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RESUMO

O exercicio fisico € uma importante estratégia de promoc¢do da salde, especialmente pela
modulacdo que exerce sobre diversos 6rgdos e tecidos. A performance do exercicio fisico pode
ser otimizada por diversas estratégias, sobretudo alimentares. Assim, identificacdo de
estratégias alimentares como foco na melhora da performance do exercicio fisico permitindo o
incremento de seus efeitos € um promissor campo de investigacao. Pereskia aculeata Mill. (ora-
pro-nobis) € uma espécie perene da familia Cactaceae, usada, principalmente, como hortalica
folhosa ndo convencional. Embora apresente grande potencial produtivo e nutricional, além de
propriedades medicinais é ainda subexplorada e pouco conhecida. O presente estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos da farinha de ora-pro-nobis na composi¢éo corporal, parametros
bioquimicos e na expressdo molecular de genes associados a lipolise/lipogénese no tecido
adiposo branco e da termogénese no tecido adiposo marrom de camundongos submetidos a
treino resistido. O estudo foi conduzido com 14 camundongos foram randomizadas em dois
grupos: G1: controle (CONTROL), alimentado com dieta padrdo + treino resistido; G2:
experimental (OPN), alimentado com dieta padrdo modificada e adicionada farinha de ora-pro-
nobis + treino resistido. A dieta foi produzida a partir da farinha de ora-pro-nobis. A farinha foi
produzida com uso de folhas da planta obtidas na regido de Montes Claros, Minas Gerais,
Brasil, que foram lavadas, secadas, desidratadas e moidas. A dieta de farinha de ora-pro-nobis
apresentou composicao final de 59,23% de carboidratos, 28,07% de proteinas e 12,7% de
lipideos, com teor energético de 3,03 Kcal/grama. Os animais foram submetidos a 24 sess6es
de treino resistido, compostas por 6 conjuntos (séries) de 8 repeticbes com intervalos de 120
segundos entre os conjuntos. A partir da 13?2 secéo, foi incrementado ao treinamento, um peso
fixado a cauda do animal, correspondente a 50% do seu peso corporal do animal. No estudo
foram mensurados pardmetros corporais, bioguimicos, histolégicos, além da expressdo de
marcadores associados a termogénese no tecido adiposo marrom e adipogénese/lipolise no
tecido adiposo branco, pela técnica de qRT-PCR. Os resultados mostraram que 0s animais
suplementados com farinha de oro-pro-nobis apresentaram menores valores de peso médio
(Control: 48,03+1,06 vs. OPN: 45,0+0,53), do ganho de peso (Control: 6,11+1,23 vs. OPN:
9,95+1,03) e da adiposidade corporal visceral (Control: 0,031+0,002 vs. OPN: 0,024+0,002);
ademais, tiveram maior gasto energético e taxa de oxidacao de lipideos e apresentaram menores
niveis de LDL-c. Na avaliacdo molecular, apresentaram diminuicdo da expressdo de mRNA
para ACC e aumento para PGCla no tecido adiposo branco e marrom, respectivamente.
Conclui-se que a farinha de ora-pro-nobis pode modular os efeitos do exercicio fisico em
camundongos, melhorando parametros corporais, bioquimicos e moleculares.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Tecido Adiposo. Pereskia aculeata Mill. Termogénese.
Lipogénese.



ABSTRACT

Physical exercise is an important health promotion strategy, especially due to the modulation it
exerts on various organs and tissues. Exercise performance can be optimized by different
strategies, especially food. So, identification of dietary strategies with a focus on improving the
performance of physical exercise allowing the increasing its effects is a promising field of
investigation. Pereskia aculeata Mill. (ora pro-nobis) is a perennial species of the Cactaceae
family, used mainly as a vegetable unconventional hardwood. Although it has great productive
and nutritional potential, in addition to medicinal properties is still underexplored and little
known. The present study aims to objective to evaluate the effects of ora-pro-nobis flour on
body composition, biochemical and molecular expression of genes associated with
lipolysis/lipogenesis in tissue white adipose tissue and thermogenesis in brown adipose tissue of
mice submitted to resistance training. The study was conducted with 14 mice were randomized
into two groups: G1: control (CONTROL), fed with standard diet + resistance training; G2:
(OPN), fed with a modified standard diet and added ora-pro nobis flour + resistance training.
The diet was produced from ora-pro-nobis flour. the flour was produced using leaves of the
plant obtained in the region of Montes Claros, Minas Gerais, Brazil, which were washed, dried,
dehydrated and crushed. The ora-pro-nobis flour diet presented final composition of 59.23% of
carbohydrates, 28.07% of proteins and 12.7% of lipids, with an energy content of 3.03
Kcal/gram. The animals were submitted to 24 sessions of resistance training, composed of 6
sets (sets) of 8 repetitions with intervals of 120 seconds between sets. From the 13th section
onwards, a weight was added to the training. attached to the animal's tail, corresponding to 50%
of its animal's body weight. In the study body, biochemical and histological parameters were
measured, in addition to the expression of markers associated with thermogenesis in brown
adipose tissue and adipogenesis/lipolysis in white adipose tissue by the qRT-PCR technique.
The results showed that the animals supplemented with oro-pro-nobis flour had lower mean
weight values (Control: 48.03+1.06 vs. OPN: 45.0+0.53), weight gain (Control: 6.11+1.23 vs.
OPN:9.95+1.03) and visceral body adiposity (Control: 0.031+0.002 vs. OPN: 0.024+0.002); in
addition, they had higher energy expenditure and lipid oxidation rate and had lower LDL-c
levels. In the molecular evaluation, they showed a decrease in mRNA expression. for ACC and
increase for PCGla in white and brown adipose tissue, respectively. It is concluded that ora-
pro-nobis flour can modulate the effects of physical exercise in mice, improving body,
biochemical and molecular parameters.

Keywords: Pereskia aculeata Mill.; Brown Adipose Tissue; White adipose tissue; Resistance
training.
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INTRODUCAO

A inatividade fisica ou sedentarismo é um problema de satde publica mundial, e dados recentes
indicam que aproximadamente 1/3 da populacdo adulta mundial é fisicamente inativa. Isso
significa que esses individuos ndo realizam o minimo de 150 minutos/semanais de atividade
fisica aerobica moderada a vigorosa recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (1). A
inatividade fisica esta diretamente relacionada ao maior risco para o desenvolvimentos das
principais doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), (2), (3), (4). As DCNT sdo um
conjunto de doencas de evolugdo insidiosa e percurso clinico cronico. Nesse conjunto de
DCNT destacam-se as doencas cardiovasculares (por exemplo, infarto agudo do miocéardio e
acidente vascular encefalico), cancer, doencas respiratorias cronicas (por exemplo, doenca
pulmonar obstrutiva cronica e asma) e diabetes mellitus (5). Em 2016, as DCNT, foram
responsaveis por aproximadamente 40,5 milhdes de mortes em todo o mundo, representando

cerca de 71% das 56,9 milhGes de mortes totais (48).

