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Analise da Proteina Quinase Fosforilada (P-AKT) e do Fator de Transcricao
Nuclear kappa B (NF-kB) no quadriceps de ratos com cirrose induzida pelo
modelo de ligadura do ducto biliar submetidos a um treinamento de exercicio
fisico

RESUMO

Introducéo: As doengas hepaticas representam um problema de saude publica, e podem
causar alteragdes no tecido muscular. Entender o mecanismo pode fornecer uma base
para intervengdes terapéuticas, como o exercicio fisico. Omodelo experimental de cirrose
biliar secundaria em ratos consiste na ligadura do ducto biliar (LDB), que estabelece as
caracteristicas da doenca em 28 dias. Objetivo: analisar os marcadores Proteina Quinase
Fosforilada (P-AKT) e Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) no quadriceps de ratos com cirrose
induzida por LDB que realizaram exercicio. Métodos: estudo de analise de material
biolégico armazenado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foram utilizadas
laminas do quadriceps de ratos Wistar, que realizaram natagao trés vezes por semana por
analise de imunohistoquimica, divididos em quatro grupos de seis animais cada um: grupo
controle (CO), grupo controle + exercicio (CO+EX), grupo ligadura do ducto biliar (LDB) e
grupo ligadura do ducto biliar + exercicio (LDB+EX). A média dos grupos foi obtida através
da contagem de pixels de trés fotos (laminas), pelo software Adobe Photoshop®, e
comparadas por meio do teste de Student-Newman. Resultados: Para o marcador P-AKT
foi encontrada diferenca significativa entre os grupos LDB x LDB+EX respectivamente
(46,817%£5481 e 183340+5280, p<0,001). Ja para o NF-kB foi encontrada diferenca entre os
grupos respectivamente, LDB x LDB+EX (71997+5869 e 62570+2749, p<0,05). Concluséo:
O NF-kB, marcador pré-inflamatério, foi encontrado em maior quantidade nos animais
cirroticos em comparagdo aos que realizaram exercicio. A P-AKT, fator responsavel pelo
crescimento celular, sintese de proteina e metabolismo da glicose, foi maior no grupo
LDB+EX em comparacao com o grupo LDB. Assim, o exercicio pode ser um fator protetor

contra os danos da doenga hepatica no tecido muscular.

Palavras-chave: Figado, exercicio, inflamagéo; NF-Kappa B; proteina quinase.



Analysis of Phosphorylated Protein Kinase (P-AKT) and Nuclear Transcription
Factor kappa B (NF-kB) in the quadriceps of rats with cirrhosis induced by the
model of bile duct ligation submitted to physical exercise training

ABSTRACT

Introduction: Liver diseases represent a public health problem, and can cause changes in
muscle tissue. Understanding the mechanism can provide a basis for therapeutic
interventions, such as physical exercise. The experimental model of secondary biliary
cirrhosis in rats consists of ligation of the bile duct (LDB), which establishes the
characteristics of the disease in 28 days. Objective: to analyze the Protein Phosphorylated
Kinase (P-AKT) and Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) markers in the quadriceps of rats with
cirrhosis induced by LDB that performed exercise. Methods: biological material analysis
study stored at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Slides from the quadriceps of
Wistar rats were used, which performed swimming three times a week by
immunohistochemical analysis, divided into four groups of six animals each: control group
(CO), control + exercise group (CO+EX), group bile duct ligation (LDB) and bile duct ligation
+ exercise group (LDB+EX). The average of the groups was obtained by counting the pixels
of three photos (slides), using Adobe Photoshop® software, and compared using the
Student-Newman test. Results: For the P-AKT marker, a significant difference was found
between the groups LDB x LDB+EX respectively (46.817+5481 and 183340+5280,
p<0.001). As for NF-kB, a difference was found between the groups, respectively, LDB x
LDB+EX (71997+5869 and 62570+2749, p<0.05). Conclusion: NF-kB, a pro-inflammatory
marker, was found in greater amounts in cirrhotic animals compared to those that
performed exercise. P-AKT, a factor responsible for cell growth, protein synthesis and
glucose metabolism, was higher in the LDB+EX group compared to the LDB group. Thus,

exercise may be a protective factor against liver disease damage to muscle tissue.

Keywords: Liver, exercise, inflammation; NF-kappa B; protein kinase.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Vista anterior do figado Fonte: Netter, 2015. .......cccoiiiiiiiii i, 15

Figura 2. Arquitetura dos sinusoides hepaticos. Fonte: Adaptado de Friedman, 2008......16

Figura 3. Cirurgia de Ligadura de DUCLO Biliar ............cooiiiiiiiiiiieieeee e 25
Figura 4: llustracao do programa de treinamento aerobio de natagao ..........ccccoeecvveeeeennne 26
Figura 5. Marcacao do anticorpo p-AKT no grupo LDB+EX ..., 27
Figura 6. Marcacao do anticorpo NF-kB no grupo LDB...........eeiiiiiie 28

10



LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

Grafico 1. Comparacao das médias de P-AKT entre os grupos

Gréfico 2. Comparacdo das médias de NF-kB entre os grupos.

