. Evidéncia substancial
sugere que a Sirt3 possa ser direcionada para elucidar uma potencial abordagem terapéutica

para tratar distirbios respiratérios (LEE et al., 2019,).

A Sirt3 participa da regulacdo de diversas fungdes metabdlicas celulares tais como,
secrecdo de insulina e oxidacdo de 4cidos graxos. A deplecdo de Sirt4 promove o

desenvolvimento de hiperinsulinemia e neoplasia pulmonar (NASRIN et al., 2010).
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A Sirt5 tem atividade de desacetilase que atua na carbamoil fosfato sintase (CPS1) e
catalisa a etapa inicial do ciclo da ureia. (DU et al., 2011). As fun¢des da Sirt5 no metabolismo

pulmonar ainda nao estdo muito claras.

Sirt6 ¢ uma ADP-ribosiltransferase e recentemente foi demonstrado ser capaz de
remover o grupo acetil da lisina da cadeia pesada de 4cidos graxos de forma a regular a secre¢ao
do fator de necrose tumoral (7NF). A Sirt6 participa na regulacdo da transcri¢do, estabilidade
do genoma, metabolismo e no processo de envelhecimento (JIANG et al., 2013). Estudos
provaram que a Sirt6 € reconhecida como um mediador que promove fibrose, atraves da
regulagdo negativa das vias de sinalizagdo como TGF-f1/Smad3. O excesso de concentragdo
de Sirt6 € responsavel pela supressdo da senescéncia celular causada por TGF-B. Niveis
excessivos de Sirt6 nas células epiteliais do pulmé&o levam a uma elevagéo senescéncia celular,
bem como proliferacdo e apoptose no pulméo, além de suprimir a expressao de citocinas pro-
inflamatérias nos pulmdes. Sirtl e Sirt6 estdo envolvidas na regulacdo de citocinas pro-
inflamatorias, bem como na fibrose. A Sirt6 atua como promotor de senescéncia celular causada
por estresse (SHAIKH, PRABHU & BHANDARY, 2018).

A Sirt7 regula a atividade da RNA polimerase 1 e a biogénese ribossomica e o seu
bloqueio induz apoptose em células humanas (FORD et al., 2006). Estudos demonstram que
baixos niveis de Sirt7 sdo encontrados em pacientes com fibrose € o excesso de concentragdao
de Sirt7 inibiu as expressdes das vias de sinalizagdo Smad3, concluindo que os niveis da
expressdo de Sirt7 nos fibroblastos pulmonares sdo modulados pela expressao de Smad3 e
niveis reduzidos de Sirt7 em fibrose pulmonar promovem a regulacdo de fibroblastos

pulmonares (WYMAN et al., 2017).

2.5 A influéncia do meio-ambiente sobre as modificacOes epigenéticas

De acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS) a expectativa de vida humana
aumentou no século passado na maioria dos paises. Fatores ambientais como mudangas no
estilo de vida e melhorias na prestacdo de cuidados de satide sdo os principais contribuintes

para esse aumento na expectativa de vida de idosos.
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As condicGes ambientais podem afetar os mecanismos moleculares e o epigenoma ce-
lular para regular a expressdo génica e controlar o destino celular, o que pode eventualmente
contribuir para o agravamento ou alivio de o processo de envelhecimento. Por exemplo, o acu-
mulo progressivo de alteracGes epigenéticas associadas ao envelhecimento poderia levar a re-
gulacéo aberrante da expressdo génica, instabilidade metabolica, senescéncia de células-tronco
e/ou exaustdo e desequilibrio da homeostase tecidual, os quais contribuem ao envelhecimento
(ZHANG et al., 2020).

Os diversos tipos celulares respondem de acordo com o ambiente nutricional em que
estdo inseridos, pois 0 metabolismo energético se mantém interligado com a regulagdo da ex-
pressdo génica através dos mecanismos epigenéticos que sdo modulados por metabolitos celu-
lares. O metabolismo € o resultado de reacdes quimicas enzimaticas especificas que mantém a
homeostase celular frente aos modificantes ambientais, a exemplo, a diversidade nutricional a
que as células sdo expostas (ETCHEGARAY & MOSTOSLAVSKY, 2016; DE LUCA et al.,
2017) (Figura 5).
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Figura 5: Fatores que induzem alteraces epigenéticas durante a vida. (Adaptado de SZABO et al., 2018).
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Os nutrientes podem alterar o padrdo de transcri¢do génica por modificacdes epigenéti-
cas porque sdo capazes de alterar a disponibilidades dos substratos para as diferentes reac6es
envolvidas nos mecanismos epigenéticos, sugerindo que a intervencao nutricional se torna uma
possivel forma de “reprogramar” o epigenoma ¢ controlar a saude. Entretanto, considerando a
existéncia de um epigenoma tecido-especifico e de uma sensibilidade diferencial aos compo-
nentes nutricionais da dieta, uma maior compreensdo dos mecanismos responsaveis pela rela-
cdo entre dieta-epigenoma-satde permanecem por serem esclarecidos, bem como identificar
quais marcadores epigenéticos sdo mais susceptiveis a uma alimentacdo mal equilibrada (TE-
DESCHI, 2012).

Os efeitos do uso cronico de uma dieta rica em carboidratos simples associado a pratica
de treino aerobico de natagao podem ter um impacto no perfil de metilagdo do DNA das células
pulmonares de rato. Estudos tem demonstrado que o exercicio fisico tem um potencial para
modular as alteragdes provocadas pelo treino nas células pulmonares. Dados de um estudo
mostraram que o estresse causado por alteracdes ambientais induziu alteragdes no perfil de
metilagcao do DNA das células pulmonares de ratos e que isso pode ser modulado por exercicio

fisico (TOFFOLI et al., 2017).

Foi observado um perfil de metilagio do DNA global diminuido em ratos submetidos
ao estresse, causado por alteragdes ambientais, porém o exercicio demonstrou protecao das
células pulmonares contra essa hipometilagao relacionada ao estresse. A expressao aumentada
do gene Dnmtl foi evidenciada em células pulmonares de ratos submetidos ao estresse causado
por alteragdes ambientais, enquanto foi demonstrado que o exercicio protege as células

pulmonares deste efeito relacionado ao estresse (TOFFOLI et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6: Mecanismos epigenéticos de regulacio génica. O DNA ¢ envolvido em histonas, na qual complexos
modificadores remodelam a cromatina ¢ modificam histonas. As caudas de DNA e histonas sofrem modificagdes
pos-traducionais moldando a arquitetura da cromatina em um ambiente mais ou menos favoravel promovendo ou

inibindo a transcricao (Adaptado de TEDESCHI, 2012).

A atividade fisica regular também ¢é capaz de alterar o padrdo de transcricdo génica
através de modificacdes epigenéticas, que tem efeitos positivos diretos no metabolismo geral,
se tornando uma maneira de prevenir e tratar o risco de doencas como diabetes. O exercicio
aerobico ajuda a prevenir o diabetes, promovendo a hipometilagdo de genes como PPAR-y e
PGC-1a no musculo esquelético (SANTOS et al. 2014). Além disso, o exercicio causa
hipometilacdo do DNA dos genes que codificam GLUT4, aumentando assim a expressao de
GLUT4, contribuindo assim para a reducdo de hiperglicemia (Ntanasis-Stathopoulos et al.

2013).

A concentragdo de mRNA de PGCI-a, PPAR-60 e NRF-1 nas mitocondrias de células
musculares em ratos aumentou durante o exercicio aerobico (SEEBACHER e GLANVILLE,
2010). Entretanto, estudos intervencionistas de curto prazo em humanos ndo puderam replicar
os efeitos benéficos da atividade fisica. Apenas um exercicio aerdbico regular de seis meses

encontrou um aumento na metilagdo do DNA nos adipécitos (TRAVERS et al. 2013).
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O exercicio aerdbico induz adaptagdes musculares e alteracdes na expressao de genes e
proteinas contribuem para essas adaptacdes. Modificagdes epigenéticas podem ser subjacentes
a adaptacdo induzida pelo exercicio aerobico, que exerce um papel fundamental sobre a
metilacdo do DNA no musculo esquelético. Em seu estudo, Barres et al. 2016 demonstrou in
vivo (humanos) e ex vivo (ratos) que exercicio e contracdo, respectivamente, induzem a
diminui¢do na metilagdo do DNA promovendo o aumento de sua expressdo genética. Este
estudo sugere que o exercicio agudo aumenta a expressao de PGC/ por inibicdo da metilagao

do DNA na sua area promotora.

A expressdo génica de PGC-1a ¢é fortemente regulada quando alteragdes fenotipicas de
um 6rgdo requerem um aumento da produ¢do de ATP. Uma vez ativado, o PGC-/a coordena o
complexo e redes transcricionais especificas de tecido que mediam a plasticidade celular. Logo
apods sua descoberta, mecanismos epigenéticos tém sido associados a agdo do PGC-/a como
um coativador de transcricdo. Mais recentemente, alteragcdes epigenéticas foram identificadas
por controlar a expressdo génica de PGC-la em contextos fisioldgicos e patologicos

(KRAMER & HANDSCHIN, 2019) (Figura 7).
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Figura 7: Visdo geral das alteracdes epigenéticas no PGC-10 em um contexto patologico. Verificou-se que
um aumento da metilacdo do promotor PGC-1a ocorre em obesidade, diabetes, doenca gordurosa hepatica néo-
alcoolica (DHGNA) e doenca de Parkinson. Obesidade e diminui¢ao do dinucleotideo de flavina adenina (FAD)
levam a uma perda de acetilagdo da histona 3 e, portanto, a uma expressdo génica diminuida de PGC-la. A
exposicdo ao TNF ou FFA (4cidos graxos livres) leva a uma hipermetilagdo do promotor PGC-1a pela ativagao do

DNA metiltransferase 3b (DNMT3b) (KRAMER & HANDSCHIN, 2019) .
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Em fun¢do dos distrbios relacionados com quadros de inflamagao no pulmao, tem-se
investigado quais os mecanismos envolvidos na alteracdo desse 6rgdo. Neste contexto, as
alteragdes nos padroes epigenéticos tém sido associadas aos disturbios metabodlicos
relacionados a obesidade, sindrome metabdlica e asma que estdo vinculadas
epidemiologicamente e mecanicamente, ja que o excesso de gordura pressiona os pulmoes

(CHUN, 2015).