O exercicio fisico € uma das mais importantes estratégias de promog¢éo de saude, prevencao e
tratamento de diversas DCNT e varios mecanismos bioldgicos podem ser responsaveis pela
reducdo dos fatores de risco para doencas cronicas e morte prematura associada ao exercicio
fisico (7) e atualmente existe um consenso na literatura de que o exercicio fisico regular esta
diretamente relacionado a: (1) melhorias na composicdo corporal, incluindo adiposidade
abdominal e peso corporal reduzidos; (2) melhores perfis de lipoproteinas, através da reducdo
dos niveis de triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL-Low Density Lipoprotein
), € aumento dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL-High Density Lipoprotein),
prevenindo a doenca aterosclerdtica; (3) maior eficiéncia na homeostase da glicose e
sensibilidade a insulina; (4) redugdo da pressdo arterial; (5) redu¢ao de inflamacdo sistémica
de baixo grau ; (6) melhora da funcéo cardiorrespiratoria; (7) melhora de aspectos relacionados

a salde mental; entre varios outros beneficios diversos (8).

Sob condi¢es de exercicio fisico, 0s musculos podem produzir e liberar moléculas, citocinas
ou peptideos sinalizadores, denominados miocinas. Essas moléculas podem exercer a¢Ges
paracrinas e endocrinas (9). Nem todos sdo produzidos exclusivamente pelo musculo
esquelético, pois tambeém podem ser liberados por outras células, como o tecido adiposo. No

entanto, o musculo esquelético € possivelmente a fonte primaria da maioria das miocinas, pois
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representa mais de 30% da massa corporal humana. As miocinas tém sido associadas aos efeitos
benéficos do exercicio regular na saide (10). De fato, esses mediadores musculares sdo
plausivelmente necessarios para a homeostase de todo o corpo, incluindo reacbes metabodlicas
nos tecidos cardiovascular, renal, adiposo, pancreético, 6sseo e hepético (10), (11), (12). A
Figura 1 mostra os efeitos das miocinas induzidas pelo exercicio fisico sobre diversos

orgéo/tecidos.

...................................... 3 . v
Ph Slcal ) — J Myo?:ctin
y ,--‘ )" ’ :)GF- : : : 1 Apel

L

E . Musculin
Xercises ’ IL-6
|
Decorin T T T
Irisin
Myonectin ¥ Myostatin {5 v
Apelin . (A ' Q-r
Musculin
IL- 15 white adipose brown adipose Liver Pancreas
tissue tissue
IGF-1
IL-6 | : ‘ [
| ® lipolyses o ucp e regulatianol of
| e glucose uptake e Oxygen consumption glycogenolysis and ' GLP-1
| @ browning / o thermogenesis glycogenesis
| ® thermogenesis » foxidacio
§ owAT

Fig 1. Efeitos sisttmicos de algumas miocinas. Ap6s o exercicio resistido sdo liberadas miocinas especificas,
como decorina e Fator de Crescimento Semelhante & Insulina Tipo 1 ( IGF-1 Insulin-like Growth Factor Type 1)
; apos o treinamento de resisténcia, outras miocinas especificas, como mionectina, apelina, musclina e
linterleucina-6 (IL-6) sdo produzidas e desempenham papéis diferentes em varios tecidos. IGF-1; IL-6; IL-15(
interleucina-15); Proteina de Desacoplamento (UCP-Uncoupling Protein); Tecido Adiposo Branco( TAB); GLP-1
Peptideo-1 Semelhante ao Glucagon ( GLP-1 - Glucagon-like Peptide-1). As setas para cima indicam aumento;
setas para baixo indicam reducgdo. Adaptado de (13).

O tecido adiposo é o principal 6rgdos de atividade enddcrina do corpo e possui forte modulacéo
pelo exercicio fisico. Segundo caracteristicas embrionarias, morfoldgicas e funcionais, é
dividido em, pelo menos dois subtipos, a saber: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo
marrom (TAM) (14). O TAB representa a maior parte do tecido adiposo no organismo e é
responsavel pelo armazenamento de triacilglicerois (reserva energética), isolamento térmico,
protecdo contra chogque mecanicos e, especialmente pela producdo, liberacdo e acdo, local e
sistémica, de adipocinas que exercem diversos efeitos moleculares (15), (16), (17) . Por outro
lado, o TAM esta relacionado com a termogénese, apresentando alta densidade mitocondrial e
exercendo importante papel no processo de gasto energético (17), (18). O tecido adiposo pode
representar até 25% da massa corporal em individuos adultos magros, importante fonte de

regulacdo dos processos energéticos em nosso corpo e possui distribuicdo corporal varidvel de
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acordo com idade, sexo e outras caracteristicas biotipicas (Figura 2) (19).
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Fig 2. Principais depositos de tecido adiposo e suas localizagfes anatdmicas em camundongos e humanos.
Existem dois tipos principais de tecido adiposo, tecido adiposo branco rico em lipidios (WAT- White Adipose
Tissue); responsavel pelo armazenamento de energia) e tecido adiposo marrom rico em mitocondrias (BAT-
Brown Adipose Tissue) ; responsavel pela queima de energia). Adipécitos de BAT e WAT emergem de linhagens
celulares distintas; no entanto, o WAT, especialmente o subcutdneo, pode se converter em gordura
metabolicamente ativa atraveés do processo de escurecimento (browning). O WAT é encontrado em muitas
localiza¢Ges anatomicas. Os maiores depdsitos sdo subcutidneos (sob a pele; por exemplo, inguinal, gliteo e
femoral) e viscerais (dentro da cavidade abdominal, entre os 6rgdos; por exemplo, omental, mesentérico e
epicardico). Depdsitos de WAT menores sdo encontrados ao redor dos vasos sanguineos (perivasculares, que
regulam o tdnus vascular), na medula 6ssea (que regulam a remodelagdo 6ssea) ou como dep6sitos ectépicos em
6rgdos especificos (por exemplo, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica, pancreas gorduroso ou gordura
intramuscular). Esses depdsitos adiposos possuem caracteristicas moleculares Unicas; portanto, a distribui¢do do
peso tem importantes consequéncias bioldgicas. Por exemplo, a maioria dos adipdcitos viscerais tem densidade
mitocondrial ligeiramente maior, sdo mais lipoliticos, sdo menos sensiveis a insulina, produzem menos leptina e
contribuem com mais acidos graxos livres circulantes em comparacao aos adipdcitos subcutaneos e, portanto,
tém uma associacdo mais forte com a sindrome metabolica. O BAT esta presente em quantidade bem menor que
0 WAT. Localiza-se sobretudo nas regides cervical e supraclavicular em humanos e interescapular nos
camundongos. E um tecido com intensa atividade metabdlica, sendo responséavel pela termogénese para producio
de calor. Adaptado de (19).
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O TAB é o principal reservatorio energético corporal. Os adipécitos atraves de respostas
bioquimicas especificas sdo capazes de estocar triacilglicerol, especialmente em periodos de
abundéancia energética (lipogénese) e de mobiliza-los para degradacéo e geracdo energética em
situacdes de déficit calorico (lipolise) (15). O TAB possui intensa atividade enddcrina e
paracrina, sendo seu fenotipo de expressao fortemente influenciado por fatores ambientais,
como dieta, exercicio fisico. Mais de 600 adipocinas sdo secretadas pelo TAB, influenciando a
homeostase lipidica e glicémica, modulando o apetite, a microbiota intestinal, a resposta
imunoldgica e estabelecendo forte interagdo com outros 6rgédos e tecidos corporais, (15),(16).
Por exemplo, no contexto da obesidade, a disfuncdo do TAB predispde outras comorbidades,
como o diabetes (devido aumento da resisténcia a insulina), a doenca hepética gordurosa nao-
alcodlica, dislipidemias e doengas cérebro-cardiovasculares, como acidente vascular enceféalico e
infarto agudo do miocardio (20), (21), (22).

