UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ELIELTON HORLEM DA LUZ

SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE MELHORA RESPOSTA GLICEMICA E
ATENUA ALTERAGCOES HISTOMORFOMETRICAS DO MUSCULO PLANTAR DE
RATOS NO INiCIO DO ENVELHECIMENTO

CURITIBA
2023



ELIELTON HORLEM DA LUZ

SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE MELHORA RESPOSTA GLICEMICA E
ATENUA ALTERAGOES HISTOMORFOMETRICAS DO MUSCULO PLANTAR DE
RATOS NO INiCIO DO ENVELHECIMENTO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Graduagdao em Biomedicina, Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial a obtengao do titulo
de Bacharel em Biomedicina.

Orientador: prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes
Co-orientadora: B. Sc. Leticia Dalla Vechia

Henschel

CURITIBA

2023



TERMO DE APROVAGAO

ELIELTON HORLEM DA LUZ

SUPLEMENTAGCAQO COM OLEO DE PEIXE MELHORA RESPOSTA GLICEMICAE
ATENUA ALTERAGCOES HISTOMORFOMETRICAS DO MUSCULO PLANTAR DE
RATOS NO INiCIO DO ENVELHECIMENTO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso de Graduagdo em
Biomedicina, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana (UFPR),

como requisito parcial a obtencao do titulo de Bacharel em Biomedicina.

Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes

Orientador, Departamento de Fisiologia, UFPR

B. Sc. Leticia Dalla Vechia Henschel

Co-orientadora, Departamento de Fisiologia, UFPR

Profa. Dra. Fabiola lagher

Departamento de Fisiologia, UFPR

Dr. Sandro Bonatto

Departamento de Fisiologia, UFPR

Curitiba, 04 de dezembro de 2023.



AGRADECIMENTOS

Aos meus colegas de curso, especialmente a Carolina Sarmento, Heloisa
Amancio e Ana Carla Costa e Silva.

Aos meus mentores no laboratério, Diego Francis Saraiva, Matheus Zazula e
Leticia Dalla Vechia Henschel.

Aos meus orientadores, Katya Naliwaiko e Luiz Claudio Fernandes, pela

oportunidade impar que tanto me proporcionaram.



“(...) to move things is all that humankind can do, and

for such the sole executant is muscle, whether in

whispering a syllable or in felling a forest.”
Sherrington, Charles



RESUMO

O envelhecimento é caracterizado pela perda progressiva da funcionalidade
celular e tecidual de um individuo. Entre os tecidos que passam por essa disfuncgao,
destaca-se o musculo estriado esquelético por sua importancia na sustentacido e
metabolismo do organismo. Uma vez que essas mudangas sdo acompanhadas por
desregulagdo na sensibilidade a nutrientes, destacam-se intervengdes nutricionais
que atenuem o declinio tecidual com a idade, como a suplementacdo com acidos
graxos poli-insaturados 6mega-3 (AGPI-n3). Assim, este estudo buscou avaliar os
efeitos da suplementagcdo com doses de 1 g/kg de 6leo de peixe (grupo OP), ricos em
AGPI-n3, no inicio da intolerancia periférica a glicose em ratos Wistar. A diminuigéao
da captagao de glicose foi identificada pelo Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) aos
12 meses de idade dos animais. A partir desse momento foi iniciada a suplementacgao,
por 60 dias, com dleo de peixe. Em seguida, foi realizado um novo GTT, onde se
observou melhora da captagdo da glicose no grupo OP (p<0,5). Os animais foram
entdo eutanasiados para a coleta do musculo plantar de ambos membros pélvicos.
Posterior analise histomorfométrica revelou aumento da densidade de fibras (p<0,01)
e da presenga de nucleos centrais nas fibras (p<0,01) dos animais do grupo OP
quando comparada a do grupo controle, ambos indicativos de melhora na
regeneracao tecidual. Contudo, ndo foi observada hipertrofia ou aumento da
capilarizagao tecidual. Em conjunto, esses dados sugerem um importante papel do
O0leo de peixe na modulagdo da captagdo de glicose e da morfologia muscular

esquelética no inicio do processo de envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento; Musculo Estriado Esquelético; Resisténcia

Periférica a Insulina; Acidos Graxos Poli-insaturados Omega-3; Oleo de Peixe.