11



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
BCAAs — Aminoacidos de cadeia ramificadas;

CAAs - Células apresentadoras de antigenos;

CEH - Células estreladas hepaticas;

cm - centimetros;

CO - Grupo Controle;

CO + EX - Grupo Controle + Exercicio;

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal;
DBCA - DIRETRIZ BRASILEIRA PARA O CUIDADO E A UTILIZACAO DE ANIMAIS;
DEP- Desnutricao Energético-Proteica;

DHGNA - Doenga Hepéatica Gordurosa Nao-Alcdolica;
DM2 - Diabetes Mellitus Tipo 2;

DNA - Acido desoxiribonucleico;

DRP1 - Proteina Relacionada a Dinamina 1;

GSK-3p - Glicogénio Sintase Quinase-3;

Grupo LDB - Grupo ligadura do ducto biliar;

h - hora;

H202 - Perdxido de hidrogénio;

HCPA - Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

IGF1 - Fator de crescimento semelhante a insulina 1;
IL-1B - Interleucina 1p;

IL-6 - Interleucina 6;

IL10 - Interleucina 10;

INF-a - Interferon alfa;

i.p - intraperitoneal;

IRS-1 - Receptor de Insulina 1;

JNK - Quinases N-terminais c-Jun;



kg - Kilograma;

LDB - Ligadura do Ducto Biliar;

LDB + EX - Grupo ligadura do ducto biliar + exercicio;
LPS - Lipopolissacarideos;

mg - miligrama;

MEC - Matriz Extra Celular;

mTOR - Alvo Mamifero da Rapamicina;

MuRF1 - Ubiquitina Ligase ES;

NEFA - Acidos Graxos Livres Nao Esterificados;
NF-kB - Fator de transcricdo nuclear kappa B;
NO - Oxido Nitrico;

P-AKT - Proteina Quinase Fosforilada;

PI3K - Fosfatidilinositol 3-quinase;

PBS - Tampao fosfato-salino;

RNA - Acido ribonucleico;

RHD - Homologia Rel N-terminal;

rpm - rotagdes por minuto;

STAT3 - Sinal e Ativador de Transcricao 3;
TGF-B - Fator de Transformacao do Crescimento Beta;
TLR4 - Receptor Toll-like 4;

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa;

ULBRA - Universidade Luterana do Brasil;

°c - graus celsius;

% - porcentagem;

MM - micrometros.

13



SUMARIO

T INTRODUGAOQ ...ttt ee et en e e 15
2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e, 19
B ARTIGO ORIGINAL oo oo e e e, 21

Andlise da Proteina Quinase Fosforilada (P-AKT) e do Fator de Transcricao Nuclear
kappa B (NF-kB) no quadriceps de ratos com cirrose induzida pelo modelo de ligadura
do ducto biliar submetidos a um treinamento de exercicio fisico.

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 35
5 ANEXO 1 Carta de Aprovagao da CEUA-HCPA ... 37
6 ANEXO 2 - Carta de Aprovagdo da CEUA-ULBRA..........oo e 38

14



1 INTRODUGCAO

O figado é o maior érgao do interior do corpo humano e pode pesar em média até
até 1.400 gramas e medir de 2 a 15 cm no plano coronal e 15 a 20 cm no plano
transversal. A principal fungdo do figado é atuar na digestdo através da sintese e
secrecao de sais biliares, porém este 6rgdo desempenha as funcdes metabdlicas mais
importantes do organismo como sintese de proteinas e de outras moléculas,
metabolismo de carboidratos e lipidios, armazenamento de ferro e vitaminas,
degradacdo de hormbdnios, além de atuar na inativacdo e excre¢cdo de drogas e
toxinas'?.

O figado é um 6rgao lobar, dividido em 4 partes, dois lobos maiores e dois lobos
menores. Os lobos direito e esquerdo, sendo o primeiro maior que o segundo, sédo
separados pela fissura umbilical na face inferior e pelo ligamento falciforme na face
antero-superior. (Figura 1). Na face inferior do lobo direito, a fissura transversa ou hilar,
regiao onde penetram no parénquima hepatico, os ramos da veia porta, da artéria
hepatica e os ductos biliares, delimita dois pequenos lobos, um anterior, conhecido

como lobo quadrado e outro posterior, o lobo caudado ou de Spiegel®.

Disfragres (rebatido pera cena) Ligamento corondrio Ligamento triangular esquerdo

Ligamento triangular direito

Apéndice fibroso

Lobo direito ~—
do figado Lobo esquerdo do figado
- Margem inferior do figado
Impressdes
costais Ligamento falciforme
Ligamento redondo (ligamentum teres)
do figado (veia umbilical obliterada)
Margem inferior do figado
Vesicula biliar

(fundo)

Figura 1. Vista anterior do figado. Fonte: Netter, 2015*.

Microscopicamente € possivel observar os l6bulos hepaticos como parte do
parénquima hepatico. Nesta regidao, encontram-se 0s sinusoides, que correspondem a
pequenos vasos sanguineos (5 a 10 ym) que controlam a passagem de componentes

do plasma para o espaco sinusoidal, onde se encontram os hepatdcitos. Essas
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estrutura sdo formadas por capilares compostos de dois tipos celulares: células
endoteliais tipicas dos capilares sanguineos e os macrofagos que no figado séao
denominados como células de Kupffer®. Na regido conhecida como espaco de Disse,
encontram-se as células estreladas hepaticas (CEHs) que atuam no armazenamento
da vitamina A e desempenham fungcbes imunolégicas como a apresentacdo de

antigenos®” (figura 2).

Veia porta

Figura 2. Arquitetura dos sinusoides hepéticos. Fonte: Adaptado de Friedman,
20038.

A cirrose € uma doenca responsavel por causar a desestruturagcao do parénquima
hepatico, independente do agente etioldgico que cause a lesdo inicial, ela é
considerada o estagio mais avangado de fibrose®®. Apdés uma agressdo tecidual,
células inflamatérias, como os neutrofilos e macréfagos, sao recrutadas para o local de
lesdo e passam a secretar citocinas proé-inflamatérias. Na sua evolugdo a cirrose
compromete outros Orgdos e sistemas determinando complicacbes graves, que
ocasionam a sua grande morbimortalidade, o que a torna um problema de saude
publica.