Em condicdes de peso corporal saudavel (homeostase metabdlica), o microambiente do tecido
adiposo é bem vascularizado e rico em citocinas anti-inflamatdrias (como interleucinas 4, 10,
e 13) e, como consequéncia, hospeda uma variedade de células imunes, incluindo macréfagos
2 ( M2), células linfoides inatas do tipo 2, células T auxiliares (Th2- T helper) e eosinofilos
produtores de interleucina 4 (IL-4). Em resposta ao ganho de peso corporal ou obesidade, os
adipdcitos sofrem hiperplasia e hipertrofia; a medida que o suprimento vascular se torna
limitado, essas células entram em injuria e apoptose. Isso libera padrdes moleculares
associados a danos (DAMP- Damage Associated Molecular Standard) no microambiente, que
desencadeiam a infiltracdo e ativacdo de células imunes inatas (por exemplo, células
dendriticas, macrofagos e granuldcitos). Esses efeitos promovem o desenvolvimento de
estruturas semelhantes a coroas (CLS- Crown-like structures) e respostas imunes tipo 1 (pré-
inflamatdrias). Essa resposta inclui acumulo de citocinas do tipo 1 (por exemplo, TNFa -
Tumor necrosis factor-a, IFNy- Interferon-gamma, IL-1B- Interleukin-1p e IL-6- Interleukin-
6) e células imunes pro-inflamatdrias, incluindo varios granulécitos, células linfoides inatas
do tipo 1, células B e células T CD8+, que perpetuam respostas inflamatorias cronicas. Os
macrofagos sdo altamente diversos dentro do tecido adiposo hipertrofico/hiperplasico; aqueles
associados a CLS (macrofago associado a CLS, CAMe- Classically activated macrophages)
proliferam e expressam os marcadores de superficie celular CD11c e CD9, enquanto aqueles
que estao mais distantes (nao-CAM¢) expressam o antigeno linfocitario 6C (Ly6C). Essas
alteracfes inflamatorias coincidem com fibrose crénica e inflamacdo vascular, que se
alimentam para sustentar um processo de inflamagao continuo, que mantém-se localmente, para
que libera produtos na corrente sanguinea, interferindo na dinamica de outros o6rgdos/tecido
(23).



Diferente do TAB, o tecido adiposo marrom € rico em mitocondriais, possui vasculatura e
inervacdo densas e possui seu citoplasma repleto de pequenas goticulas multiloculares de
gordura. E o principal local de realizacdo da termogénese sem tremores em mamiferos. Os
adipdcitos marrons possuem alta capacidade oxidativa e possuem alta concentracdo da proteina
desacopladora (UCP1- Uncoupling Protein 1) na membra interna das mitocondrias (17). A
UCP1 desacopla a cadeia respiratoria no processo de fosforilagdo oxidativa, produzindo uma
alta taxa de oxidacéo e permitindo que a célula use energia metabdlica para gerar calor, deste
modo, regula a temperatura corporal e aumenta o gasto energético, assim permitindo ao
organismo protecdo contra o frio e a obesidade (24), (25). Ademais, ao contrario do conceito
predominante de que a presenca e funcdo do TAM serdo restritas a humanos, apenas a
neonatos e lactentes, estudos diversos indicam para a presenca anatdmica e funcional deste
tecido em humanos adultos (26), (27), (28). Sabe-se ainda, que muitos fatores ambientais
podem modular o TAM, como a exposicdo ao frio, drogas adrenérgicas, dieta e exercicio

fisico.

O TAM ainda, estabelece mecanismos diversos de interacdo com outros érgdos/tecidos,
influenciando diversos processos biologicos, sobretudo metab6licos. Anédloga a visao
anteriormente sustentada de que o TAB era simplesmente um 6rgdo de armazenamento de
energia, esta se tornando cada vez mais evidente que o TAM ndo funciona isoladamente apenas
para dissipar energia quimica como calor. Em vez disso, demonstrou interagir extensivamente

com outros tecidos por meio de vias neurais e enddcrinas tanto na salide quanto na doenca (29).

Por exemplo, p6s uma refeicdo rica em gordura, o colesterol na forma de quilomicrons é
entregue primeiro ao figado e depois na forma de lipoproteinas ricas em triglicerideos para o
TAM. Os remanescentes de lipoproteinas ricas em colesterol sdo entéo liberados pela acdo da
lipoproteina lipase e, por sua vez, sdo entregues pela corrente sanguinea de volta ao figado,
onde os hepatdcitos convertem o colesterol em &cidos biliares. Esses acidos biliares circulantes
derivados do colesterol da dieta retornam entdo ao TAM para promover a termogénese.
Também pode haver uma linha de comunica¢do do TAM com o cérebro durante a alimentacéo,
devido as propriedades de deteccéo de calor dos neurdnios hipotalamicos. Durante 0 consumo
cronico de uma dieta rica em carboidratos, o0 aumento da atividade da glicose-quinase no figado,
resulta na ativacdo de neurdnios aferentes vagais que inibem aqueles eferentes simpaticos no
TAM, resultando em diminuicdo da termogénese naqueles suscetiveis ao ganho de peso. Da

mesma forma, durante o envelhecimento, a diminuicéo da acilcarnitina liberada pelo figado e
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produzida pelos acidos graxos livres liberados durante a lipolise do TAM, resulta em
diminuicao da termogénese do TAM e intolerancia ao frio. O proprio TAM libera neuregulina
4, que protege o figado contra o acimulo de gordura e a resisténcia a insulina associados ao
consumo crénico de uma dieta rica em gordura. Os acidos graxos liberados pela lipolise do
TAM também promovem a liberacdo de insulina do pancreas, o que causa a captacao de glicose,
acidos graxos e lipoproteinas ricas em triglicerideos pelo TAM para sustentar a termogénese
(29).