ABSTRACT

Aging is marked by a progressive loss of cell and tissue function within an
individual. Among the tissues affected by this dysfunction, skeletal muscle stands out
for its importance in the metabolism and sustentation of the body. Once the
deregulation of nutrient-sensing correlates with these changes, there is a focus on
nutritional interventions that attenuate the tissue decline during aging, like the
supplementation of poly-unsaturated fatty acids omega-3 (PUFA-n3). Therefore, this
study aimed to evaluate the effects of a daily intake of 1g/kg of fish oil, rich in PUFA-
n3, after the beginning of a peripheral glucose intolerance in rats Wistar. The reduction
in glucose uptake was identified through a Glucose Tolerance Test (GTT) at 12 months
of age in the animals. Following this moment, we initiated a 60-day supplementation
with fish oil. Then, a new GTT was performed, where an improvement in glucose
uptake was observed in the OP group (p<0.5). The animals were euthanized for the
dissection of the plantar muscle of both pelvic members. Subsequent
histomorphometric analysis revealed an increase in fiber density (p<0.01) and the
presence of central nuclei in fibers (p<0.01) in the OP group when compared to the
control group, both indicative of improvement in tissue regeneration. Nonetheless, we
didn’t find hypertrophy or more tissue capillarization with the supplementation.
Together, these data suggest the important role of fish oil in modulating glucose uptake
and morphology of skeletal muscle in the early stages of the aging process.

Key-words: Aging; Skeletal Muscle; Peripheral Insulin Resistance; Poli-unsaturated
Fatty Acids Omega-3; Fish Oil.
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1 INTRODUGAO

Até 2050, estima-se que o mundo tera aproximadamente 2 bilhdes de pessoas
com 60 anos ou mais (WHO, 2022). Isso evidencia a necessidade de se estudar o
complexo processo de envelhecimento, bem como intervengdes que propiciem melhor
qualidade de vida. Parte da complexidade deste processo se deve a grande
heterogeneidade de mudangas celulares e teciduais que ocorrem com a idade
(LOPEZ-OTIN et al., 2013). Entre essas mudangas, destacam-se as alteragbes no
sistema musculo-esquelético, cuja disfuncionalidade progressiva no envelhecimento
resulta na diminuigdo da mobilidade e qualidade de vida (KIRK et al., 2019).

O envelhecimento é marcado pelo surgimento da resisténcia periférica a
insulina, menor substituicdo de células danificadas por novas e diminuigdo de massa
e funcionalidade muscular (VOLPI; NAZEMI; FUJITA, 2004). Contudo, ainda n&o esta
claro na literatura se o surgimento das alteragées morfohistologicas presentes em
musculos é concomitante ao inicio da resisténcia periférica a insulina (marcada
principalmente por uma diminuigdo da captagéo de glicose) em individuos no processo
de envelhecimento.

Dentre as possiveis intervencdes para minimizar o envelhecimento do musculo,
destaca-se a acédo de acidos graxos poli-insaturados émega-3 (AGPI-n3), cujos
beneficios anti-inflamatérios, antioxidantes e na captagdo de glicose ja foram
associados com melhora do quadro de saude em idosos (MICKLEBOROUGH, 2013).
Isso tem sido explicado pela producdo de resolvinas e prostaglandinas anti-
inflamatdrias, assim como pelo aumento da atividade antioxidante de enzimas
intracelulares (MCGLORY; CALDER; NUNES, 2019; SMITH, 2018; THERDYOTHIN;
PHIPHOPTHATSANEE; ISANEJAD, 2023).

Até o momento, ndo é sabido a duracéo dos efeitos da suplementagcdo com OP
no envelhecimento, se atenua as mudancas ja estabelecidas com a idade avangada
e nem se a suplementagdo com OP retarda o surgimento destas mudancgas logo no
inicio do processo de envelhecimento (SMITH, 2018). Dessa forma, a investigagao do
papel dos AGPI-n3 sobre os parametros histomorfométricos do musculo desde o inicio
do processo de envelhecimento e de decaimento da atividade metabdlica langara luz
sobre os eventos que ocorrem no envelhecimento sobre esse tecido.

Uma vez que um dos principais impeditivos no estudo do envelhecimento
humano € o longo tempo deste processo, necessita-se de modelos animais para

mimetiza-lo em um menor periodo de tempo. Ja é bem estabelecido o comparativo da



idade e metabolismo entre ratos Wistar e humanos (SENGUPTA, 2013). Portanto,
este estudo buscara compreender a associagao do inicio das mudangas metabdlicas
musculares com as alteragdes histomorfométricas no comeco do processo de

envelhecimento em ratos Wistar.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A crescente expectativa de vida das populagdes humanas resultou em aumento
da populagéao idosa e exp0Os a necessidade de se buscar intervengdes para prolongar
a qualidade de vida (WHO, 2022). O envelhecimento é caracterizado por perda
progressiva da funcionalidade celular e tecidual do organismo, acompanhado, em
alguns casos por diabetes mellitus tipo Il, osteoporose e sarcopenia (LOPEZ-OTIN et
al., 2013).