A cirrose biliar € uma enfermidade crénica e difusa do figado com alteracées na
sua estrutura e fungdo, considerada uma possivel complicagédo tardia da obstrugao

prolongada das vias biliares extra-hepaticas. Essa doenca é acompanhada pela
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dificuldade de eliminacdo da bile, pela destruicdo do parénquima hepatico e pela
fiorose progressiva'®'. Muitas pesquisas sdo realizadas buscando compreender os
mecanismos da cirrose hepatica. Entretanto, um conjunto de consideracdes éticas
limita que estes estudos sejam realizados em humanos, tornando-se necessario, o
desenvolvimento e utilizacdo de modelos animais que reproduzam a doenca.

O modelo experimental de cirrose biliar secundéria em ratos consiste na inducao
da doencga através da obstrugdo prolongada do ducto biliar, realizando uma ligadura
deste ducto, mecanismo este que estabelece as caracteristicas préprias da doenca em
torno de 28 dias, bem como o mecanismo de sarcopenia, objeto de interesse de estudo
deste estudo™. A obstrucdo prolongada provoca uma dilatagdo do ducto biliar, edema,
além de reacgbes inflamatérias agudas em funcdo do refluxo biliar e surgimento de
fibrose periportal devido a alteragbes de sintese e degradacdo de proteinas como o
colageno, glicoproteinas e proteoglicanos, causando uma desorganizagdo da
arquitetura natural do parénquima durante este periodo''*. Em animais submetidos a
ligadura de ducto biliar (LDB) é possivel observar caracteristicas como ictericia, com
cauda e orelhas amareladas, proprias da cirrose.

Em doentes com cirrose hepatica, uma deficiéncia nutricional relacionada a
ingestdo inadequada de alimentos, metabolismo anormal de nutrientes, digestdo e
absorcao alteradas, aumento do catabolismo protéico e um aumento nos requisitos de
proteina-energia pode causar uma diminuicdo da massa muscular esquelética, levando
a sarcopenia''®. A sarcopenia, € uma das caracteristicas mais comuns da cirrose
estimando-se uma prevaléncia de 40-70% nos pacientes cirréticos, contribuindo
significativamente para a morbidade e mortalidade nesta populacdo. A perda de massa
muscular & um forte indicador de mortalidade entre estes pacientes, sendo que a taxa
de sobrevida é significativamente maior entre os pacientes nao-sarcopénicos em
comparagao aos sarcopénicos’’ .

Existem varios fatores que podem contribuir para a sarcopenia na cirrose, como
um desequilibrio entre a formacao e degradacao do tecido muscular. Além disso, entre
as possiveis causas estdo a ingestdo inadequada de proteinas, ndusea e anorexia
induzidas por niveis elevados de fatores inflamatérios e ma absorgdo alimentar
(Dasarathy et al., 2011)%

As alteracbes metabodlicas na cirrose sdo muito complexas, além dos fatores
nutricionais mencionados anteriormente existe uma forte ligacdo entre a inflamagéo e a
sarcopenia®'??, Os marcadores pré-inflamatérios aparecem elevados nesta doenca e a

compreensao destes mecanismos pode fornecer uma base para o desenvolvimento de
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estratégias terapéuticas com a finalidade de prevenir e tratar a perda de massa
muscular em pacientes com cirrose € minimizar seu impacto na qualidade de vida e na
mortalidade. O exercicio pode ser considerado para o estudo das respostas do
organismo aos eventos estressantes, devido sua capacidade de adaptacdo a
inflamacéo.
Devido a lacuna na literatura sobre os efeitos do exercicio fisico no tecido
muscular de doentes cirr6ticos, novos estudos podem fornecer evidéncias que
permitam compreender 0 mecanismo de progressdo da doenga e assim contribuir

com formas de tratamento para esses pacientes.
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3 ARTIGO ORIGINAL
INTRODUGAO

Em torno de 25 a 65% dos pacientes com cirrose comumente desenvolvem
desnutricdo energético-proteica (DEP), esta condicdo esta associada a baixa taxa de
sobrevida desses pacientes. A DEP associada a cirrose ocorre em combinagdo com a
ingestao alimentar inadequada, ma absorcao dos nutrientes, aumento da perda intestinal
de proteinas, diminuicao da sintese hepatica de proteinas, utilizacdo anormal de substratos
e hipermtabolismo'. Além disso, os pacientes que desenvolvem a DEP podem sofrer com
perda de massa muscular e fraqueza, condicdo conhecida como sarcopenia. Estudos
recentes demonstraram que a sarcopenia € um preditor independente de baixa sobrevida
em pacientes com cirrose hepatica'.

Em um estudo de pacientes com cirrose hepdatica compensada, com niveis de
alanina aminotransferase > 50 Ul/L, foi observada uma correlagéo positiva entre os niveis
de albumina sérica e o volume do miusculo esquelético’. A DEP associada a cirrose
acelera o catabolismo protéico, com a degradacdo geral das proteinas celulares,
principalmente nos musculos esqueléticos, e que fornece aminoacidos, especialmente
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs), para sintese protéica e fornecimento de
energia. Além disso, os BCAAs sdo consumidos para desintoxicacdo de aménia em
pacientes com cirrose nos quais a desintoxicacao hepatica para uréia é prejudicada. Os
musculos esqueléticos e, em menor grau, 0 cérebro limpam a amobnia do sangue
incorporando-a no processo de producdo de glutamina a partir do glutamato. Durante este
processo, 0s BCAAs sdo necessarios para a sintese de glutamato. Assim, ha uma falta
frequente de BCAAs em pacientes com cirrose, resultando em diminuicdo da sintese de
albumina’.