Nas ultimas décadas tem-se buscado o desenvolvimento de técnicas, procedimento e produtos
que permitam o incremento dos resultados associados ao exercicio fisico. Dentre as varias
estratégias, tem-se um forte campo através da nutricdo. A proposicdo de suplementos
nutricionais sdo uma aposta da industria alimenticia e pratica clinica fortemente incorporada

nos ultimos anos, por nutricionistas, professores de educacéo fisica e médicos.

No contexto regional, véarias espécies vegetais atraem a atencdo devido suas propriedades
nutricionais. Destaca-se a Pereskia aculeata Mill., uma planta trepadeira semilenhosa, que
pertence a familia Cactaceae, sendo nativa da América do Sul e Central. Apresenta ramos
podem atingir até 10 metros de altura na presenca de planta-suporte proxima. Como planta
isolada apresenta porte arbustivo; apresenta folha simples, simétrica, eliptica e de textura
coriacea, com cerca de 7 cm de comprimento e 3 cm de largura. O peciolo é curto e duas a seis
folhas agrupam-se em ramos laterais alternos e apresentam espinho na axila das folhas
(30),(31) .

A Pereskia aculeata Mill. é conhecida no Brasil no ora-pro-nobis e muito comumente usada
devido seu excelente potencial nutricional, sendo fonte de substancias bioativas e nutrientes
(32). Na medicina popular, as folhas sdo a Unica parte tradicionalmente consumida, sendo
utilizadas na diminuicdo dos processos inflamatoérios e na recuperacdo da pele em casos de
queimadura (33), (34), (35), também ¢ usada para tratamento de anemia ferropriva devido seu

alto teor de ferro.

Sob o aspecto nutricional, o ora-pro-nobis é uma especie considerada nutracéutica, pelo alto
teor de proteina em suas folhas. Os teores de proteina encontrados variaram em estudos de
analise nutricional, de 17,4 a 28,9 g/100 g em matéria seca (36), (37) . Além disso, a proteina

do ora-pro-nobis apresenta alto valor bioldgico, o que esta diretamente relacionado com a
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composicao de seus aminoacidos, predominando a lisina. A ora-pro-nobis possui aminoacidos
essenciais acima do necessario para o consumo humano, recomendado pela Food and
Agriculturation (FAO). As folhas podem ser consumidas como refogados e sopas na forma in
natura, na forma de farinha pode ser utilizado em preparacéo de tortas, macarrdo, biscoitos,

pées e bolos (32).

A literatura cientifica reporta alguns poucos estudos que avaliam a utilizagdo da Pereskia
aculeata Mill. sobre o metabolismo corporal. Estudo de Barbalho et al. utilizando ratos Wistar,
mostrou que a farinha de Ora-Pro-Noébis (OPN) melhorou a motilidade intestinal e esteve
associada a reducdo da gordura visceral e ao aumento dos niveis de HDL-c (38).
Corroborando, estudo realizado com mulheres mostrou que a utilizacdo bebida suplementada
com farinha de OPN por seis semanas foi capaz de reduzir o peso e adiposidade corporal e
melhorou sintomas gastrointestinais, como constipacdo e eructacdes (39). Nao se identificou
estudos que aprofundassem mais na avaliacdo corporal, bioquimica e molecular da farinha de
OPN, especialmente no tecido adiposo (17), (18), (19), (20), (21), (22).

Diante desse cenério, o presente estudo levanta a seguinte questdo norteadora: quais 0S
potenciais efeitos de uma dieta a base de farinha de ora-pro-nobis no metabolismo corporal de
camundongos submetidos a treino resistido? Pode a ora-pro-nobis propiciar melhora dos

resultados ja conhecidos do exercicio fisico?
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da farinha de Pereskia aculeata Mill. (Ora-pro-nobis) na composicao
corporal, parametros bioquimicos e na expressdo molecular de marcadores associados a
lipdlise/lipogénese no tecido adiposo branco e da termogénese no tecido adiposo marrom de

camundongos submetidos a treino resistido.

Objetivos especificos

e Auvaliar os efeitos da farinha de Pereskia aculeata Miller (Ora-pro-nobis) sobre:
a) 0 peso e aadiposidade corporal;
b) amorfologiado TAB e TAM,;
c) parametros associados a atividade termogénica;
d) os niveis séricos de marcadores bioquimicos associados aos perfis glicémico e
lipidico;

e) aexpressdo de mMRNA de UCP1 e PGClano TAM e ACC e CPT1 no TAB.
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PRODUTOS TECNICO-CIENTIFICOS

Artigo 1: Dieta a base de farinha de Pereskia aculeata Mill. (Ora-pro-nobis) diminui
peso e adiposidade corporal, aumenta a atividade termogénica e modula a expressao
de PGCla e ACC no tecido adiposo de camundongos submetidos a treino resistido,
com intencdo de submissdo ao periodico Journal of Ethnopharmacology (Fator de

impacto: 4,36; Qualis CAPES: Al na area interdisciplinar).
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RESUMO

Introducdo: o treino resistido é uma importante ferramenta para promogéo da saude e
prevencdo e tratamento de diversas doencas. A identificacdo de estratégias alimentares
como foco na melhora da performance do treino resistido permitindo o incremento de
seus efeitos € um promissor campo de investigacdo. Pereskia aculeata Mill. (ora-pro-
nobis) € uma espécie perene da familia Cactaceae, usada, principalmente, como hortalica
folhosa ndo convencional. Embora apresente grande potencial produtivo e nutricional,
além de propriedades medicinais é ainda subexplorada e pouco conhecida. Objetivo:
avaliar os efeitos da farinha de ora-pro-nobis na composi¢do corporal, pardmetros
bioguimicos e na expressao molecular de genes associados a lipélise/lipogénese no tecido
adiposo branco e da termogénese no tecido adiposo marrom de camundongos submetidos
a treino resistido. Método: quatorze camundongos foram randomizadas em dois grupos:
G1: controle (CONTROL), alimentado com dieta padrdo + treino resistido; G2:
experimental (OPN), alimentado com dieta padrdo modificada e adicionada farinha de
ora-pro-nobis + treino resistido. O treino resistido foi realizado durante seis semanas.
Foram mensurados parametros corporais, bioquimicos, histolégicos, além da expressao
de marcadores associados & termogénese no tecido adiposo marrom e
adipogénese/lipolise no tecido adiposo branco, pela técnica de qRT-PCR. Resultados: 0s
animais suplementados com farinha de oro-pro-nobis apresentaram diminui¢do do peso
corporal e adiposidade visceral; tiveram maior gasto energético e taxa de oxidacdo de
lipideos; apresentaram menores niveis de LDL-c e tiveram diminui¢ao da expressao de
MRNA para ACC e aumento para PCGlo no tecido adiposo branco e marrom,
respectivamente. Concluséo: os achados do presente estudo indicam o potencial papel da
farinha de ora-pro-nobis sobre parametros corporais, bioguimicos e moleculares em
camundongos submetidos a treino resistido.