A obesidade esta freqiientemente relacionada a alteragdes na funcao pulmonar, secundarias
a altas necessidades ventilatorias, esfor¢o ventilatério elevado, ineficiéncia dos musculos
respiratorios e complacéncia pulmonar reduzida. Os efeitos da obesidade na fun¢do pulmonar
sao causados pela presenga de excesso de tecido adiposo no térax e no abdomen, exercendo

pressao no torax, diafragma e pulmoes, o que pode condicionar a redu¢ao do volume pulmonar

e comprometer as trocas gasosas (MEDAROV, STRACHAN & COHEN, 2005).

2.6 O desequilibrio redox nos pulmdes

Inflamacdo e desequilibrio redox sdo conhecidos como causas de danos nos
telomeros, passiveis de causar inflamacao, favorecendo um ciclo patogénico vicioso. Devido a
heterogeneidade da inflamagdo sist€émica, diversas associacdes significativas foram observadas
entre os marcadores de envelhecimento ¢ marcadores individuais de inflamacao sistémica e a
capacidade antioxidante. Em estudos com animais, um papel primordial da capacidade
antioxidante para o envelhecimento tem sido demonstrado pela expressdo do gene catalase

(RUTTEN et al., 2015).

Os pulmdes existem em um ambiente com alto teor de oxigénio. Sua grande area de
superficie e alto suprimento sangiiineo tornam os pulmoes suscetiveis a lesdes mediadas pelo
desequilibrio redox. Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas endogenamente e
exogenamente. Durante a exposicdo exdgena as EROs, gases ambientais, como aldeidos,
carbonilas, NO,, SO, CO e material particulado transportado pelo ar, assim como a fumaga do
cigarro, podem causar desequilibrio redox e desencadear respostas inflamatorias nos pulmoes.
Além disso, o comprometimento dos sistemas de defesa antioxidante em células epiteliais
pulmonares, macrofagos e outras células inflamatdrias pode levar a altos niveis de EROs

endogenos nos tecidos. (WANG et al., 2017).
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A disfungdo mitocondrial induzida por ERO e fragmentos danificados de DNA
mitocondrial (mtDNA) estdo envolvidos na patobiologia de varias doengas pulmonares
degenerativas, fibrose pulmonar e tumorigénese pulmonar. Esses achados implicam que os
antioxidantes podem desintoxicar os radicais livres e modular as reagdes redox de oxigénio para
aumentar a biossintese da glutationa (GSH), melhorar o remodelamento da cromatina e

diminuir a inflamagao pulmonar (RUTTEN et al., 2015).

A Sirt3 ¢ uma importante proteina mitocondrial que controla varios aspectos da funcao
mitocondrial por desacetilagdo de proteinas da matriz mitocondrial, incluindo antioxidantes
efetores e proteinas envolvidos na cadeia de transporte de elétrons, portanto, atuando como um
supressor de tumor, limitando a produ¢do de ERO. A Sirt3 ¢ importante para a fungdo
mitocondrial, limitando o estresse oxidativo e reduzindo a produ¢do de ERO, o que resulta em
uma diminui¢ao no potencial da membrana mitocondrial. Um estudo anterior demonstrou que
o Sirt3 melhorou a expressdo de certas proteinas antioxidantes, incluindo a superdxido
dismutase (SOD), enzima que catalisa a dismutacdo ou parti¢do do radical superdxido toxico
em oxigénio molecular comum ou peroxido de hidrogénio. Superdxido ¢ produzido como
subproduto do metabolismo do oxigénio e causa varios tipos de danos as células ou tecidos.
Assim, o SOD ¢ uma das principais defesas antioxidante em quase todas as células vivas

expostas (TIAN & ZHANG, 2018) (Figura 8).
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Figura 8: Modelo proposto para patogénese centrada em mitocondrias em doenc¢as pulmonares induzidas

por ERO. Espécies reativas de oxigénio (EROs), comumente de exposi¢do exodgena a fumaca e poluicdo do ar,
podem ser inaladas pelos pulmdes. O radical anion superdxido (O2¢) pode reagir com o NO para formar a molécula
de peroxinitrito altamente reativa (ONOO"). Na presenca de ions cloreto (C17) e brometo (Br’), os oxidantes muito
prejudiciais: acido hipocloroso (HCIO) e acido hipobromoso (HBrO) sdo gerados a partir da peroxidase de
hidrogénio (H20,). (1) Disfun¢@o mitocondrial induzida por EROs: quando a concentragdo de ROS aumenta na
mitocOndria, o complexo de transferéncia de cadeia de elétrons (ETC) torna-se defeituoso ¢ leva a perda de
potencial de membrana mitocondrial ¢ a permeabilidade da membrana. (2) Resposta imune associada ao DNA
mitocondrial (mtDNA): fragmentos de mtDNA danificados sdo liberados da mitocondria. As particulas

imunogénicas podem recrutar varias células imunes, como macrofagos, células T TLR9" e neutréfilos, para a area

danificada para iniciar reagdes inflamatérias e imunologicas (Adaptado de LIU & CHEN, 2017).

As mitocondrias estdo criticamente envolvidas em doengas pulmonares dependentes de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como fibrose pulmonar, asbestose, doengas cronicas das
vias aéreas e cancer de pulmdo. O direcionamento do desequilibrio redox com agentes
antioxidantes, como moléculas de tiol, polifenois e superoxido dismutase (SOD), e a promogao
da biogénese mitocondrial devem ser considerados como novas estratégias para o tratamento
de doengas pulmonares que atualmente nao possuem opgoes terapéuticas efetivas (LIU &
CHEN, 2017). Estudos comprovaram que a pratica de natagdo fornece uma protecao
significativa contra o estresse oxidativo e aumenta as defesas antioxidantes protegendo o

individuo contra doengas (QIN et al., 2016).
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Desde 2008, o nosso grupo de pesquisa vem estudando o efeito de dietas ricas em
carboidratos simples no metabolismo de lipideos e carboidratos. Foi estabelecido um modelo
para avaliar os efeitos de uma dieta rica em carboidratos simples, em associacdo com o
treinamento de endurance, sobre a distribuicdo dos depositos adiposos retroperitoneal (TAR),
inguinal (TAI) e marrom (TAM) e sobre niveis plasmaticos de leptina, insulina e dcidos graxos
nao-esterificados (NEFAs), bem como a expressao relativa de Ucpl no TAM, e leptina e seu
receptor no TAR. Foram observadas altera¢des na adiposidade corporal induzida pela dieta,
bem como o treinamento fisico ndo impediu o desenvolvimento do tecido adiposo em animais

alimentados com a dieta rica em carboidratos simples (DE QUEIROZ et al., 2014).

Outro estudo também realizado em nosso laboratério mostrou que o treinamento
aerdbico de natagdo pode reverter os efeitos do ganho de massa corporea e aumento dos indices
de adiposidade provocado pela dieta rica em carboidratos simples em ratos wistar alimentados
no periodo de quatro e oito semanas, sendo que o treino pode apresentar uma relagao direta no
controle epigenético no tecido adiposo do animal como a downregulation dos RNAm das Sirt

3 e Sirt 5 (SANTOS, 2018) (Figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de neutrofilia exercido pelo tecido adiposo no pulmio. O excesso de tecido adiposo no
interior da cavidade abdominal promove um aumento da pressdo intra-abdominal que provoca um alongamento
excessivo do diafragma, conduzindo a uma elevacdo do mesmo e, por sua vez, a uma diminui¢do da eficacia do
musculo. Este fendmeno € responsavel pela compressdo do parénquima pulmonar, especialmente nas bases do
pulmdo (QUAIL et al., 2017).
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Estudos comprovam que a fun¢do pulmonar prejudicada estd associada a componentes
individuais da sindrome metabolica (dislipidemia, hiperglicemia de jejum, obesidade
abdominal, hipertensdo). A obesidade, sindrome metabdlica e asma estdo vinculadas
epidemiologicamente ¢ mecanicamente ao excesso de gordura que pressiona os pulmoes. Nas
proximas duas décadas, prevé-se que a propor¢ao de mortes e incapacidades decorrentes de
doencgas pulmonares cronicas aumente significativamente, mas poucos avangos foram feitos

para tratar efetivamente a maioria das doencas pulmonares (BAFFI et al., 2016).

Como a obesidade pode estar relacionada a doengas pulmonares e foi verificada a
influéncia da dieta e exercicio no padrao de metilagdo e expressao de sirtuinas no tecido adiposo.
A hipédtese do nosso trabalho foi que essas variaveis também poderiam promover alteragdes

epigenéticas no tecido pulmonar, favorecendo o surgimento de doengas.
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4. OBJETIVO

Avaliar possiveis alteragdes epigenéticas e a expressdao de sirtuinas no pulmao de ratos
Wistar alimentados com dieta rica em carboidratos simples e submetidos ao treinamento de

natacao.