Conforme descrito acima, a quebra de proteinas dos musculos esqueléticos & um
mecanismo patolégico importante para o desenvolvimento de sarcopenia em pacientes
com cirrose. Recentemente, algumas analises indicaram que a hiperamonemia pode
causar sarcopenia. Os resultados de um experimento animal demonstraram que a
autofagia do musculo esquelético é induzida por hiperamonemia e pode contribuir para a
sarcopenia na cirrose. Outro estudo mostrou que o musculo esquelético de pacientes com
cirrose tinha expressdo aumentada de miostatina, um conhecido inibidor de crescimento do
musculo esquelético. Esse estudo descobriu que a expressdo de miostatina é induzida por
hiperamonemia em miotubos murinos, sugerindo um mecanismo pelo qual a sarcopenia se
desenvolve em pacientes com cirrose’.
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Diversos estudos tem demonstrado niveis mais baixos de atividade fisica em
pacientes cirréticos quando comparados com sujeitos ndo doentes. Ainda, estes estudos
sugerem uma correlagdo inversa entre nivel de atividade fisica e resisténcia a insulina,
além de niveis baixos de exercicio e ingesta calérica estarem correlacionados com a
presenca de sarcopenia’.

Nos estudos mais recentes, muitos mediadores inflamatérios demonstraram
contribuir para a progressao da doenca hepatica crénica, muitos dos quais sdo alvos ou
ativadores do fator nuclear-kB (NF-kB). NF-kB € um regulador transcricional chave da
resposta inflamatoria, e desempenha um papel essencial na regulacdo das vias de
sinalizacao inflamatéria no figado. Primeiramente, o NF-kB é ativado em praticamente
todas as doencas crdnicas do figado, incluindo doenca hepatica alcodlica, doenca hepatica
gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA), hepatite viral e doenca hepatica biliar. Em segundo
lugar, o NF-kB regula mdultiplas fun¢des essenciais em hepatécitos, células de Kupffer e
células estreladas hepaticas (CEHs), conforme descrito abaixo. Em terceiro lugar, a
inativagdo genética de diferentes componentes de sinalizacdo do NFkB resulta em
fenotipos hepéticos que incluem lesdo espontanea, fibrose e carcinogénese, sugerindo que
o NF-kB faz uma contribuicdo essencial para a homeostase hepdtica e processos de
cicatrizagcao de feridas?.

A via de sinalizacdo do NF-kB € uma via evolutiva altamente conservada, com
funcdes chave na regulacdo de respostas imunes e inflamatérias, como demonstrado pela
primeira vez em Drosophila melanogaster e posteriormente em mamiferos. O NF-kB € um
composto heterodimero ou homodimero de varios membros da familia Rel de proteinas
de ligacdo ao DNA e regula a transcricao de genes que contém sitios de ligacao de kB. A
familia NF-kB humana consiste em cinco subunidades de ligagdo ao DNA celular: p50,
p52, cRel, p65 (também chamada de RelA) e RelB, codificadas por NFKB1, NFKB2, REL,
RELA e RELB, respectivamente. As subunidades de ligagdo ao DNA do NF-kB
compartilham um dominio de homologia Rel N-terminal (RHD), que medeia a dimerizacao,
a interacao com o inibidor das proteinas kB (IkB), a translocacdo nuclear e a ligacao ao
DNA. Além disso, p65, RelB e cRel contém dominios de transativacdo C-terminal que
desencadeiam a transcricao do gene. p65 contém dois dominios de transativacao potentes
dentro de seu terminal C e é provavelmente o ativador mais forte da maioria dos genes
com sitios kB. Os dois outros membros da familia NF-kB humana, p52 e p50, tornam-se
proteinas ativas de ligacdo ao DNA apés a clivagem de precursores maiores (p105 inativo
é clivado em p50 e p100 em p52). Eles ativam a transcricdo quando formam heterodimeros

com subunidades que contém dominios de transativagao (p65, RelB ou cRel), mas também
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podem reprimir a transcricao génica ao formar dimeros sem um dominio de transativacao
(por exemplo, homodimeros p50—p50)2.

Varios estudos apontaram as associagdes préximas das vias fosfatidilinositol 3-
quinase/AKt/alvo da rapamicina em mamiferos (PI3BK/AKT/mTOR) com muitas doencgas
hepaticas. Estudos pré-clinicos mostraram que as intervengdes destinadas a manter a
atividade AKT em um figado disfuncional atendem a maioria dos critérios. Embora a fungéo
central da AKT seja a sobrevivéncia celular, outros aspectos celulares, como captagao de
glicose, sintese de glicogénio, progressao do ciclo celular e metabolismo lipidico,
demonstraram ser fungdes proeminentes da Akt no contexto da fisiologia hepatica®.

Evidéncias atuais demonstram que a atividade fisica regular aumenta as
propriedades antioxidantes e antiinflamatérias e as capacidades funcionais de varios
tecidos e 6rgaos. Ao passo que foi demonstrado que exercicios extenuantes, prolongados
ou intensos sao fortes estressores com consequéncias. Em alguns estudos, lesdes e
disfuncdes do figado, foram relatadas em modelos animais e em humanos apds exercicio
excessivo vigoroso. Dessa forma, permanece uma compreensao incompleta da relacao
dose-resposta entre exercicio e salide®.

O objetivo desse estudo foi analisar os marcadores Proteina Quinase Fosforilada (P-
AKT) e Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) no quadriceps de ratos com cirrose induzida por

LDB que realizaram exercicio.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa no uso de animais do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Anexo 1) e trata-se de uma analise de material
biologico proveniente de uma pesquisa anteriormente realizada no Biotério da
Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), intitulado “Avaliagdo da sarcopenia, estresse
oxidativo e processo inflamatério em musculo de ratos cirroticos tratados com
melatonina e exercicio fisico”, sob o protocolo n® 2018/516 (Anexo 2). Este estudo foi

publicado por Rosa et al., 2020°.
Animais

Os cuidados e manipulacado dos animais seguiram as Diretrizes para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA — Resolugdo Normativa
30, 2016, CONCEA). Os procedimentos experimentais foram realzados de acordo com
a Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, que regulamenta a utilizacdo de

animais na pesquisa cientifica. O projeto de pesquisa original obedeceu as diretrizes
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minimas para o uso de animais como a definicao de objetivos legitimos; a imposicao de
limites a dor e ao sofrimento; a fiscalizacdo de instalacées e procedimentos; a garantia
de tratamento humanitario, e a responsabilizagdo publica®.