Palavras-chave: Pereskia aculeata Mill.; Tecido Adiposo Marrom; Tecido Adiposo

Branco; Treino Resistido.
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ABSTRACT

Introduction: the resistance training is an important tool for health promotion and prevention
and treatment of various diseases. The identification of dietary strategies as a focus on
improving the performance of resistance training allowing the increase of its effects is a
promising field of investigation. Perekia aculeata Mill. (ora-pro-nobis) is a perennial species of
the Cactaceae Family, used mainly as an unconventional leafy vegetable. Although it has great
productive and nutritional potential, in addition to medicinal properties, it is still underexplored
and little know. Objective: to evaluate the effects of ora-pro-nobis flour on body composition,
biochemical parameters and molecular expression of genes associated with lipolysis/lipogenesis
in White adipose tissue and thermogenesis in brown adipose tissue of mice submitted to
resistance training. Methods: fourteen mice werw randomized into two groups: G1: control, fed
standard diet+ resistance trainig; G2: experimental OPN, fed a modified standaed diet and
added ora-pro-nobis flour + resistance training. Resistance training was performed for six
weeks. Body, biochemical and histological parameters were measured, in addition to the
expression of markers associates with thermogenesis in brown adipose tissue and
adipogenesis/lipolysis in White adipose tissue, using the gRT-PCR technique. Results: the
animals supplemented with ora-pro-nobis flour showed a decrease in body weight and visceral
adiposity; had higher energy expenditure and lipid oxidation rate; had lower LDL-c levels and
had decreased mRNA expression. For ACC and increased PGC1 o in White and brown adipose
tissue, respectively. Conclusion: the findings of the presente study indicate the potential role of
ora-pro-nobis flour on body, biochemical and molecular parameters in mice submitted to
resistance training.

Keywords: Pereskia aculeata Mill.; Brown Adipose Tissue; White adipose tissue; Resistance
training.
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INTRODUCAO

Sé@o amplamente conhecidos os beneficios que o exercicio fisico promove para
a satde humana, sendo uma das mais importantes estratégias de prevencéo e tratamento
de diversas doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes, impactando positivamente na
melhora do perfil de morbimortalidade (1,2). A pratica regular de exercicio fisico auxilia
na melhora da performance cardiorrespiratdria, da composicao corporal (especialmente
por reducdo da adiposidade e incremento da massa magra), da resposta metabolica
corporal, do bem-estar psicossocial e da qualidade de vida (3),4,5).

Dentro da vertente onde se considera o exercicio fisico um método eficaz para
manutencdo da salde e prevencdo de doencas esta a modalidade de treinamento resistido,
pois é considerado uma pratica eficiente para a modificacdo da composi¢do corporal pelo
aumento da massa muscular e diminuicdo da adiposidade (6). O treinamento resistido é
caracterizado pela utilizacdo de equipamentos ou pesos que oferecem uma carga
mecanica oposta ao movimento do segmento corporal e condiciona adaptacdes
fisiolégicas como musculares, neurais e ou hipertréficas no individuo (6).

Diversas estratégias comportamentais e alimentares buscam melhorar os
resultados associados ao exercicio fisico, incremento desempenho e otimizando
resultados biol6gicos (7,8). Assim, a identificacdo de fontes nutricionais, especialmente
de origem vegetal, pode emergir como um promissor campo de atuagdo no contexto da
pratica de exercicio fisico.

A Pereskia aculeata Mill. € uma planta trepadeira, que pertence a familia
Cactaceae, sendo nativa da América do Sul e Central, e muito comumente usada devido
seu excelente potencial nutricional, sendo fonte de substancias bioativas e nutrientes (9).

No Brasil, é conhecida popularmente por como ora-pro-nobis (OPN), e na medicina
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popular, as folhas sdo a Unica parte tradicionalmente consumida, sendo utilizadas na
diminuicao dos processos inflamatorios e na recuperacdo da pele em casos de queimadura
(10,11,12).

As folhas possuem importante qualidade nutricional, como alto teor de
carboidrato, lisina, calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre e, principalmente, alto teor de
proteinas. E podem ser consumidas como refogados e sopas na forma in natura, na forma
de farinha pode ser utilizado em preparacédo de tortas, macarrdo, biscoitos, paes e bolos
9).

A literatura cientifica reporta alguns poucos estudos que avaliam a utilizacdo da
Pereskia aculeata Mill. sobre o metabolismo corporal. Estudo de Barbalho et al.
utilizando ratos Wistar, mostrou que a farinha de OPN melhorou a motilidade intestinal
e esteve associada a reducdo da gordura visceral e ao aumento dos niveis de HDL-c (13).
Corroborando, estudo realizado com mulheres mostrou que a utilizacdo bebida
suplementada com farinha de OPN por seis semanas foi capaz de reduzir o peso e
adiposidade corporal e melhorou sintomas gastrointestinais, como constipacdo e
eructaces (14). Ndo se identificou estudos que aprofundassem mais na avaliacdo
corporal, bioquimica e molecular da farinha de OPN, especialmente no tecido adiposo
(15,16,17,18,19,20).

Assim, identificacdo de potenciais efeitos da farinha de OPN, especialmente
associados ao exercicio fisico € um promissor campo de atuacdo social, econémica e
cientifica. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da farinha de ora-pro-
nobis na composicdo corporal, pardmetros bioquimicos e na expressdao molecular de
genes associados a lipdlise/lipogénese no tecido adiposo branco e da termogénese no

tecido adiposo marrom de camundongos submetidos a treino resistido (21).
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MATERIAIS E METODO

Desenho do estudo

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados Comissdo de Etica em
Experimentacdo e Bem-Estar Animal da Universidade Estadual de Montes Claros
(Unimontes), Minas Gerais, Brasil (protocolo n® 204/2019). Os animais foram mantidos
em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm) com quatro animais/gaiola, sob ciclo de
luminosidade claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (22°C+2°C), humidade relativa do
ar (60%zx5%), baixo nivel sonoro (<40dB) e livre acesso a alimentacdo e agua durante
todo o periodo de aclimatizacéo e tratamento.

O experimento foi conduzido com 14 camundongos machos da linha Swiss com
seis semanas de idade, sendo randomizados ap6s periodo de aclimatizacdo em dois
grupos: 1) grupo controle (Control) alimentado da dieta padrdo e 2) grupo experimental
(OPN) alimentado com dieta padrdo modificada & base de farinha de ora-pro-nobis. Os
animais foram mantidos em aclimatizagdo por duas semanas. Na segunda semana, 0sS
camundongos foram gradualmente introduzidos ao treino resistido durante cinco dias
consecutivos, mantendo repouso de 48 horas até o inicio do tratamento. O protocolo de
familiarizagéo foi realizado para habituar os camundongos ao ambiente da escada. Cada
sessdo diaria de familiarizagdo consistia em subir voluntariamente a escada e duracao 3-

5 minutos/animal.