4.1 Objetivos Especificos

v Avaliar o efeito da dieta e interacdo treinamento/sedentarismo sobre 0s niveis de ex-

pressao de sirtuinas no pulmao dos animais;

v Auvaliar as expressdes de metilases e demetilases no pulmao dos animais, bem como a

metilacdo global nesse 6rgao;

v Avaliar o efeito da dieta e interacdo treinamento/sedentarismo na histologia pulmonar

dos animais;

v Avaliar a expressdo das enzimas antioxidantes Superoxido dismutase (SOD) e Catalase

(Cat) no pulméo dos animais

v Auvaliar a expressdo de citocinas inflamatorias TNF e IL-6 no pulméo dos animais;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho Experimental

Ratos machos da linhagem Wistar recém-desmamados ao completarem 35 dias e com
massa corporal entre 40 e 65g, foram divididos em quatro grupos: 1) ratos sedentarios alimen-
tados com uma dieta controle (SDC, N = 10); 2) ratos sedentarios alimentados com uma dieta
rica em carboidratos simples (SDRC, N = 10); 3) ratos treinados alimentados com uma dieta
controle (TDC, N = 10); 4) ratos treinados alimentados com uma dieta rica em carboidratos
simples (TDRC, N =10). O total de 40 animais provenientes do Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da UFOP foi alojado em gaiolas coletivas, ndo excedendo cinco animais por gaiola, sob
condicdes de luz (12/12h) e temperatura (24,0 £ 2,0 °C) controladas, com &gua e dietas forne-
cidas. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de Etica em Cui-
dados de Animais Experimentais. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob o protocolo n° 2016/26. Os pul-
mdes dos ratos Wistar foram cedidos gentilmente pela mestranda Deborah Campos do Labora-

torio de Bioguimica e Biologia Molecular da UFOP (Figura 10).

Ratos Wistar recém
desmamados

(35 dias)

Dieta controle e treinado Dieta controle e sedentdrio Dieta rica em carboidratos Eitsie it e el el e g

(n=10) (n=10) simples e treinado (n=10)

simples e sedentario
(n=10)

Figura 10: Modelo esquematico da distribuicio dos ratos Wistar machos com 35 dias de vida em quatro

diferentes grupos.
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Os animais dos grupos controles (SDC e TDC) foram alimentados com ragdo comercial
para ratos (Nuvilab CR-1, Colombo, Brasil), (Tabela 1), enquanto que, os animais dos grupos
experimentais (SDRC e TDRC) foram alimentados com uma dieta rica em carboidratos simples,
porém isocaldrica composta por 40,45% de racdo comercial (Nuvilab CR1, Colombo, Brasil),
8,58% de acucar, 40,45% de leite condensado e 10,52% de 4agua (Tabela 2) durante o periodo

de 18 semanas.

Tabela 1: Composicao basica da racao Nuvilab CR-1. Dieta Controle Nuvilab

Composi¢io Unidade Dieta Controle
Nutricional (Nuvilab CR-1)
Calorias Kcal/100 g 308,52
Carboidratos g/100g 44,08
Cinzas g/100g 6,87
Fibra bruta g/100g 11,43
Gordura Total g/100g 5,06
Proteina g/100g 21,67
Umidade g/100g 10,89

Os calculos nutricionais foram baseados em analises bromatologicas de ambas as ragées. Ragao para ratos
(Nuvilab CR-1, Colombo, Brasil) e ragéo rica em carboidratos simples.
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Tabela 2: Composicao basica da dieta. Dieta Rica em Carboidratos Simples

Dieta Rica em

Composicao Unidade Carboidratos
Nutricional Simples
Calorias Kcal/100 g 286,36
Carboidratos g/100g 47,86
Cinzas g/100g 3,63
Fibra bruta g/100g 5,08
Gordura Total g/100g 4,85
Proteina g/100g 12,81
Umidade g/100g 25,77

Os célculos nutricionais foram baseados em analises bromatol6gicas de ambas as rag6es. Racao para ratos
(Nuvilab CR-1, Colombo, Brasil) e racao rica em carboidratos simples.

5.2 Treinamento aerdbico de natacdo com carga de trabalho

Durante o periodo de 18 semanas os animais foram treinados em piscina de azulejo do
Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, em agua morna na
temperatura de 30 £ 2°C. O treinamento fisico regular comecou com um periodo de adaptagdo
(uma semana) os ratos nadaram sem sobrecarga por 15 minutos no primeiro dia, 30 minutos no
segundo, 45 minutos no terceiro, 60 minutos no quarto € 60 minutos no quinto e tltimo dia de
adaptacdo. A partir da 2* semana, os animais foram submetidos as cargas equivalentes ao peso
corporal. Esta carga foi acrescida de 0,5% semanalmente até atingir 3% do peso corporal. As
cargas foram confeccionadas com fio de solda e foram adicionadas a cauda do animal para
realizacdo do treinamento. Os animais foram submetidos a uma hora por dia de treinamento de

natacdo em tanques coletivos, durante cinco dias consecutivos da semana. Para evitar a

40



diminui¢do da temperatura corporal, ap6s cada sessdo de natacdo, os ratos foram secados

individualmente (CARMO et al., 2017) (Tabela 3).

Tabela 3: Esquema de sobrecarga de peso durante o treinamento fisico de natacio por 18

semanas.
Gropos (TDC e TDRC)
Acréscimo de carga (% em relacio 3 massa corporal)
" Semana Temp-:- pOT Sessdo Carga

I"{adaptacio) CIescerie 1o min — ou nin %%

22 &0 min 0.5%
32 &0 min 124

432 B0 min 1.5%
52 B0 min 204

g2 B0 min 2.5%
T%als G0 min 3%

TDC - treinado dieta controle, TDRC - treinado dieta rica em carboidratos simples.

5.3 Analises histologicas

Fragmentos de pulmao, fixados em solucdo de Metanol 80%-DMSO 20% foram
processados rotineiramente e incluidos em blocos de parafina. Cortes histologicos de
aproximadamente 4pm de espessura obtidos através da microtomia foram submetidos a
coloragdao de hematoxilina e eosina. Os cortes histoldgicos foram visualizados utilizando-se
objetiva de 40X e 30 imagens aleatorias (drea de cada imagem/campo = 35.493,7um?) por
animal foram digitalizadas através da microcamera Leica MC170HD associada ao microscopio
Leica DM5000B no Laboratorio Multiusuarios de Microscopia do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatorio foi
avaliado através da quantificagdo dos nucleos celulares presentes nas imagens geradas (area
total avaliada = 1,06x10°um?) com o auxilio do software de analise e processamento de imagem

Leica QwinV3.
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5.4 Extracdo de gDNA

A extracdo de DNA gendmico do pulmao foi realizada utilizando-se o KIT Wizard
Genomics DNA purificacion (Promega), no qual 10mg de tecido foram macerados em
nitrogénio liquido em um gral de porcelana. Posteriormente, os macerados foram transferidos
para tubos tipo eppendorf e foram adicionados 600uL de Nuclei Lisys Solution refrigerada. Os
tubos foram entdo vigorosamente homogeneizados em vortex por um minuto ¢ incubados por
30 minutos a 65°C. Apos esse procedimento, foram adicionados 3uL. de RNAse Solution em
cada tubo homogeinizando com a ponteira e incubados por 30 minutos a 37°C. Em seguida, os
tubos permaneceram em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds esse procedimento foram
adicionados 200uL de Protein Precipitation Solution em cada amostra, seguido de
homogeneizagdo no vortex por um minuto e incubagdo por cinco minutos no gelo. As amostras
foram centrifugadas a 13000xg por quatro minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo com subsequente adigdo de 600uL de isopropanol, seguido de homogeneizagao por
inversdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13000xg por um minuto a 4°C. Apos
essa etapa o sobrenadante foi descartado por inversao do tubo e foram adicionados 600uL de
etanol 70% a temperatura ambiente e homogeneizados por inversdo. As amostras foram
centrifugadas a 13000xg por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram
deixados para secar a temperatura ambiente em fluxo laminar com luz normal até ndao haver
vestigios de alcool. O pellet de DNA foi ressuspendido em 50uL de dgua milli-q estéril. Apos
incubacdo a temperatura ambiente overnight, as amostras foram aquecidas a 37°C por 30
minutos e quantificadas através de um espectrofotometro compacto NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer® (ThermoFicher SCIENTIFIC) no qual também foi verificado o grau de
pureza pela relagdo 260/280. A qualidade do DNA gendmico extraido foi avaliada em gel de

agarose 0,6% (Figura 11). O DNA extraido foi armazenado a 4°C até seu uso.
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Figura 11: Analise da qualidade do gDNA em gel de agarose a 0,6%. 300ng de gDNA foram aplicados em um
gel de agarose, corados com brometo de etidio. A eletroforese ocorreu numa tensdo elétrica de 80 Volts por 30
minutos em tampao TBE 0,5X e fotodocumentada em transiluminador UV em comprimento de onda 302 a 312nm.
SDC: sedentario dieta controle; SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos simples; TDC: treinado dieta controle;

TDRC: treinado dieta rica em carboidratos simples.

5.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi diluido para uma concentragdo de 30ng/uL e incubado por 30
minutos a 37°C. Para a preparacdo do mix foram utilizados 2,5uL do tampao; 0,75uL de MgCly;
0,5uL de dNTPs 1,0uL de primer; 0,5uL de Taq polimerase; 16,75uL de agua mili-q do KIT da
Thermofisher/Brasil e 3ul de DNA, a soma dos reagentes com a agua deve conter 25uL. Para
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram utilizados primers correspondentes a regiao
RNA ribossomal (RNAr) de procariotos: oito Forward (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG)
e 1392 Reverse (ACG GGC GGT GTG TGT AC) (GILL et al., 2006; LIN et al., 2013). A
amplificagdo foi obtida em termociclador programado para: uma vez 94° C por 5 minutos, 30
ciclos compostos por: 94° C por dois minutos / 50°C 30 segundos / 72° C por um minuto. Em
seguida, foi realizada uma etapa adicional de extensdao 72° C por nove minutos € uma vez 4° C
por tempo indeterminado. Apos a PCR, foi realizada a eletroforese, na qual 1 a 3 pL (300ng)
de gDNA foram aplicados em um gel de agarose 1,2% contendo brometo de etidio. A
eletroforese ocorreu numa tensao elétrica de 80 Volts por 30 minutos em tampao TBE 0,5X
(BAG et al., 2016; SAMBROOK, JOSEPH & MANIATIS, 1987) ¢ fotodocumentada em

transiluminador UV comprimento de onda 302 a 312nm.
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5.6 Quantificagdo da metilacéo global do DNA no pulmé&o por Imunoensaio Enzi-
matico (ELISA) dos animais no periodo de 18 semanas

O ensaio de quantificacdo de metilagdo do DNA foi realizado por meio do kit 5-mC
DNA ELISA (ZYMO RESEARCH), segundo as orientagdes do fabricante. Este ensaio foi
realizado em triplicata. Inicialmente foi preparada uma curva padrio contendo controles
positivos (DNA metilado) e controles negativos (DNA ndo metilado) e os valores de
absorbancia obtidos foram plotados versus a porcentagem de 5-metilcitosina de cada controle.
Os pontos da curva padrdo foram: 0%, 0,25%, 0,5%, 1%, 5% e 10% de metilagdo. As leituras
foram realizadas em 450nm no aparelho VICTOR™ X3 e para determinar as porcentagens de
5-metilcitosina para as amostras foi utilizada a equag@o derivada da regressdo logaritmica de

segunda ordem, obtida pela curva padrao y = 0,13511n (x) + 0,1608; R* = 0,979.