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar, adultos jovens (em torno de 60 dias de
idade), com peso entre 200 e 300g, mantidos no Biotério da Universidade Luterana do
Brasil (ULBRA). Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixas
(47cmx34cmx18cm) forradas com maravalha, com um ciclo diario de 12 horas
claro/escuro e temperatura entre 18° e 22°C, com agua e racao administradas ad
libitum. Para manter os animais em condi¢cdes adequadas foram adotadas estratégias
de enriquecimento ambiental, sendo utilizados papel toalha e tuneis metélicos para
recreacdo, sementes de girassol e amendoim para diversificagdo alimentar entre

outros; conforme indicagdo da unidade de experimentagdo animal®.

Grupos

Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais, provenientes do projeto

original, cada um com 6 animais®:

e Grupo CO (Controle): grupo submetido a simulagdo da cirurgia de ligadura de
ducto biliar comum e simulagao do exercicio fisico de natacao.

e Grupo CO+EX (Controle + Exercicio): grupo submetido a simulacao da cirurgia
de ligadura de ducto biliar comum e realizac&o de exercicio fisico de natacao.

e Grupo LDB (Ligadura de Ducto Biliar): grupo submetido a cirurgia de ligadura de
ducto biliar e simulagéo do exercicio fisico de natagéo.

e Grupo LDB+EX (Ligadura de Ducto Biliar + Exercicio): grupo submetido a
cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e realizagdo de exercicio fisico através

de natacéo.

Cirurgia de Ligadura de Ducto Biliar Comum

Originalmente, os animais foram pesados e anestesiados mediante a
administracéo de farmacos e posicionados para a cirurgia. Para sedacao foi utilizada
uma mistura de Cloridrato de Xilazina a 2% (8 mg/Kg de peso corporal) e Cloridrato
de Cetamina a 10% (95 mg/Kg de peso corporal) via intraperitoneal (i.p.) °.

A intervengdo cirargica inicia com a tricotomia e desinfeccdo da regido
abdominal, seguida de laparotomia ventral média com posterior localizacdo e
dissecgdo do ducto biliar na altura da desembocadura dos ductos pancreaticos,
ligando-se estes por meio de dois nds (utilizando-se fio seda 3-0) e posterior sec¢ao
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entre eles. Para a sutura do tecido muscular utilizou-se pontos isolados, com fio
absorvivel 4-0 do tipo poliglactina, e para a pele fio ndo-absorvivel 5-0, do tipo nylon
monofilamentar (Figura 3). Os animais dos grupos controles ndo foram submetidos a
ligadura de ducto biliar comum, sendo realizada somente manipulacdo do ducto
gerando o estresse cirlrgico®.

Figura 3. Cirurgia de Ligadura de Ducto Biliar. Em 1 observa-se a localizacao do
ducto biliar, em 2 a passagem do fio de seda, em 3 a amarracao e a seccao entre
eles, e em 4 o procedimento concluido. (Fonte: Colares, 2016)°.

Foi administrado 20mg/kg de tramadol (i.p.) no pds-operatério imediato e 20mg/kg
de tramadol (i.p.) a cada 12 horas (12h/12h) por 3 a 5 dias, conforme necessidade e
avaliacdo veterinaria, minimizando desta forma o desconforto animal. Quando
necessaria a antecipacao de morte, por sinais de sofrimento ndo manejado com
analgésicos os animais receberam sobredose anestésica utilizando Cloridrato de
Xilazina a 2% (24 mg/Kg de peso corporal) e Cloridrato de Cetamina a 10% (285 mg/Kg
de peso corporal) via i.p. com a confirmagcdo da morte feita pelo veterinario da
unidade®®.

Programa de exercicio fisico

O tratamento com exercicio fisico ou simulacao iniciaram a partir do 15° dia apds
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o procedimento cirtrgico de LDB ou simulagdo, e ocorreu diariamente até o 282 dia°.

A realizagdo do exercicio fisico foi feita nos grupos CO+EX e LDB+EX. A
modalidade escolhida foi a natacdo. Os animais foram inicialmente colocados para
nadarem em pares, numa piscina de 60 x 40 cm e 50 cm de profundidade com
temperatura de 30°C£2° por 10 minutos, 3 vezes por semana. Durante este periodo,
eram fornecidos estimulos tateis para os animais se manterem ativos no interior do
tanque. Apds a natagéo, os ratos eram secados individualmente com toalha e secador

para evitar qualquer outra complicagao®’.

50cm

: »

Agua 28-32 °C

Figura 4: llustracao do programa de treinamento aerdbio de natacao. (Fonte: Adaptada

Junior, 2015)".

Ja a simulagdo do exercicio, ocorreu nos grupos CO e LDB. Os animais foram
colocados num tanque com agua com 5cm de profundidade em 30°+ 2° C de

temperatura durante 5 minutos de maneira livre®.

Obtengao das amostras de tecidos

Transcorridos 28 dias de desenvolvimento do modelo experimental, os animais
sofreram eutandsia por exanguinacdo sob anestesia profunda. Apés a morte dos
animais, confirmada por veterinario, um pequeno fragmento do musculo quadriceps da
pata esquerda foi retirado, embebido em formol 10% e incluido em blocos de parafina®.

As carcacas foram acondicionadas em sacos plasticos de cor branca, proprios para
descarte e armazenadas em freezer. A prefeitura do campus da ULBRA Canoas
coletou o descarte do material de acordo com as normas estipuladas pela instituicéo,

seguindo os preceitos de satde publica e higiene®.