Producéo da farinha e preparo da dieta
As folhas de Pereskia aculeata Mill. foram obtidas a partir de produtores locais
na cidade de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil (coordenadas geogréaficas: 16°43'41"S,

43°51'54W)" A coleta foi feita de forma manual, com auxilio de uma tesoura, priorizando
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folhas jovens, sem deterioracdo por pragas. ApOs coleta, o material foi levado,
acondicionadas em uma caixa térmica com temperatura entre a 10°C e transportado até o
Laboratorio de Bromatologia do Instituto de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal
de Minas Gerais, na cidade de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. Em seguida, as folhas
foram lavadas com &gua destilada, imersas em uma solucéo de hipoclorito de sodio (1:1)
durante 10 minutos e novamente lavadas agua destilada. Posteriormente, foram
submetidas a secagem e desidratacdo em estufa ventilada a uma temperatura de 60°C por
72 horas para posteriormente, serem trituradas em moinho (tipo Willey). Obteve-se entdo
a farinha, que foi peneirada em 60 Mesh e armazenada em potes plasticos revestidos de
papel aluminio, até 0 momento de uso ndo excedendo tempo superior a 30 dias da
fabricacdo (13,22).

Para preparo da dieta, a farinha incialmente foi submetida a analise quimica. O
teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando-se o fator
6,25 para a obtencdo do teor de proteina total. O teor de umidade foi determinado pelo
método da secagem em estufa com circulacdo de ar a 105°C. O teor de cinzas foi obtido
a partir do principio da incineracdo. O extrato etéreo ou lipideos totais foram
determinados pelo método de extracdo Soxhlet. O teor de carboidratos foi calculado pela
diferenca entre 100 e a soma das porcentagens dos teores de umidade, proteinas, fibras,
lipidios totais e cinzas. Todas as analises quimicas descritas na Tabela 1 foram
determinadas conforme normas e procedimentos da Association Of Official Analytical

Chemists (AOAC) (23).
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Tabela 1. Composicdo centesimal da farinha de folhas de uma espécie de Ora-pro-nobis
(Pereskia aculeata Mill.) em 100g matéria prima seca.

Determinagdes Média% Média% na mateéria seca
Mateéria seca total 91,72 faleie
Cinzas 17,91 19,52
Extrato etéreo 4,33 4,72
Proteina bruta 32,20 35,11
Fibra em detergente neutro 53,69 58,54

A dieta padrdo € composta por 66,24% de carboidratos, 23,34% de proteinas e
10,33% de lipideos, com valor energético de 3,95 Kcal/grama. Para cada 100 gramas da
dieta padrdo modificada a base de farinha de ora-pro-nobis, foram utilizados 60 g da dieta
padrdo + 40 gramas da farinha de ora-pro-nobis, cuja composicéo final foi de 59,23% de
carboidratos, 28,07% de proteinas e 12,7% de lipideos, com teor energético de 3,03

Kcal/grama.

Protocolo de treino resistido (TR)

O protocolo de TR foi realizado usando escada vertical de 110 cm de altura, 18
cm de largura e 2 cm entre os degraus, com inclinacdo de 80°. Foram realizada 24 sec0es,
com intervalo de 48 horas entre cada uma delas. Cada secao foi composta por 6 conjuntos
(séries) de 8 repeticBes com intervalos de 120 segundos entre 0s conjuntos. A partir da
132 secdo, foi incrementado ao treinamento, um peso fixado a cauda do animal,
correspondente a 50% do seu peso corporal. Os animais foram estimulados a subir devido
a presenca de uma placa de aco na base da escada em que uma corrente elétrica de 20

volts de intensidade e 45 hertz de frequéncia foi aplicado as quatro patas dos animais (18).
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Mensuracéo do peso corporal e do consumo alimentar

O peso corporal e o consumo alimentar foram mensurados duas vezes por
semana, em dias e horarios fixos e previamente definidos (segunda-feira e quinta-feira
pela manhd), usando balanca semianalitica. Foi registrado o peso corporal por animal e a
média por grupo em cada dia de avaliacdo. Em relacdo ao consumo alimentar, foi obtida
a média de consumo alimentar/animal/dia, sendo corrigida pelo peso corporal médio no
periodo mensurado, conforme a formula: consumo alimentar final — consumo alimentar
inicial = x; x/animais por gaiola/niimero de dias = y; y/peso corporal médio no intervalo

de cada mensuracao.

Indicadores da termogénese

Na ultima semana de experimento, os animais foram submetidos a avaliacdo do
consumo de oxigénio (VO2) e producdo de gas carbbnico (VCOy). Para isso, foram
mantidos em jejum noturno de 12 horas e em seguida, colocados individualmente em um
calorimetro indireto monitorado por computador (Oxyleptro, Harvard Apparatus, Spain)
acoplado a uma camara metabdlica (fluxo de ar = 1,0/min). Os parametros calorimétricos
foram registrados por meio do software Metaoxy (Harvard Apparatus, Spain), durante 60
minutos. A partir dessas medidas, foram estimadas a taxa metabolica basal (TMB - Kcal)
e 0 quociente respiratorio (QR=VCO2/V0,). As taxas de oxidacdo de lipideo e
carboidrato (mg/min) foram obtidas conforme descrito por ZASLAV (24), usando as
equac0es abaixo citadas:

1. Taxade oxidacéo de lipideo (mg/min) =-1,7012*VCO; + 1,6946*VO,

2. Taxade oxidacdo de carboidrato (mg/min) = 4,585*VCO; - 3,2255*VO>
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Sacrificio e analise da composicao corporal

Apds jejum noturno de 12 horas, os animais foram anestesiados usando Ketamina
100mg/Kg de animal e Xilazina 30mg/Kg de animal ((Ceva Santé Animale®, Brazil) por
via intraperitoneal e sacrificados por decapitacdo em guilhotina. Imediatamente apos o
sacrificio, foram obtidas amostras de sangue total, tecido adiposo branco (gonodal,
mesentérico, retroperitoneal) e o tecido adiposo marrom. O indice de adiposidade
corporal (%) foi calculado a partir do célculo: )’ peso dos tecidos gonodal, mesentérico e
retroperitoneal (g)/peso do animal em gramas x 100). O peso do tecido adiposo marrom
foi corrigido pelo peso corporal do animal em gramas [peso do tecido adiposo marrom

(9)/peso do animal (g)].

Determinacdo de parametros séricos

O soro foi obtido a partir do sangue total ap6s centrifugacdo a 3200 rpm por 10
minutos e armazenado a -20°C até a realizacdo das andlises séricas. Foram avaliados
niveis de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c), triglicerideos, glicose,
insulina, usando (In Vitro Diagnostica®, Brasil) e analisados no aparelho Humastar 200
(In Vitro Diagnostica®, Brasil). Os niveis de lipoproteina de alta densidade baixa

densidade (LDL) foi calculado usada a formula proposta por Friedewald (25).