5.7 Analise da expressao génica
5.7.1 Extracédo de RNA

O RNA total foi extraido do pulmao utilizando Trizol® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil)
e cloroformio (Sigma-Aldrich) e foi purificado através do kit (SV Total RNA Isolation System
— Promega). Um homogeneizador tipo Politron foi utilizado para homogeneizar 60mg de tecido
com ImL de Trizol em trés pulsos por um minuto com intervalo de um minuto no gelo. O
homogenato permaneceu em incubagdo por 16 horas a 4°C. Apos esse periodo de incubacgio,
foi incubado a temperatura ambiente por cinco minutos e a ele foi adicionado 400uL de
cloroférmio. Essa mistura foi homogeneizada por um minuto com auxilio de um agitador tipo
vortex, seguido de uma incubag@o por 25 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
realizada centrifugacdo dos homogenatos a 12000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
aquoso foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf e foi adicionado novamente 400uL de
cloroférmio seguido de nova homogeneizagao em vortex e centrifugacao por dois minutos a
12000xg, 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e homogeneizado com 600uL
etanol 95% (Sigma ST. Louis, MO, USA) por inversao do tubo e, posteriormente foi transferido
para a coluna de retengdo de acidos nucleicos proveniente do kit. Posteriormente, o RNA foi
purificado com DNAse (Turbo DNase - Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as

instrugdes do kit, e entdo o mesmo foi quantificado através de um espectrofotdmetro compacto
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NanoDrop™ Lite Spectrophotometer® (ThermoFicher SCIENTIFIC), no qual também foi
verificado o grau de pureza pela relacdo 260/280. Razdes acima de 1,8 foram aceitas para a

sintese de cDNA. A qualidade do RNA foi avaliada por gel de agarose a 1,2% (Figura 12).

28S
18s

Figura 12: Gel de agarose 1,2% representativo da qualidade do RNA. 1 a 2 ug de RNA total foram
desnaturados e aplicados em um gel de agarose, em tampdo TBE e corados com brometo de etidio. SDC-sedentario
dieta controle, SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos simples TDC: treinado dieta controle; TDRC: treinado

dieta rica em carboidratos simples.

5.7.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado 1pug de RNA total e o kit High-Capacity cDNA RT-
Applied seguindo os protocolos do fabricante. A reagdo total foi adicionado 4gua livre de
nuclease (volume final 10uL), 2uL tampao RT 10x, 2uL. Random Primer 10x, 0,8pL dNTPs
25x e 1uL da enzima Multiscribe Reverse Transcriptase, em um volume final de 20pL. A reagao
foi incubada a 25°C por dez minutos, 37°C por 120 minutos, e apds esse periodo a enzima foi
inativada a 85°C por cinco minutos. As amostras foram armazenadas em -80°C para utiliza¢do

posterior.

5.7.3 Selecéo do controle enddgeno

A expressdo do gene normalizador deve ser constante entre as amostras analisadas e
com abundancia semelhante ao gene alvo. Para a escolha desse gene foi realizada a anélise dos
dados da expressdo gé€nica para quatro controles endogenos: Rplp2, Hprtl, Gapdh, rRNAI1SS e
Ppia. Os resultados foram analisados utilizando o software NormFinder, que estima a varia¢ao

na expressao dos genes. Quanto maior a estabilidade do gene, menor o valor gerado
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(ANDERSEN et al., 2004). O gene que apresentou menor variagdo foi o 7rRNA18S, porém tem
expressdo relativamente alta em relagdo aos alvos, por essa razdo, o gene normalizador que se

mostrou mais apropriado e que foi utilizado nesse trabalho foi o Ppia.

5.7.4 Andlise da expressdo génica pela técnica de PCR em tempo real (qRT-PCR)

A amplificacdo por PCR foi realizada utilizando o kit Promega Thermo Scientific
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix, que contém a enzima Taq DNA polimerase, dNTPs e
SYBR Green como corante intercalante. Para a rea¢do foram adicionados SuL de SYBR, 3uL
de primer, 0,1uL de CXR e 2ulL de cDNA (100ug). As amostras foram aplicadas em triplicata
na placa, utilizando o Ppia como gene normalizador, as sequéncias dos primers sdo apresentadas

na Tabela 4.

As reacdes foram submetidas as mesmas condi¢des de andlise e a quantificagdo génica
relativa foi determinada no aparelho 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) onde, a
intensidade do amplicon é comparada a referéncia passiva ROX. O resultado expresso em valor
de CT se refere ao nimero de ciclos de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atinja o

limiar de deteccao.

Os niveis de expressdo relativa foram calculados a partir do ACT relacionado ao gene
normalizador (Ppia), para detectar as alteragdes na expressdo génica nos grupos submetidos a
ingestdo de dieta rica em carboidratos simples e treinamento fisico de natagdo e os resultados

foram analisados. A tabela abaixo (Tabela 4) descreve os primers utilizados.
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Tabela 4: Sequencias dos primers Forward e Reverse utilizados para analise da expressao génica

Gene

Ppia

Sirtl

Sirt2

Sirt3

Sirt4

Sirt5

Sirt6

Sirt7

Dnmtl

Dnmt3a

Dnmt3b

Tet2

Tet3

Sequéncia

Forward: CAT GGA CAA GAT GCC AGG ACC
Reverse: ATG TGC CAG GGT GGT GAC TTC
Forward: GGT TGC AGG AAT CCAAAG G
Reverse: CCA CGA ACA GCTTCACAATC
Forward: CAC GAT GAG CTG GAT GAA AG
Reverse: CGG GCT TTACCA CAT TCT G
Forward: GGG TCC TTT GCT CTG AGT CC
Reverse: TCC ACC AGC CTTTCCACAC
Forward: TTG ATT TCA TCC GCA GTG
Reverse: CCC AAG TTT CTC CCA GTT
Forward: AAC GCA AAG CAC ATA GTC AT
Reverse: AGC AAA GGC CAG AGG AGT
Forward: GCC GTC TGG TCATTG TCA
Reverse: AGC CTT GGG TGC TAC TGG
Forward: AGC ACG GCA GCC TCT ATC
Reverse: AGG TCG GCA GCA CTC ACA
Forward: GAG CCC AGC CCA GAG TAT GC
Reverse: ATG GCA GAA GGA GGAACAG
Forward: CTG GCA AGG CTG TGG AGG TG
Reverse: GGT GGG GGT GGG GCA TAA GC
Forward: GCT GGT GGC TCT GGG TCT GT
Reverse: AGG GCG GCT GGG GAA GGT CT
Forward: CCC AGG AAA GCA CAG ACATAG
Reverse: AGC ACC ATT AGG CAT TAG CAC

Forward: TCA GCA ACA CCT TCATCA CAA

N de acesso ao GenBank

XM _024302576.1

XM_008772947.2

XM_006228676.3

XM_008759981.2

XR_595327.2

XM _006253802.2

XM _017594720.1

XM _017599391.1

NM_052254.3

XM_017594268.1

NM 001003959.1

XM 227694.8

XM _0006236793.3
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Reverse: TTT TCC TTG GGT GGT TTG TCA

MnSOD Forward: TGT GTC TGT GGG AGT CCA AG NC_000006.12
Reverse: AGG CGG CAATCT GTAAGC

ZnSOD Forward: ATA CAC AAG GCT GTACCACTG C XM 002.445.626
Reverse: CCT CTC TTC ATC CGC TGG AC

Cat Forward: ATT GCC GTC CGATTC TCC NC_005102.4
Reverse: CCA GTT ACC ATC TTC AGT GTA G

Inf Forward TGTGCCTCAGCCTCTTCTC M_10988
Reverse GAGCCATTTGGGAACTTCT

IL6 Forward: CCTGGAGTTGTGAAGAACAACT AF 005485

Reverse: GGAAGTTGGGGTAGGAAGGA

5.8 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6 for
Windows (Inc., San Diego, CA, USA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. As anélises dos dados ndo paramétricos com dois grupos foram realizadas pelo
teste de Mann-Whitney. As andlises dos dados ndo paramétricos com trés ou mais grupos foram
realizadas pelo teste de Krusklal wallis (pos-teste de Dunn). As anélises dos dados paramétricos
foram realizadas utilizando o teste estatistico two-way ANOVA, seguido do pos-teste

Bonferroni. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do uso prolongado de uma dieta rica em carboidratos simpes associado
a atividade fisica sobre os parametros bioquimicos e hematol6gicos

Fatores metabdlicos alterados (ureia, creatinina, colesterol) podem causar prejuizo no
funcionamento do sistema respiratorio. Para investigar possiveis alteragdes bioquimicas nos
animais avaliados em nosso grupo de pesquisa, ao final do experimento na 18* semana, durante
a eutanasia foram coletadas amostras de sangue e realizadas analises de diferentes metabolitos
no soro dos animais em experimentacdo. Os resultados foram obtidos durante o mestrado da

aluna Débora Campos Oliveira (OLIVEIRA, 2019) e os dados estdo afixados no Anexo 11.1.