Imunohistoquimica
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Para confecgcdo das laminas, os blocos de parafina foram fixados ao Micr6tomo
(Leitz®1512) onde foram realizados os cortes. As laminas de tecido muscular foram
incubadas com anticorpos monoclonais para NF-kB (SC-8008) e P-AKT (SC-135650),
(Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), diluicdo 1:200, durante a noite, a 4°C. Apéds
esse periodo, as laminas foram lavadas com tampao e incubadas com anticorpo
secundario Biotinilado anti-coelho IgG, por trinta minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas serdo foram com reagente EnVision e submetidas a trés lavagens
com tampao fosfato-salino (PBS). Os nucleos serdo contracorados com hematoxilina, o
anticorpo primario sera diluido em PBS, contendo albumina bovina como controle
negativo. JA como controle positivo para os anticorpos serdo utilizados para NF-kB
placenta e para P-AKT carcinoma ou pancreas.

Os resultados foram avaliados por patologista cegado, sem conhecimento prévio
dos grupos através de microscopio equipado com camera digital para captura de
imagens por meio do software (Image-Plus Media Cybernetics, Bethesda, USA). Apds a
obtencao das fotos, foi analisado em Adobe Photoshop® a expresséo positiva de pixels
em % para a marcagdo do anticorpo. As figuras a seguir ilustram a marcacao do
anticorpo para P-AKT e NF-kB no grupo LDB+EX e LDB, respectivamente, é possivel

observar os pixels em tom de marrom utilizados para quantificagdo da marcagéo.

Figura 5. Marcacéo do anticorpo P-AKT no grupo LDB+EX.
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Figura 6. Marcacao do anticorpo NF-kB no grupo LDB.



-

¢ ‘ ; .‘. |

Analise estatistica

Os dados quantitativos gerados foram descritos por média e desvio padréo. A
analise de variaveis de medidas repetidas foi pelo teste ANOVA oneway seguida do
pbs-teste Student Newman Keuls. Foi utilizado o programa InStat 3 para Windows para
andlise dos dados.

RESULTADOS
Proteina Quinase Fosforilada

Os niveis de P-AKT demonstraram uma redugdo do grupo LDB (46,817+5481
pixels) de maneira significativa quando comparado com os grupos CO+EX
(166034+13853 pixels) e LDB+ EX (183340+5280 pixels) (p<0,001). Houve também
reducdo do grupo LDB (46,817+£5481 pixels) quando comparado ao grupo CO
(58658+15351 pixels), mas esta nao foi signitifcativa (p>0,05). Conforme pode ser
observado no grafico 1 a seguir.

Grafico 1. Comparagéo das medias de P-AKT entre os grupos.
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Legenda: CO: Grupo Controle; CO+EX: Grupo Controle + Exercicio; LDB:Grupo
Ligaduta do Ducto Biliar; LDB+EX: Grupo Ligaduta do Ducto Biliar+Exercicio.

Fator de transcricdo nuclear kappa B

Ja os niveis de NF-kB demonstraram uma diferenca significativa entre os grupos
grupo LDB (71997+5869 pixels) quando comparado ao grupo CO (26028+4621 pixels)
e CO+EX (33504+17911 pixels) e uma diferenga nado significativa com o grupo LDB+EX
(62570 2749 pixels) (p<0,05). Conforme pode ser observado no gréafico 2 a seguir.

Grafico 2. Comparacao das médias de NF-kB entre os grupos.
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Legenda: CO: Grupo Controle; CO+EX: Grupo Controle + Exercicio; LDB:Grupo
Ligaduta do Ducto Biliar; LDB+EX: Grupo Ligaduta do Ducto Biliar+Exercicio.

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do exercicio fisico sobre o musculo
quadriceps em ratos com cirrose biliar secundaria induzida pela ligadura do ducto biliar.
Foram encontrados maiores niveis da Proteina Quinase Fosforilada (P-AKT) nos animais
com cirrose que realizaram exercicio quando comparados com 0s animais doentes. Ja 0s
niveis do Fator de Transcricdo Nuclear kappa B (NF-kB) foram maiores nos animais
doentes quando comparados com 0s animais cirréticos que realizaram exercicio.

Este estudo foi o primeiro a analisar a expressao da P-AKT e do NF-KB em
quadriceps de ratos com cirrose induzida pelo modelo de ligadura do ducto biliar que
realizaram um programa de exercicio fisico de natagdo. Na literatura, diferentes estudos
com protocolos de exercicios avaliaram a expressdo dessas proteinas e demonstrando os
efeitos do exercicio em diferentes desfechos.

O figado esta continuamente exposto a diversas agressdes, que podem culminar em
processos patolégicos causadores de doencas hepaticas. Uma estratégia terapéutica
eficaz para a doenga hepatica crénica deve controlar os fatores causais da doenca e
estimular a regeneracdo funcional do tecido. Alguns estudos buscam investigar
intervencdes destinadas a manter a atividade AKT em um figado disfuncional. Embora a
funcdo central da AKT seja a sobrevivéncia celular, outros aspectos celulares, como
captacdo de glicose, sintese de glicogénio, progressdao do ciclo celular e metabolismo
lipidico, demonstraram ser funcbes proeminentes da AKT no contexto da fisiologia
hepatica®. A proteina quinase B (AKT) é um membro de uma classe de serina ou treonina
proteina quinase, e é um importante efetor na via de sinalizacdo da fosfoinositideo 3
quinase (PI3K). A AKT tem um papel significativo em varios processos celulares, incluindo
sobrevivéncia celular, metabolismo, crescimento, proliferacdo e mobilidade, ela também
regula a homeostase vascular e a angiogénese®.