Anélises histologicas

Apbs o sacrificio dos animais, um fragmento de tecido adiposo epididimal e
marrom de cada animal foi lavado com solucdo salina e em seguida imerso em solucéo
de formol 10% tamponado. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em solugdes
de alcool etilico, banhadas em xilol e incluidas em blocos de parafina. Cortes teciduais

de 5 um de espessura foram obtidos utilizando micrétomo e corados com hematoxilina
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& eosina (H&E). A visualizagdo dos cortes e captacdo de imagens foram feitas em

microscopio FSX100 Inverted Microscope (Olympus®, Japéo).

Extracdo de RNA, transcricdo reversa e qRT-PCR

O RNA total foi obtido a partir de 100 mg de tecido adiposo marrom e 200 mg do
tecido adiposo epididimal, segundo o protocolo descrito pelo TRIzol™ Reagent
(ThermoFisher Scientif®, United States). As concentracdo de RNA foram determinadas
em espectrofotometro (Nano Drop® ND-1000, EUA) a 260 e 280 nm; e as amostras
armazenadas a -80°C até o momento das analises seguintes. Para sintese do cDNA,
inicialmente as amostras foram tratadas do DNAse (Promega®, EUA), e em seguida
realizada a retrotranscricdo, utilizando o kit SuperScript® 111 Reverse Transcriptase (Life
Technologies®, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. Foram utilizados 2000 ng de
RNA para a sintese de cDNA, que foi armazenada a -20°C. Em seguida, procedeu-se com
a mensuracdo do nivel de expressdo de genes associados a termogénese, CPT-1, ACC,
UCP1 e PGCla, tendo 0 GAPDH como gene de padrdo normalizador. Para as rea¢fes de
gRT-PCR, foram usados SYBR® Green gPCR SuperMix (Invitrogen®, EUA), sendo
realizadas na plataforma QuantStudio 6 Flex system (Applied Biosystems®, EUA). A
relacdo da expressao génica entre a amostra (gene alvo) e gene normalizador foi calculado

utilizando a formula 2724¢T (26).

Andlises estatisticas
Os dados foram expressos em médiaszerro padrdo da média (SEM) e analisados
usando o programa estatisticos GraphPad Prism versdo 7.0, sendo inicialmente

submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, comparac6es
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maltiplas foram realizadas usando teste T. Consideraram-se significativas as

comparacOes que obtiveram valores de p<0,05.

RESULTADOS

O presente estudo evidenciou melhora na composicdo corporal dos animais
alimentados com farinha de oro-pro-nobis (OPN), evidenciada por menor peso corporal
médio (Control: 48,03+£1,06 vs. OPN: 45,0+0,53; p<0,05) (Figura 2A), menor variagao
do peso corporal final em relagdo ao inicial (Control: 6,11+1,23 vs. OPN: 9,95+1,03;
p<0,05) (Figura 2B) e menor adiposidade corporal visceral (Control: 0,031+0,002 vs.
OPN: 0,024+0,002; p<0,05) (Figura 2D). Néao foi observada alteracdo no consumo
alimentar entre os grupos de estudo (Figura 2C). Ademais, observou-se maior peso do
tecido adiposo marrom no grupo OPN (Control: 0.0032+0.00025 vs. OPN:
0.0040+0.00015; p<0,05). (Figura 2F) As figuras E e G ilustram o padréo histoldgicos do
tecido adiposo branco e marrom, respectivamente.

Ao analisar os marcadores da termogénese, observou-se que o grupo OPN
apresentou maior gasto energético (CONTROL: 201,3£7,49 vs. OPN: 216,8+14.,4;
p<0,05) (Figura 3A) e maior oxidacdo de lipideos (CONTROL.: 10,37 +1,26 vs. OPN:
12,01+0,79; p<0,05) (Figura 3C). Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas para o quociente respiratorio (Figura 3B) e taxa de oxidacdo de carboidratos
(Figura 3D)

Em relacdo aos parametros séricos associados ao metabolismo lipidico e
glicémico, o grupo OPN apresentou melhora nos parametros de LDL-c (CONTROL.:
54+4,64 vs. OPN: 43,4+4,33; p<0,005) (Figura 4C). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para os demais parametros analisados (Figuras 4A-B e D-

F), no entanto, o grupo OPN apresentou reducdo de 6,5% nos niveis de glicose, 6,6% de
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triglicerideos, 5,3% de colesterol total e aumento de 5,6 nos niveis de HDL-c e 7,0% de
insulina.

Para avaliacdo dos efeitos da farinha de OPN sobre a termogénese no tecido
adiposo marrom e a adipogénese/lipolise no tecido adiposo branco foram realizadas
analises de qRT-PCR. Foi observado aumento da expressdao de PGCla e diminuigao de
ACC (Figuras 5B-C). Ndo foram observadas associacdes estatisticamente significativas

para a expressdo de CTP1 e UCP1 (Figuras 5A e D).

DISCUSSAO

O presente estudo, de forma inovadora, evidencia que a farinha de OPN associada
ao treino resistido, foi capaz de reduzir peso e adiposidade corporal, aumentou o gasto
energético e a oxidacdo lipidica, diminuiu niveis de LDL-c e modulou a expressao de
ACC e PGCla no tecido adiposo.

Esse é um certamente o primeiro estudo da literatura cientifica que aprofundou na
compressdo do potencial efeito da farinha de OPN no metabolismo animal. Estudos de
analise nutricional das folhas de OPN apontam para importantes propriedades
nutricionais, especialmente de densidade de fibras, aminoacidos e proteinas (27,28).
Ademais, ja sdo conhecidas outros efeitos, especialmente em processos inflamatorios e
lesGes de pele. Estudo de Pinto et al. mostrou que a utilizacdo de formulacdo de gel da
fracdo hexanica das folhas de OPN em lesdes cutaneas excisionais foi capaz de acelerar
0 processo cicatricial (10). Corroborando, outro trabalho mostrou que a fragdo hexanica
das folhas de OPN reduziu a resposta inflamatdria em lesdo de pele, especialmente devido
a reducdo dos niveis das citocinas 1L-6 e TNF-a (11).

Pouco sabe-se sobre os efeitos da farinha de OPN no metabolismo corporal,

especialmente associada ao exercicio fisico. Em nosso estudo foi possivel identificar que
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a farinha de OPN associada ao exercicio fisico, foi capaz de reduzir o peso e a
adiposidade corporal. Outros dois estudos, um realizado por Barbalho et al. utilizando
ratos Wistar, mostrou que a farinha de OPN levou a reducdo da gordura visceral e ao
aumento dos niveis de HDL-c (13). Corroborando, ja Vieira et al., em estudo realizado
com mulheres, mostrou que a utilizacdo de uma bebida enriquecida com farinha de OPN
por seis semanas, foi capaz de reduzir o peso e adiposidade corporal (14).

Postulamos que varias hipdteses podem justificar esses achados, especialmente
devido aumento do gasto energético e aumento da expressao de mRNA de PGCla no
tecido adiposo marrom.