A partir da andlise dos parametros bioquimicos e hematologicos foi verificado que a
dieta rica em carboidratos simples induziu uma reducdo nos niveis séricos de ureia nos grupos
SDRC e TDRC em relagdo ao grupo SDC, e um aumento nos niveis de triglicérides em relagdo
ao grupo TDC. A redugdo nos niveis de ureia pode estar relacionada a menor ingestdo de
proteinas, devido ao fato que a dieta rica em carboidratos simples contém menor contetido

proteico que a dieta controle.

Quanto ao perfil lipidico, o nivel sérico de triglicérides foi aumentado nos grupos que
consumiram a dieta rica em carboidratos simples. O treino aerdbico de natagdo nao foi capaz
de reverter este parametro. Para avaliar o estado de satde geral dos animais, foi realizada a
andlise hematoldgica, na qual foi observada uma diferenca significativa na contagem de
leucocitos da série branca do hemograma. Contudo estes dados ndo apresentam significancia
clinica, ja que ainda permanecem dentro da faixa de normalidade dos valores de referéncia

(OLIVEIRA, 2019). Tabela no anexo 11.2.

6.2 Andlise da expressao génica de sirtuinas no pulmao de ratos Wistar

Na ultima década, o estudo das sirtuinas fez um progresso notavel e ampliou o
conhecimento acerca destas moléculas. No entanto, a compreensao da biologia € mecanismos
de agdo das sirtuinas ainda estd longe de estar completo e muitas perguntas ainda necessitam
de respostas. Os dados atuais sugerem que estas proteinas sdo reguladas pela dieta e, por sua
vez, regulam multiplas facetas da fisiologia. Entretanto, ainda € necessario realizar mais estudos
para elucidar totalmente as suas funcdes e mecanismos nos diferentes tecidos (HARB & RENZ,

2015). Emergindo da pesquisa sobre as sirtuinas existe uma crescente compreensao de que elas
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fazem parte de um sistema de resposta bioldgica muito complexo, que influencia muitas outras
moléculas reguladoras e vias de sinalizacdo. Embora inicialmente identificadas como
desacetilases, sabe-se agora que as sirtuinas regulam uma variedade de atividades enzimaticas
e processos biologicos, incluindo envelhecimento, transcrigdo, apoptose, inflamagao e estresse

oxidativo (LEE et al., 2019).

Dados anteriores do nosso laboratorio mostraram que a composicao dietética modula a
expressao génica de sirtuinas relacionadas a adipogénese e ao metabolismo do tecido adiposo
retroperitoneal. A dieta rica em carboidratos simples reduziu a expressao de Sirt 1, 2, 6 € 7 nesse
tecido. O mesmo estudo também mostrou que o treino pode apresentar uma relagdo direta no
controle epigenético no tecido adiposo do animal como a downregulation dos RNAm das
sirtuinas 3 e 5 (SILVA, 2018). Quando foi investigado a expressdo de sirtuinas no tecido renal,
os resultados demonstraram que o treino aerdbico de natacdo com carga associado com a dieta
rica em carboidratos simples induziu uma modulacao positiva da expressao da Sirt3, Sirt4, Sirt5
e Sirt6. Ja a dieta rica em carboidratos simples induziu uma modulagio negativa sob a expressao

de Sirt2, Sirt3 e Sirt7 (OLIVEIRA, 2019).

Diante desses dados, o presente estudo teve como objetivo avaliar se o uso de uma dieta
1socaldrica rica em carboidratos simples associada ao treino de natagdo também poderiam
promover alteragdes epigenéticas no pulmao, investigando se as alteragdes metabdlicas

observadas eram governadas, pelo menos em parte, por mecanismo epigenético.

Nossos resultados demonstraram que dentro do grupo SDC o nivel de expressao da Sirt2
esta maior quando comparado ao nivel de expressao das Sirt4, Sirt5 e Sirt6. Por outro lado,
quando comparamos 0s niveis de expressao das Sirtuinas dos animais SDRC ocorreu uma mo-
dulacdo da expresséo, a expressao da Sirtl, Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 e Sirt7 foi menor quando
comparada a expressdo da Sirt2. Também foi observado que o nivel de expressao da Sirt 5 foi
menor quando comparado ao nivel de expressao das Sirtl, Sirt2, Sirt3 e Sirt7 nos animais do
grupo TDC. O nivel de expressdo da Sirt2 se mantéem aumentado quando comparado com a
expressao das Sirt4, Sirt5 e Sirt6 no grupo de animais TDRC. Além disso, a expressao das
sirtuinas no grupo SDRC foi menor quando comparada aos grupos SDC, TDC e TDRC e a
expressao da Sirt2 se manteve elevada quando comparada as demais sirtuinas analisadas, inde-

pendente da dieta e do treino. Também foi observado que o treinamento aerdbico de natacao
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induziu um aumento nos niveis de expressdo de Sirt2 nos grupos TDC eTDRC quando compa-

rados aos grupos SDC e SDRC. A Figura 13 apresenta os niveis de expressdo de mRNA das

sirtuinas 1-7 no pulmao.
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Figura 13: Perfil de expressio mRNA de sirtuinas (1-7) no pulméo dos animais de 18 semanas. Os dados

foram apresentados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA

Krusklal wallis (pos-teste de Dunn). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC: sedentario dieta

controle (N=7 animais); TDC: treinado dieta controle (N=7 animais); SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos

simples (N=7 animais); TDRC: treinado dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais).
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Os dados obtidos sdo corroborados pelos descritos por Lee et al., 2019 que utilizando
um modelo murino de inflamagdo alérgica das vias aéreas demonstraram que a expressao de
Sirt2 regula a inflamacdo eosinofilica em resposta ao desafio de alérgenos e que, a
superexpressao ou inibi¢ao de Sirt2 regula a expressdo de CCL17 e o recrutamento de
monocitos € macrdfagos nas vias acéreas apds a sensibilizagdo e o desafio de alérgenos.
Curiosamente, esse efeito parece ser especifico do tecido pulmao, uma vez que neste trabalho
Lee et al., 2019 nao observaram diferenga na expressao da isoforma Sirt2 3/5 nos macrofagos
peritoneais ou derivados da medula 6ssea apos a estimulagdo da IL-4 e que a inibi¢ao
farmacoldgica de Sirt2, reduziu o recrutamento celular, diminuindo a expressdao de CCL17 e a
expressdo de marcadores de macrofagos alternativamente ativados. Por outro lado, a
superexpressdo de Sirt2 usando quimeras da medula éssea ou transferéncia adotiva de
macrofagos pulmonares levou a uma resposta alérgica exacerbada, com produgao elevada de

CCLI17 e hiperplasia celular aumentada (LEE, Y. G. et al 2019).

Viarios estudos demosntram que a Sirt2, ¢ uma moduladora chave dos processos de
sinalizacdo celular envolvidos na regulacdo homeostatica, divisdo celular, morte celular e
producao de mecanismos de defesa. Também foi demonstrado anteriormente que o inibidor da
sirtuina pan-classe I, o sirtinol, foi eficaz na reversao da inflamacao alérgica no modelo murino
de exposi¢do ao OVA (WIOLETA, K et al 2016). Em conjunto os dados sugerem que a up-
regulation na expressdo somente de Sirt2 no modelo experimental em estudo poderia ser um

indicativo de inflamagao no tecido pulmonar (HARB , H et al 2015).

6.3 Avaliacao do perfil de metilacio do DNA do pulméao

6.3.1Expressdo de metilases do DNA

Os resultados apresentados na figura 14 mostram que ndo houve diferenga estatistica
quanto a expressdo relativa das metilases do DNA avaliadas nos animais pertencentes aos
grupos sedentarios independente da dieta na qual foram alimentados. Esse resultado também
foi observado nos animais alimentados com a dieta controle submetidos ao treinamento
aerobico de natagdo. Entretanto pode-se observar que no grupo TDRC houve uma diferenga
entre a expressdo de Dnmt3a quando comparada a expressdo de Dnmt3b (Figura 14).
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Figura 14: Perfil de expressio mRNA de metilases no pulmao dos animais de 18 semanas. Os dados sdo

expressos como média + desvio padrao. As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA Krusklal

wallis (pés-teste Dunn). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC: sedentario dieta controle (N=7

animais); TDC: treinado dieta controle (N=7 animais); SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos simples (N=7

animais); TDRC: treinado dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais).
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6.3.2 Expressdo de demetilases do DNA

O resultado da figura 15 referente ao nivel de expressao das enzimas demetilases do
DNA, demonstrou que nao houve diferenca significativa das enzimas 7et2 e Tet3 nos grupos de

animais sedentarios e treinados independente da dieta consumida (Figura 15).
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Figura 15: Perfil de expressio mRNA de demetilases no pulméo dos animais de 18 semanas. Os dados foram
apresentados como média + desvio padrao. As analises estatisticas foram realizadas através do teste Mann-Whitney.
Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC: sedentario dieta controle (N=7 animais); TDC: treinado
dieta controle (N=7 animais); SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais); TDRC:

treinado dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais).
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Para estimar se as variaveis do uso prolongado da dieta e atividade fisica induziam
alteracdo no percentual de SmetC, foi calculada a razdo entre as somas de Dnmt3a, Dnmt3b e
Dnmtle a soma de Tet2 e Tet3, (Figura 16). Os resultados mostram que nao houve diferenga
significativa entre os grupos, sugerindo que nao ha prevaléncia de um desses mecanismos.
Esses dados foram corroborados com os resultados mostrados pela figura 17 onde se pode
observar que ndo houve diferencas no perfil do contetido global de metilagio do DNA entre os

grupos estudados.
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Figura 16: Razao entre as expressdes de metilases e desmetilases no pulméo dos animais de 18 semanas. Os
dados sdo expressos como média = desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA
two-way (pos teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. DC: dieta controle

(N=10animais); DRCS: dieta rica em carboidratos simples (N=10animais).
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6.3.3 Conteldo global de metilacédo do DNA

A figura 17 mostra que ndo houve diferenca significativa na porcentagem de 5-
metilcitosina induzida pela dieta rica em carboidratos simples ou pelo treinamento fisico de

nata¢do no periodo de 18 semanas (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem de 5-metilcitosina (5-mC) de DNA extraido do pulmio de ratos alimentados com a
dieta rica em carboidratos simples e submetidos ao treinamento fisico de natacio durante 18 semanas. Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA
two-way (poOs-teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. DC: dieta controle

(N=10animais); DRCS: dieta rica em carboidratos simples (N=10animais).
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Dados do nosso laboratério tem demonstrado uma alteracdo no perfil de metilagéo do
DNA tanto no tecido renal, quanto nos hepatocitos. Esses resultados levaram a hipétese de que
alteracdes na expressdo génica poderia ocorrer pela modificacdo do perfil de metilacdo do
DNA. A expressdo de mRNA de metilases e desmetilases no tecido renal, demonstrou que o
treino associado a dieta rica em carboidratos simples aumentou a expressao relativa de Dnmt3a,
Dnmt3b, Tet2 e Tet3. Ja 0 consumo da dieta rica em carboidratos simples em animais sedenté-
rios diminuiu a expressdo de Dnmtl e Dnmt3b. Estes resultados sugerem que o treino regular
de natacao atua prevenindo desenvolvimento de doengas. Contudo, a investigacdo da metilagcédo
dos promotores desses genes sera essencial para comprovar essa hipotese.