A Akt fosforilada (P-AKT) é capaz de interferir na apoptose celular e na promocéo de
habilidades de proliferacdo e motilidade por meio do mecanismo de ativacdo do alvo
mamifero da rapamicina (mTOR). Nao ha uma correlacao estabelecida na literatura sobre
0s niveis de expressao da P-AKT e desfechos positivos ou negativos. Em alguns casos,
quando esta superexpressa ela pode ser considerada um indicador de mau progndstico em
muitas malignidades. Uma meta-anélise recente relatou que a alta expressao de P-AKT foi
significativamente associada a pior sobrevida global em pacientes com cancer de mama.
Este valor prognostico também foi demonstrado em outras duas meta-analises que
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resumiram a mesma conclusdo de que a expressao elevada de P-AKT estava relacionada
a baixa sobrevida em pacientes com céancer de pulmdo de células ndo pequenas. No
cancer gastrico, muitos estudos também mostraram uma relagdo negativa entre a
expressdo de p-Akt e a sobrevida®.

Em doencas metabdlicas como a diabetes mellitus tipo 2 a resisténcia a insulina é
parcialmente derivada da inflamacao sistémica, pode ser um fator chave para sinalizagéo
de atrofia muscular. Em um estudo realizado com pacientes com DM2, a atividade
especifica da AKT quinase em resposta a insulina foi reduzida em 34% quando
comparados com controles saudaveis . No entanto, alguns estudos falharam em detectar
uma relagdo negativa significativa e alguns até obtiveram uma relacdo positiva. Em
particular, varios ensaios obtiveram resultados contraditérios por meio de andlises
univariadas e multivariadas®.

No musculo esquelético, o comprometimento da via PI3K-AKT tem sido implicado na
diminuicdo da captacédo de glicose mediada por insulina e na sintese de proteinas em
roedores e pacientes com DM2. O principal regulador da sintese proteica no musculo
esquelético é a ativagdo do alvo mamifero da rapamicina (mTOR), que é ativado por AKT
via insulina ou fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) e estimulos
mecanicos'®. Foram encontrados poucos estudos na literatura que pesquisaram os efeitos
do exercicio sobre a expressao da P-AKT e sua relagdo com algumas patologias.

O estudo de Peng et al, (2022)"" investigou se um programa de exercicio de corrida
de 8 semanas seria capaz de reduzir a apoptose neuronal e melhorar a funcdo dos
neurdnios do hipocampo de camundongos com Doenca de Alzheimer. Como resultado, foi
encontrado, além de melhor desempenho em diversas fungbes motoras, aumento da
expressao das proteinas Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e proteina quinase B fosforilada
(P-AKT). Estima-se que essa via seja um regulador da proliferacdo celular, regulando o
crescimento e a sobrevivéncia das células, inibindo muitas neurotoxinas e reduzindo a
apoptose neuronal®.

O estudo de Zhao et al, (2021)" investigou se o exercicio poderia regular a
ocorréncia e o desenvolvimento de hepatocarcinoma através da mitose. Foi realizado um
protocolo de exercicio na esteira em um modelo de tumor subcutaneo de figado humano
em camundongos. Foram analisadas a expressao da proteina relacionada a dinamina 1
(do inglés, DRP1), uma proteina chave na divisao mitocondrial e a expressdo da via
PIBK/AKT. Como resultado, foi encontrado que a expressao de DRP1 em tecidos de
cancer de figado foi significativamente aumentada em comparacao com tecidos hepaticos
normais (p<0,001). Nesse estudo, foi demonstrado que a DRP1 ativou a expressédo de
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sinais PISK/AKT. Além disso, a fosforilacdo de PISK e AKT foi demonstrada estar
intimamente relacionado com a metastase e proliferagdo tumoral. O exercicio mostrou ter
um papel protetor no hepatocarcinoma regulacdo negativa de DRP1 através da via
PIBK/AKT, além de ser encontrado uma diminuicao da expressdo de P-PI3K e P-AKT ao
exame do tecido apds o exercicio aerdbico'.

O estudo de Wang et al, (2018)% avaliou os efeitos do exercicio de esteira na
depressdo induzida por isolamento social em ratos. A hipbtese foi de que o efeito
antidepressivo do exercicio em esteira pode ser mediada pela inativacdo de Glicogénio
Sintase Quinase-3 (GSK-3[) através da ativagao da via de sinalizacdo PI3K/Akt. GSK-3p é
uma serina/treonina quinase que medeiam a sinalizagao celular e a morte celular. A AKT &
uma das quinases que inativa a GSK-3[3 por meio de sua fosforilagdo. Como resultado foi
encontrado que a relagdo P-AKT/AKT no hipocampo foi diminuida pelo isolamento social,
no entanto, o exercicio em esteira aumentou a expressao de P-AKT, exercendo efeito de
melhora na depresséo dos animais®.

No figado, as células de Kupffer, macrofagos especializados que revestem os
sinusoides, podem ser ativadas por muitos agentes, incluindo acido araquidénico,
endotoxinas e interferon gama (INF-a). Como resultado dessa ativagédo ocorre a produgéo
de: citocinas, peréxido de hidrogénio (H202), éxido nitrico (NO), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucinas (ILs) (IL-1, IL-6 e IL-10), interferon alfa e beta (INF-a e INF-B),
fator de transformagao do crescimento beta (TGF-B) e varios prostanoides®.