O PGCla é coativador transcricional fortemente envolvido na resposta
termogénica no tecido adiposo marrom, especialmente regulando a biogénese
mitocondrial e a adipogénese dos adipdcitos marrons. Em nosso estudo, pode-se observar,
que a farinha de OPN foi capaz de aumentar o gasto energético, provavelmente devido o
incremento da expressdo de PGCla. Corroborando com nossos achados, estudo com
camundongos knockout para PGCla, apresentaram reducdo da expressdo de genes
mitocondriais em 06rgdos ricos em mitocondriais, incluindo o tecido adiposo marrom
(29)(30). Em outro estudo, a auséncia do PGCla induziu diminuicdo da expressdao de
UCP1, principal marcador da termogénese (31). De forma complementar, sabe-se que o
PGCla pode ser modulado por fatores ambientais diversos, incluindo frio, exercicio
fisico e dieta (32).

Os melhores niveis de LDL-c nos animais OPN indicam que a farinha pode ter
um importante papel na modulacdo lipidica. Esse dado é corroborado pelo estudo de
Vieira et al. observou-se aumento do niveis de HDL-c. J& se postula que a inibicdo de
ACC pode oferecer uma opgdo terapéutica futura interessante, especialmente por

diminuir a sintese de acidos graxos (33). O ACC é um importante gene envolvido na
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biossintese de lipidios. E uma enzima complexa multifuncional, que catalisa a
carboxilacdo de acetil-CoA em malonil-CoA, que € um substrato intermediario que
desempenha um papel fundamental na regulacdo da sintese de acidos graxos. Malonil-
CoA é o doador de C2 no processo de alongamento de cadeia para a sintese de &cidos
graxos de cadeia muito longa (34,35). Assim, o malonil-CoA, gerado nos tecidos
lipogénicos pelo ACC, é usado como um bloco de construcdo de dois carbonos pela &cido
graxo sintase para produzir acidos graxos de cadeia longa, que estdo fortemente
relacionados a sintese de LDL-c e ao seu aumento sérico (36). Interessante estudo
mostrou que galinhas transgénicas com baixas niveis de expressdao de ACC e SREBP1
apresentavam significativa reducdo dos niveis séricos de colesterol total e fragdes;
incluindo LDL-c (37).

Em resumo, o presente estudo evidencia importante potencial na farinha de OPN
associado ao programa de treino resistido, especialmente devido a ativacdo termogeénica,
mas tambeém por diminuir marcador molecular associado a sintese de acidos graxos e
niveis de LDL-c e estimular a oxidac&o lipidica. Assim, pode ser uma excelente estratégia
nutricional, de baixo custo e que estimule o desenvolvimento socioecondémico

locorregional
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Legendas das figuras

Figura 1. Linha do tempo do estudo. O estudo foi realizado com 14 camundongos
divididos em dois grupos: i) grupo controle (CONTROL) alimentados com dieta padrao

+ treino resistido; ii) grupo experimental alimentado com farinha de Oro-pro-nobis +
treino resistido. A 1% semana de estudo compreendeu a adaptacéo ao protocolo de treino
resistido. Posteriormente, seguiu-se com 0 experimento por seis semanas, sendo
incrementado 50% do peso corporal ao treino resistido por meio de peso suspenso em

cauda. Ao fim, seguiu-se com as andlises experimentais diversas.

Figura 2. Efeitos da farinha de oro-pro-nobis sobre a composi¢cdo corporal e
consumo alimentar em camundongos submetidos a treino resistido. Peso corporal
(A), delta peso corporal (peso final — peso inicial) (B), consumo alimentar corrigido pelo
peso corporal (C), indice de adiposidade corporal (D), coloracdo representativa em
hematoxilina e eosina (H&E) do tecido adiposo marrom — barra de escala 200 um (E),
peso do tecido adiposo marrom corrigido pelo peso corporal (F), coloracdo representativa
em hematoxilina e eosina (H&E) do tecido adiposo marrom — barra de escala 200 um (G).
Dados apresentados em médias + erro padrdo da média (n= 7 animais/grupo). Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05 **p<0,01,

***p< 0,001 e ****p<0,0001 quando comparados ao grupo Control. Dados analisados

por Test-t.
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Figura 3. Efeitos da farinha de oro-pro-nobis sobre marcadores da termogénese em
camundongos submetidos a treino resistido. Gasto energético (A), quociente
respiratorio (B), taxa de oxidacédo de lipideos (C), taxa de oxidacdo de carboidratos (D).
Dados apresentados em médias + erro padrdo da média (n= 7 animais/grupo). Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05 **p<0,01,

***p< 0,001 e ****p<0,0001 quando comparados ao grupo Control. Dados analisados

por Test-t.

Figura 4. Efeitos da farinha de oro-pro-nobis sobre os perfis bioquimicos lipidico e
glicémico e em marcadores de dano tecidual em camundongos submetidos a treino
resistido. Colesterol total (A), triglicerideos (B), lipoproteina de baixa densidade (LDL-
c) (C), lipoproteina de alta densidade (HDL-c) (D), glicemia de jejum (E), insulina sérica
(F). Dados apresentados em médias + erro padrdo da média (n=5 animais/grupo).

Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05
**p<0,01, ***p< 0,001 e ****p<0,0001 quando comparados ao grupo Control. Dados

analisados por Test-t.

Figura 5. Efeitos da farinha de oro-pro-nobis na expressdo de mRNA por gRT-PCR
de marcadores associados a lipdlise/lipogénese no tecido adiposo branco e a
termogénese no tecido adiposo marrom em camundongos submetidos a treino
resistido. Niveis de expressdo de mRNA de Carnitina palmitoiltransferase | (CPT1) (A),
niveis de expressdo de mRNA de Acetil-CoA carboxilase (B), niveis de expressdo de
MRNA do Coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
(PGCla) (C), niveis de expressdo de mRNA da Proteina desacopladora-1 (UCP1). Dados

apresentados em medias + erro padrdo da média (n=4 animais/grupo). Diferengas
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estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05 **p<0,01,
***p< 0,001 e ****p<0,0001 quando comparados ao grupo Control. Dados analisados

por T-test.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que o uso da farinha de ora-pro-nobis pode ser uma estratégia
alimentar complementar na melhora de pardmetros corporais e bioquimicos em camundongos
submetidos a treino resistido, possivelmente devido a modulacdo de marcadores moleculares
no tecido adiposo branco e marrom. Constatou-se que a farinha foi capaz de diminuir o peso, a
adiposidade corporal e os niveis de LDL-c, de incrementar a atividade termogénica, por meio
do maior gasto energético e oxidagdo de lipideos, além de aumentar a expressdo de mRNA de
PGCla do TAM e diminuir de ACC no TAB. Assim, este estudo abre um importante campo
de investigacdo cientifica, bem como, faz da farinha de ora-pro-nobis uma possibilidade
alimentar que pode ser incrementada ao exercicio fisico, melhorando seus resultados. Por fim,
estudos complementares, especialmente em humanos, fazem-se necessarios para maior

embasamento cientifico das propiedades nutracéuticas da farinha de ora-pro-nobis.
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