Na literatura ndo existe relato do efeito da associagdo de dieta e treino na expressao das
Dnmt e Tets no tecido pulmonar, além disso, em pesquisas anteriores do nosso laboratorio os
resultados obtidos mostraram que ndo houve alteragdo significativa na metilacdo global do
tecido adiposo retroperitoneal entre os grupos analisados. Também ndo foram observadas
alteragdes no padrdo de expressdo de Dnmts e Tets entre os grupos, bem como na relagdo
Dnmt/Tets. (SANTOS, 2018). Corroborando os dados demonstrados por Santos (2018), nossos
resultados ndo mostraram alteracdo significativa na metilagao global do pulmao entre os grupos,
como, também ndo foram observadas alteracdes no padrao de expressao de Dnmts e Tets entre
0s grupos, bem como na relacdo Dnmt/Tets. Apesar disso pode-se observar que houve um efeito
da dieta rica em carboidratos simples, ja que os niveis de expressao de Dnmt3a € maior quando
comparada a expressdo de Dnmt3b, nos animais submetidos ao treinamento aerdbico de natagao.
Sugerindo uma diferenga na acdo das metilases, responsaveis pela metilagao de novo, no DNA
das células pulmonares dos animais. Entretanto, serd necessaria uma investigagao para verificar
se isso teria algum impacto na metilacao de novo. Esses resultados sugerem que o mecanismo
epigenético de metilagio do DNA ndo tem um papel importante na alteragdo dos perfis de
expressdo dos genes no pulmao, ou seja, ndo hd uma prevaléncia entre os mecanismos de

metilagdo de novo e de manutencgao.
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6.4 Analise de parametros morfoldgicos no pulméao dos animais

As analises morfoldgicas das imagens no pulmao dos animais demonstraram inflamagao
em todos os animais, independente da dieta e do treino. Houve diferenca significativa no
numero de nucleos de células inflamatorias entre os grupos analisados quando comparados o
numero de células presentes no parénquima e estroma do pulmao de animais compativel com o
aspecto histologico normal, contudo observarmos que havia graus diferentes de inflamagao

entre os animais avaliados dentro do mesmo grupo (Figura 18).
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Figura 18: Numero de células inflamatérias no pulméio dos animais no periodo de 18 semanas. Os dados sdo
expressos como média & desvio padrao. As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way
(pos-teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentario dieta controle
(N=10animais), TDC - treinado dieta controle (N=10animais), SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos
simples (N=10animais), TDRC- treinado dieta rica em carboidratos simples (N=10animais). Cut-off representa o

numero de células presentes no parénquima e estroma do pulméo de animais compativel com o aspecto histologico

normal.

O processo inflamatorio € um dos mecanismos mais importantes para o inicio e
progressdo de uma doenga pulmonar. A inflamacdo é uma caracteristica comum das doengas
respiratorias crénicas como asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (HUFFNAGLE,
DICKSON & LUKACS, 2017). A infec¢ao € uma causa comum de granulomas pulmonares,

sendo micobactérias e fungos os organismos mais frequentemente encontrados nos granulomas
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pulmonares. A espécie micobacteriana causadora da infeccdo interfere diretamente na carga

bacteriana, no nimero e tamanho dos granulomas dos animais infectados (SILVA et al., 2010).

Diante dos resultados demonstrados, foi realizada uma nova analise morfologica inclu-
indo 5 animais de um outro grupo experimental com 12 semanas de vida na qual foram alimen-
tados com dieta controle e com pulm@es que possuem uma arquitetura pulmonar compativel
com parédmetros considerados normais, foram avaliados para se comparar a arquitetura pulmo-
nar com o0s animais do nosso estudo, tais animais foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra
Daniela Caldeira. Através dos resultados foi observada diferenca na quantidade de nacleos entre
0 grupo controle e os demais grupos. Nessa nova analise foi possivel observar a presenca de
granulomas no pulmao dos ratos que compde 0s quatro grupos desse trabalho (Figura 19).
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Figura 19: Avaliacdo quantitativa e qualitativa do processo inflamatério no pulmio de ratos Wistar
submetidos ou niio a dieta rica em carboidratos simples e ao treinamento fisico. Processo inflamatdrio
presente nos pulmdes dos grupos submetidos ou ndo a dieta rica em carboidratos e/ou a natagdo (d); Pulmao de
ratos Wistar com aspecto histoloégico compativel com a normalidade (a); Infiltrado inflamatério crénico
granulomatoso distribuido aleatoriamente pelo parénquima pulmonar, septos interalveolares hipertroficos e
presenca de alvéolos colabados alternados por alvéolos hiperventilados em animais sedentarios e submetidos a
dieta controle (b) ou a dieta rica em carboidratos (e) e em animais treinados submetidos a dieta controle (c).
Infiltrado inflamatério multifocal, predominantemente composto por células mononucleares, no pulmao de
animais treinados e submetidos a dieta rica em carboidratos simples (f). Hematoxilina-Eosina. Cut-off representa

o namero de células presentes no parénquima e estroma do pulmdo de animais compativel com o aspecto
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histoloégico normal. DC: dieta controle (N=10animais); DRC: dieta rica em carboidratos simples (N=10animais).

Barra = 50mm.

O granuloma ¢ uma agregacao focal de células inflamatorias, macrofagos ativados
(histiocitos epitelioides), células gigantes de Langerhans e linfocitos. Os histidcitos epitelidides
apresentam bordas celulares mal definidas e nucleos alongados, diferentes das bordas celulares
bem definidas e nucleos redondos observados nos histidcitos comuns (OHSHIMO et al., 2017).
Micobactérias ambientais estdo amplamente distribuidas no meio, podendo ser encontradas em
agua, solo, poeira, alimentos e animais. A manifestacdo da doenga, assim como a manutengao
da infec¢do micobacteriana dependem da interacdo entre a micobactéria e o sistema imune do
hospedeiro. (SILVA et al., 2010). M. senuense foi descrita em 2008, com base em uma Unica
cepa. A espécie esta localizada dentro do complexo M. terrae ¢ estd mais intimamente
relacionado no gene rRNA 16S com o Mycobacterium arupense nao especificado (TORTOLI,

2014).

Através da andlise histoldgica, pode-se perceber um quadro inflamatério instalado no
pulmdo dos animais, ndo compativel com parametros considerados normais, sugerindo que a
inflamac&o seja responsavel pela formagdo dos granulomas encontrados. Além de nos levar a
acreditar que os animais sejam portadores de alguma doenca respiratoria que ocasionou na
morte precoce de quatro animais. Ndo encontramos na literatura uma relacdo da presenca de
granulomas com infecgdo por Mycoplasma sp. Esses dados nos permitem sugerir que a
inflamacao detectada juntamente com a presenca de granulomas na histologia pulmonar esteja
diretamente relacionada a infec¢do por Mycobacterium (WARSINSKE et al., 2017). Entretanto

sera necessario um estudo mais aprofundado para a verificagao dessa hipdtese.

6.5 Avaliacdo da expressao das enzimas antioxidantes Catalase e SOD no pulméo

de ratos Wistar
Nao houve diferenga estatistica na expressdo dos genes catalase, MnSOD e ZnSOD
dentro do mesmo grupo (Figura 20). Ao se comparar a expressao de cada gene individualmente
entre os grupos (dados ndo mostrados) também nao foram observadas diferencas significativas,
contudo pode-se notar que os animais sedentirios mostram uma maior expressdo de tais

enzimas antioxidantes quando comparados aos animais treinados.
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Figura 20: Perfil de expressio dos genes MnSOD, ZnSOD e Catalase no pulméo dos animais de 18 semanas.

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do

teste ANOVA Krusklal wallis (p6s-teste Dunn). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC:

sedentario dieta controle (N=7 animais); TDC: treinado dieta controle (N=7 animais); SDRC: sedentario dieta rica

em carboidratos simples (N=7 animais); TDRC: treinado dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais).
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Dados anteriores do nosso laboratoério demonstraram que a dieta rica em carboidratos
simples levou a alteragdes morfologicas nas mitocondrias no musculo gatrocnémico de ratos
Wistar e a atividade fisica foi capaz de manter os padrdoes morfoldgicos das mitocondrias,
(BARBOSA-DE-QUEIROZ et al.,2017). Porém no pulmao ndo houve diferenga estatistica na
expressdao dos genes catalase, MnSOD e ZnSOD dentro do mesmo grupo, bem como,
individualmente entre os grupos. Contudo pode-se notar que os animais treinados mostram uma
expressao menor de tais enzimas antioxidantes, sugerindo que o treinamento aerdbico de
natacdo seja possivel causa para a diminui¢ao da expressao dessas enzimas avaliadas no pulmao

dos animais.