O NF-kB é ativado por vérios estimulos que apresentam um perigo potencial para o
hospedeiro, resultando no inicio de respostas inflamatérias, imunes e de cicatrizacdo de
feridas e na eliminacdo de patégenos. A ativacdo do NF-kB leva a transcricdo de centenas
de genes com sitios de ligacao de kB, a maioria dos quais esta envolvida na regulacéo da
inflamacéo, respostas imunes e sobrevivéncia celular. O NF-kB tem uma ampla gama de
funcbes em diferentes compartimentos celulares, influenciando a sobrevivéncia dos
hepatécitos, a inflamacao nas células de Kupffer e a sobrevivéncia, inflamacao e ativacao
nas células estreladas hepaticas (CEHs). Essa ampla funcionalidade significa que o NF-kB
assume o papel central na regulacdo dos aspectos centrais da doenca hepatica crénica e
nas respostas de cicatrizacao de feridas resultantes que, em ultima andlise, determinam o
resultado, ou seja, resolucdo da doenca e fibrose do 6rgao?.

Curiosamente, o NF-kB media respostas pro-inflamatorias e antiapoptoticas a esses
mediadores, garantindo que os hepatdcitos sejam protegidos da morte celular enquanto
respostas inflamatérias e imunes apropriadas sao iniciadas. A dupla funcédo da via do NF-
kKB requer um equilibrio delicado, uma vez que pouca ou muita ativacdo do NF-kB pode ter
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um impacto negativo no figado devido ao aumento da inflamagao ou protegao insuficiente
contra a morte celular®.

O NF-kB modula a fibrogénese hepética predominantemente em trés diferentes
compartimentos celulares: (A) regulando a lesdo dos hepatocitos, o principal
desencadeador das respostas fibrogénicas no figado; (B) regulando sinais inflamatérios
induzidos em macréfagos e outras células inflamatérias no figado; e (C) regulando as
respostas fibrogénicas em CEHs. Baixos niveis de NF-kB exacerbam lesbes induzidas por
virus da hepatite, alcool, gordura, lipolissacarideos (LPS) ou carcin6genos. No entanto, a
auséncia completa de NF-kB é suficiente para iniciar a apoptose dos hepatécitos mesmo
sem esses gatilhos, provavelmente porque baixos niveis de LPS ainda atingem o figado. O
aumento da lesdo hepatica leva a estimulacdo de respostas regenerativas em células
progenitoras e ativagdao de células Kupffer por IL-1a liberada de hepatécitos moribundos.
Por sua vez, esses processos estimulam a ativagdo do NF-kB nas células de Kupffer e a
liberacdo de mediadores como IL-13 e TNF. Esses mediadores podem induzir mais danos
aos hepatocitos, liberacdo de IL-1a e respostas regenerativas, levando a um circulo vicioso
de lesao, inflamacéo e regeneracdao. Ao mesmo tempo, LPS da microbiota intestinal e TNF
e IL-1B das células de Kupffer atuam nas CEHs para promover sua ativacdo e
sobrevivéncia. HSCs ativadas e/ou miofibroblastos hepaticos produzem matriz extracelular,
gue altera o microambiente hepatico®. Em resumo, a ativacdo de NF-kB em HSCs e/ou
miofibroblastos hepaticos parece promover fibrose hepatica por meio de multiplos
mecanismos, incluindo efeitos fibrogénicos diretos, efeitos antiapoptéticos e secrecédo de
guimiocinas recrutadoras de macréfagos (Luedde & Schwable, 2010)2.

Evidéncias emergentes sugerem que as vias do Fator Nuclear kK B (NF-kB) e do
Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo 3 (STAT3) sensiveis a inflamacédo podem
contribuir para a atrofia muscular no DM. O estudo de Perry et al, (2016)° discute o papel
que a inflamacao desempenha na atrofia muscular no DM2 e o papel do treinamento fisico
em minimizar o efeito de marcadores inflamatérios no musculo esquelético. O aumento dos
niveis sistémicos de TNFa no DM2 reduz o nivel do inibidor de NF-kB (IKB), que
subsequentemente regula positivamente as vias de NF-kB e das quinases N-terminais c-
Jun (UJNK) no musculo, resultando em resisténcia a insulina através da inibicao de
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1). Os autores concluiram que as vias
inflamatérias no muasculo, em particular, NF-kB, potencialmente contribuem para a atrofia
muscular mediada por T2DM. O NF-kB pode ser ativado através de varias vias que sao
direcionadas por citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNFa, e pela circulacido de Acidos
Graxos Livres Nao Esterificados (NEFA) através do receptor toll-like 4 (TLR4). Embora
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TNFa elevado por si s6 nao seja suficiente para causar atrofia muscular , a regulagao
positiva de NF-kB pode causar atrofia muscular em roedores. E importante ressaltar que o
NF-kB pode aumentar a degradacao de proteinas musculares especificas por meio do
aumento da expressao da ubiquitina ligase E3 (MuRF1), sugerindo que os efeitos atréficos
do aumento da atividade do NF-kB ndo sdo mediados apenas pela resisténcia a insulina.
Enquanto o NF-kB € aumentado no musculo durante condigbes atréficas em humanos,
incluindo DM2, seu papel direto na atrofia relacionada ao DM2 ¢é relativamente
desconhecido. Como tal, a via NF-kB também pode ser importante nas adaptacdes de
treinamento para o musculo diabéticos, ja que a sinalizacdo do NF-kB é regulada
positivamente em humanos com DM2 e diminui com o exercicio fisico®.

Diante das evidéncias, mais estudos sdo necessarios para verificar os efeitos do
exercicio fisico sobre os marcadores inflamatérios no musculo esquelético de pacientes

com doenga hepatica.
CONCLUSAO

O exercicio fisico reduziu os efeitos inflamatdrios da cirrose induzido pelo modelo
experimental no tecido muscular e promoveu maior possibilidade de renovacéao celular nos

animais tratados com esta terapia.
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Comiss3o de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo da sarcopenia, estresse oxidativo e processo
inflamatorio em misculo de ratos cirrdticos tratados com melatonina e exercicio fisico.”, registrada
com o n®2018/516, sob a responsabilidade de Norma Anair Possa Marroni - que envolve a produgdo,
manutenc3o ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
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