A inflamagdo e estresse oxidativo sdo conhecidos como causas de danos nos telémeros,
passiveis de causar inflamagdo, favorecendo um ciclo patogénico vicioso. Devido a
heterogeneidade da inflamagdo sistémica, diversas associacdes significativas foram observadas
entre os marcadores de envelhecimento e marcadores individuais de inflamacao sistémica e a
capacidade antioxidante. Em estudos com animais, um papel primordial da capacidade
antioxidante para o envelhecimento tem sido demonstrado através da associacdo entre

marcadores de envelhecimento e pela expressdo do gene da catalase (RUTTEN et al., 2015).

Descobertas recentes demonstraram que as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo
sao alvos das sirtuinas. Alguns dos substratos da Sir¢3 foram caracterizados, mas € provavel que
ainda haja mais substratos a serem identificados. Com base no conhecimento atual, o inico
substrato da Sirt3 diretamente vinculado a resposta mitocondrial as proteinas ¢ o SOD2. A
importante descoberta da regulagdo de SOD2 por Sirt3 surgiu da observagao de que a ablagao
genética do gene Sirt3 leva a uma elevagdo nos niveis de superdxido mitocondrial (TAO et al.,
2010). Além disso, estudos comprovam que fatores epigenéticos, como a metilacio do DNA e
a acetilagdo da histona, sdo importantes reguladores da expressdo de SOD nas células

pulmonares (ROMAN, J et al., 2017).

62



6.6 Avaliacdo da expressdo de citocinas inflamatoérias interleucina-6 (I1L-6) e fator
de necrose tumoral (TNF) no pulméo

Os resultados mostram que nao houve diferenga estatistica quanto a expressao relativa
das citocinas avaliadas nos animais pertencentes aos grupos treinados independente da dieta na
qual foram alimentados. Esse resultado também foi observado nos animais alimentados com a
dieta controle sedentérios. Entretanto pode-se observar que houve um efeito da dieta rica em
carboidratos simples, ja que ha uma maior expressao de IL6 quando comparada a expressao de
TNF nos animais sedentarios. Além disso, pode se observar uma menor expressao das citocinas
inflamatorias nos animais que foram submetidos ao treinamento aerodbico de natagdo,

independente da dieta consumida pelos animais.

A Figura 21 apresenta os niveis de expressdo de citocinas inflamatdrias IL6 ¢ TNF no
pulmao (Figura 21). Durante uma reagao inflamatoria, o TNF ¢ sintetizado rapidamente e varios
estudos sugerem que esta citocina controla a liberacdo de outras citocinas, explicando os
beneficios do impacto do TNF a reagentes bloqueadores no tratamento de varios disturbios
inflamatérios (GALLI, VAN GOOL & LEO, 2011). O TNF produzido pelos macrofagos
infectados ¢ o mediador primario do desenvolvimento do granuloma. O TNF ativa macréfagos
e induz a expressdo de quimiocinas e moléculas de adesdo que sdo importantes para o

recrutamento e reteng¢do de células no local da infec¢gdo (OKAMOTO et al., 2010).
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Figura 21: Perfil de expressio mRNA de IL6 e TNF no pulméo dos animais de 18 semanas. Os dados foram

apresentados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do teste Mann-

Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC: sedentario dieta controle (N=7 animais); TDC:

treinado dieta controle (N=7 animais); SDRC: sedentario dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais);

TDRC: treinado dieta rica em carboidratos simples (N=7 animais).
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A obesidade estd associada a inflamagao cronica de baixo grau, que pode interromper a
homeostase nos microambientes teciduais. O recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo
¢ considerado o marco no desenvolvimento do processo inflamatdrio envolvido na obesidade
(SILVA, 2015). O processo ¢ seguido da liberacdo de citocinas pr6 inflamatérias que atuam
diretamente sobre os adipocitos, aumentando a lipdlise e reduzindo a sintese de triglicérides, o
que resulta em um aumento dos triglicérides e lipideos no musculo esquelético e figado,
causando um desequilibrio das fun¢des normais dessas estruturas. Dessa forma, instala-se um

ciclo-vicioso que resultara na inflamagao cronica. (SUGANAMI et al., 2005)

Nossos resultados demonstraram que houve diferenca estatistica na expressdo das cito-
cinas demonstrada no grupo sedentério dieta rica em carboidratos. Esses resultados séo consis-
tentes com as andlises histologicas onde foi observado inflamagdo em todos o0s animais avalia-
dos. Porém os animais que nadaram apresentaram uma menor expressao das citocinas avaliadas
sugerindo que o exercicio fisico pode ter provocado um efeito protetor contra o quadro de in-
flamacdo demonstrado nas andlises histoldgicas fato esse que pode estar diretamente relacio-

nado com o aumento na expressdo de Sirt 2 no grupo treinado, induzido pelo treino.

Estudos sugerem um papel regulatério de Sirt6 em controlar uma resposta inflamatoria,
aumenta a tradugdo de RNAm de citocinas por um mecanismo no definido (GALLI, VAN
GOOL & LEO, 2011). Coletivamente essas observacdes sugerem que as sirtuinas, € em
particular a Sirt6, podem afetar o perfil de citocinas das células imunes ativadas. Estudos
demonstram que a ativagdo da Sir¢/ inibe a expressao de IL-6 em um modelo de rato asmatico,

sugerindo novos papéis da Sirt/ na regulacao da inflamacgao (TANG et al., 2017).
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6.7 Avaliacdo da infeccdo bacteriana no pulméo de animais de 18 semanas

Diante dos dados ndo conclusivos sobre a razdo do quadro de inflamagdo observado no
pulmdo dos animais, foi realizada uma PCR com primers para uma regido do gene 16S
ribossomal, especifico para bactérias. Foram extraidos gDNA para serem utilizados como
controles positivo e negativo. Foi possivel detectar no tecido pulmonar de 30% dos animais
treinados a presenca de bactérias através da amplificagdo do rRNA 16S, enquanto para os

animais sedentarios esse percentual subiu para 70% (Figura 22). Isso sugere que o treino

aerdbico de natacdo diminuiu a carga bacteriana presente no pulmao dos animais.
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Figura 22: Eletroforese em gel de agarose 1,2% de produtos obtidos pela PCR com os primers 8F/1392R.
300ng de gDNA foram aplicados em um gel de agarose, corados com brometo de etidio. A eletroforese ocorreu
numa tensao elétrica de 80 Volts por 30 minutos em tampdo TBE 0,5X e fotodocumentada em transiluminador UV
em comprimento de onda 302 a 312nm. PM (Padrio de Peso Molecular-1000pb); SDC (Sedentario Dieta Controle)
(N=>5animais); SDRC (Sedentario Dieta Rica em Carboidratos Simples) (N=5animais); TDC (Treinado Dieta
Controle) (N=5animais); TDRC (Treinado Dieta Rica em Carboidratos Simples) (N=5 animais).
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Através da andlise da microbiota intestinal realizada pelo grupo de pesquisa do nosso
laboratorio, LBBM, durante o mestrado do aluno Viviano Gomes de Oliveira Neves, foi feito o
sequenciamento do gene 16S RNAr que identificou bactérias patogénicas, sendo elas do género
Mycoplasma e Mycobacterium, nas fezes dos animais (NEVES, 2019). Estudos tém mostrado
que existe uma relacdo entre o microbioma do intestino e do pulmao, associado a disturbios
respiratérios como DPOC. Componentes microbioldgicos soluveis e metabolitos transportados
pela circulagdo sdo o meio de comunicagdao entre o microbioma do intestino ¢ dos pulmoes

(CHELLAPPAN et al., 2019).

As doengas do trato respiratorio estdo entre os problemas de saide mais comuns no
camundongo, rato ¢ hamster. As condi¢des envolvidas variam desde infecgdes inaparentes até
aquelas causadas por agentes especificos, cujas patogenicidade e interferéncia na
experimentacdo sao varidveis. As formas subclinicas da doenca sdo mais comuns, € 0
sinergismo de infec¢des concomitantes tem um efeito muito mais potente do que realmente

reconhecido. (ANDRADE, PINTO & OLIVEIRA, 2006)

Existe alta prevaléncia da infec¢ao por Mycoplasma pulmonis em biotérios. Nos roedores,
muitas espécies de micoplasmas foram isoladas e consideradas comensais devido a
incapacidade desses agentes em produzir a doenca, gerando apenas infec¢do silenciosa. A
presenga de Mycoplasma pulmonis em murinos tem ocorréncia mundial nos biotérios, sendo
uma constante preocupagdo quando estes animais sdo utilizados na pesquisa (ANDRADE,

PINTO & OLIVEIRA, 2006).

O trato respiratdrio € a principal porta de entrada, podendo afetar os pulmdes em animais
adultos ou velhos, que se tornam um reservatorio de infec¢do. Varios agentes microbianos como
virus, bactérias podem estar envolvidos na progressao de doencgas respiratorias cronicas em

roedores de laboratorios (RAZIN, 1978).

Outro agente infeccioso muito comum em biotérios sdo as micobactérias, A marca
caracteristica da infeccdo micobacteriana no pulmao ¢ formagdo de granuloma, que
desempenha papel fundamental na protecdo do hospedeiro contra a infec¢do. A formagdo de
granuloma ¢ uma reacdo inflamatdéria cronica envolvendo macrofagos e outras células
inflamatoérias. Durante a infec¢do, as micobactérias induzem a formacgdo de células imunes,

linfécitos e outras células, essenciais para a manuten¢do da arquitetura do granuloma e para o
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controle da infec¢do. Além disso, o curso da infeccdo em individuos que desenvolvem
granulomas comprometidos muda de aguda, levando a alta morbimortalidade de infecgdes por

micobactérias (LADEL et al., 1995).

Pouco se sabe, no entanto, sobre os eventos que envolvem a formagdo de granuloma
durante a infeccdo por micobactérias que crescem rapidamente. Estudos anteriores
demonstraram que a formagdo de granuloma pode depender das propriedades de
Mycobacterium (VAN DER SAR et al., 2004) e no contexto genético do hospedeiro (ORRELL
et al.,, 1992). Granulomas desempenham um papel essencial no seqiiestro e morte de

micobactérias no pulmao (YOSHIDA et al., 2010)

Nossos resultados demonstraram a presenca de um agente infeccioso no pulmao dos
ratos, compativel com bactérias patogénicas presente nas fezes dos animais. Esses dados nos
permitem sugerir que a inflamacdo detectada juntamente com a presenca de granulomas na
histologia pulmonar esteja diretamente relacionada a infecgdo por Mycobacterium
(WARSINSKE et al., 2017). A comunidade cientifica reconhece, cada vez mais, que as doengas
nessas espécies alteram enormemente os resultados experimentais. Desse modo, prevenir e
controlar a qualidade da satde dessas colonias tem sido uma das tarefas mais exploradas pela

ciéncia de animais de laboratorios (ANDRADE, PINTO & OLIVEIRA, 2006).
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7. CONCLUSAO E LIMITACOES

Nossos resultados n&o nos permitiram concluir o efeito da dieta rica em carboidratos simples
isocaldrica e do treinamento fisico no pulmao dos ratos, uma vez que a expressao do conjunto
de genes avaliados: sirtuinasl- 7, Dnmtl, Dnmt3a e Dnmt3b , Tet2 e Tet3, catalase, MnSOD e
ZnSOD, IL6 e TNF dos animais estd muito heterogénea dentro do mesmo grupo, 0 que nao
deixou evidente diferencas estatisticas que nos permitam sugerir mecanismos epigenéticos in-
duzidos pelo ambiente no pulmé&o dos ratos avaliados. Portanto, a avaliagcdo do contetdo global
de metilacdo do DNA também néo deixou evidente diferencas estatisticas na expressao génica
das enzimas envolvidas nesse processo, dado esse que era esperado diante das andlises ja con-
cluidas. Porém quando avaliamos as sirtuinas foi observado uma maior expressdo da Sirt2
quando comparada as demais sirtuinas dentro do mesmo grupo. A Sirt2 desacetila uma varie-
dade de proteinas citoplasmaticas e nucleares e € um modulador essencial dos processos celu-
lares reduzindo a inflamagdo. Em nossos resultados também percebemos uma expressdo bem
reduzida das sirtuinas, dados que corroboram os quadros de inflamacéo apresentados nas ané-
lises histoldgicas, as quais demonstraram também a presenca de granulomas, ndo compativel
com parametros considerados normais. Os dados nos levaram a investigar uma possivel causa
para as alteracfes encontradas no pulméo e surpreendentemente através da amplificacdo do
RNAr 16S foi detectada no pulmao a presenca de bactérias, na qual o percentual dessas bacté-
rias nos animais treinados estava menor, sugerindo que o treino aerébico de natacdo diminuiu
a carga bacteriana presente no pulméo dos animais. Curiosamente a avaliacdo da expressdo de
enzimas antioxidantes se mostrou reduzida nos animais treinados sugerindo que o treinamento
aerobico de natacdo seja possivel causa para a diminuicao da expressdo dessas enzimas avalia-
das no pulmao dos animais. A associacao de uma dieta rica em carboidratos simples e do trei-
namento aerobico de natacdo durante 18 semanas nao induz alteracdo no percentual de metila-
cdo do DNA do tecido pulmonar. A elevada expressao de Sirt2 pode estar relacionada ao fené-
tipo de inflamacao observado. Durante a realizacdo da pesquisa percebemos alguns fatores que
limitaram o estudo, como (i) o tamanho amostral dosgrupos (n = 7); (ii) o alto desvio padréo;

(iii) a prole ser oriunda de diferentes matrizes e idade reprodutiva; e (iv) a linhagem do rato.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a expressdo génica de sirtuinas, TNF e IL-6, SOD e Catalase, metilases e de-
metilases no pulmé&o dos animais controle;

Avaliar tamanho e nimero dos granulomas encontrados nos pulmaes;

Investigar qual agente infeccioso é responsavel pelo quadro de inflamagéo que levou
as alteragdes histoldgicas encontradas nos pulmaes.
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10. ANEXOS

10.1

Parametros bioquimicos séricos em ratos Wistar machos apos 18 semanas

Tabela 5: Parametros bioquimicos séricos de ratos Wistar machos, apés 18 semanas.

Parimetros Unidade Média+SD Média+SD Média+SD Média+=SD
Bioquimicos SDC TDC SDRC TDRC
Ureia mg/dL 72,2046 47 60,92+6,75 58,58+4,99° 56214849
Creatinina mg/dL 0,72+0,11 0,78+0,09 0,760,11 0,95+0,27
TGO mg/dL 272,40+94,97 431,83+200,38 268,81+60,28 501,30+216,59
TGP mg/dL 80,92421,57 80,40+10,37 84,08+42,37 85,09+25,06
Colesterol mg/dL 97,88+29,10 77,75+14,76 77,62+14,08 71,91+15,73
HDL mg/dL 26,34+2,07 24,43+5.45 23,07+4,13 24,24+4.95
Triglicérides mg/dL 83,00+25,38 72,85+11,18 110,4124,81° 116,85+36,14°
Glicemia mg/dL 115,80+31,38 105,26+15,71 130,72+22,92 134,53+25,67
Insulina mU/L 18,88+8,40 17,82+5,65 39,91+33,95 24,91+22,73
HOMA-4 - 151,17+111,06 175,50+64,12 242,98+213,58 104,48+80,75
HOMA-IR - 5,3342,44 4,53+1,66 12,14+10,15 9,36+9,27

As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pos teste de Bonferroni) e os dados
expressos como média = desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentario
dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC —

treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relagédo ao grupo

SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC.
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10.2 Parametros hematoldgicos dosados no sangue de ratos Wistar machos apds

18 semanas de experimento

Tabela 6: Parametros hematolégicos dosados no sangue de ratos Wistar machos, apos 18

semanas de experimento.

Parametros Unidade Médiat5D MédiatSD MédiatSD MédiazSD
Hematolégicos SDC TDC SDRC TDRC
Leucocitos (10%7uL) 11,70=1,15 13.40=1,15 0,6222.70% 8,52:1.66°
Hemicias (10%uL) 8.41£0,16 2.45£033 8.79+0,15 2,36:0,33
Hemoglobina {g/dL) 15,88=0,45 16,14=0,60 15,4020,45 15,5420,71
Hematocrito (%%) 46,62=1,16 47,56=1.74 47.22+1,91 46,741,895
VCM 02 55,5820,76 36,260,606 93,80=1,62 55,900,71
CHM (pg) 18,88=0,31 17,882,357 17,540,290 18,60=0,40
CHCM (g/dL) 34.1820,33 34,00=0,44 32.6020,42 33,500,65
RDW-SD (L) 30,04=1,19 30,280,983 30,2620,71 31,0421.30
RDW-CV (%%) 13,76=0,64 13,5420,33 14,4420,98 14,2820,71
VPM (L) 7,360 46 7.04£0,47 7.12£035 7,22+0,35
Plaguetas (10%uL) 796,8+12595  674,40:11042  768,00+129,73 753,60+106,29
Neutrofilos (2%) 21,20=3,11 22,40+3,85 27,00+2,55 23,404,309
Linfécitos (%%) 65.20=6,22 68,20=6,87 65,0023 31 70,2031
Monécitos (%4) 8,20+3,89 0,00+2,34 7.60+2,70 6,40+1,81
Eosinéfilos (%%) 0,60+0,54 0,400,589 0,00:0,00 0,000,00

Az analizes estatishcas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pos teste de Bonferromi) e oz dados
expressos como média = desvio padrio. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentario dieta
controle, TDC - treinado dieta controle, SDEC - sedentirio dieta rica em carboidratos simples, TDR.C — treinado dieta

rica em carboidratos simples. (*) para grupos estatisticamente diferentes em relagio ao grupo TDC.
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10.3 Lista de possiveis bactérias patogénicas encontradas nas fezes dos ratos
Wistar, assim como numero de cdpias do DNA identificadas no sequenciamento

em cada animal

Tabela 7: Lista de possiveis bactérias patogénicas encontradas nas fezes dos ratos

Wistar, assim como numero de copias do DNA identificadas no sequenciamento em cada

animal.

Espécies/ 31 28 24 20 18 15 14 12 13 10 m 9 7 6 5 4 3 1 12
Animal

Mycoplasma 1 9 2 4 0 0 4 1 4 5 1 1 6 2 3 1 2 3 12
verecundum

Mjycoplasma o 1 1 1 1 0 3 0 7 6 3 6 2 4 3 2 1 6 12
timone

Mycoplasma o 0 2 0 2 1 ¢ o0 2 3 10 7 0 5 3 3 0 3 0
haemominutum

Mycoplasma 1 21 0 1 0 4 O o0 7 0 2 1 1 1 1 0 7 0
lipophilum

Mycoplasma o 0 0o o 0 0O ¢ o0 1 0 2 2 0 2 0 4 0 3 O
coccoides

Mjycoplasma 1 1 10 52 3 67 17 1270 186 54 3432 11 10 &6 1 19 1 0 12
sualvi

Mycoplasma 210 2 8 3 7 10 2 4 25 6 26 14 18 31 6 4 31 3
insons

Mjycoplasma 29 0 1 2 1 5 3 3 5 13 4 4 § 28 2 12 13 O
iguanae

Mycoplasma 1 7 2 3 3 7 5 3 4 9 6 3 5 5 5 2 6 12 6
edwardii

Mycobactertm ©¢ 0 O 0 0 0 O O 0 O 1 0 1 0 0 0 0 0 1
simulans

Mycobacterivtm ¢ 0 O 0 0 0 O O O O O 0 0 0O O 0 O 1 0
crocinum

Mycobactertm ¢ 0 O 0 0 ¢ O O 0 O O 0 0 0O O 1 0O 0 0
tilburgii

Mycobacterium 5 8 16 3 & 14 B8 5 5 10 7 17 20 14 & 11 11 17 16

senuense
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