Entre as alteracdes que ocorrem com o envelhecimento, destacam-se os danos
primarios, antagonistas e integrativos. Os danos primarios s&o cumulativos e
causadores bem-estabelecidos do envelhecimento. Em resposta a estes danos,
surgem adaptacgdes antagonistas, que podem acelerar o processo de envelhecimento.
Por fim, os danos integrativos surgem quando os danos primarios e antagonistas ja
ndo podem ser compensados (LOPEZ-OTIN et al., 2013) (Figura 1).

Essas caracteristicas do envelhecimento também afetam o aparelho locomotor,
promovendo diminuicdo da funcionalidade dos sistemas 6sseo, articular e muscular e

resultando no decréscimo da mobilidade do individuo (KIRK et al., 2019).



Figura 1: Caracteristicas do envelhecimento.

. Geng
! o
“M ! mstab/”’i

()
c \ol®
Ay ,uh°hdn‘a 1 pered¥ t,“s\“‘b
Nection autrient®

Fonte: Lopez-Otin et al. (2023). As principais caracteristicas do envelhecimento incluem a
instabilidade genémica, atrito telomérico, alteragbes epigenéticas, perda de proteostasia,
macroautofagia desativada (danos primarios), sensibilidade a nutrientes desregulada, disfungao
mitocondrial, senescéncia celular (danos antagonistas), exaustao de células-tronco, comunicagéo
intercelular alterada, inflamacgao crénica e disbiose (danos integrativos). Essas caracteristicas podem
ser classificadas em primarias (danos cumulativos e contribuidores inambiguos do envelhecimento),
antagonistas (danos em resposta aos problemas primarios do envelhecimento) ou integrativos
(quando os danos primarios e antagonistas ndo podem ser compensados).

2.1 ENVELHECIMENTO MUSCULAR

O avango da idade leva a redugdo da regeneragdao muscular e, como
consequéncia, a perda progressiva da funcionalidade e forga do musculo estriado
esquelético (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). Essas alteragdes podem ser classificadas
em histologicas e bioquimicas. As alteragdes bioquimicas sdo as primeiras a surgir e
resultam em alteragdo no metabolismo celular, sendo em ultimo caso correlacionadas
com as alteragbes histologicas pela perda de densidade e atividade oxidativa das
fibras do Tipo | (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Assim, ndo é surpreendente que o

inicio do envelhecimento tecidual muscular possa ocorrer concomitantemente a



instalagdo da disfungcdo progressiva na captacdo e metabolizagdo da glicose,
resultando, em ultima instancia, em resisténcia periférica a insulina.

Esse desbalango energético da fibra muscular resulta progressivamente em
distresse oxidativo, inflamagao aberrante e anabolismo reduzido (PAN et al., 2023;
ROBINSON et al.,, 2018). Como resultado, as populagdes de fibras musculares
tendem a sofrer uma série de mudancas que culminam na diminuicdo da populacao
de fibras glicoliticas (tipo [IB) e aumento da populacao de fibras glicoliticas-oxidativas
(tipo 11A) e oxidativas (tipo I) (SCHIAFFINO, 2011). Uma vez que as fibras glicoliticas
sao importantes em atividades que demandam forca muscular, a perda destas fibras
com a idade pode ser relacionada com a diminuigdo progressiva da funcionalidade
tecidual (Figura 2).

Outras alteragdes estruturais do tecido muscular com a idade incluem ainda a
reducao da autofagia, resultando em aumento da disfungao mitocondrial pelo acumulo
de mitocdndrias danificadas (RUSS, 2015; DAO, 2020). Em ultima instancia, o efeito
cascata ocasiona prejuizos na mitofagia, culminando na perda da homeostasia
muscular e aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
enquanto reduz a disponibilidade de ATP e a funcionalidade de proteinas
intracelulares (GOUSPILLOU, 2014; VOLPI; NAZEMI; FUJITA, 2004).

Figura 2: Caracteristicas do envelhecimento do musculo estriado esquelético.
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Fonte: O Autor (2023). O envelhecimento muscular € marcado por alteragdes na inflamagao (aumento
de interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), Fator-alfa de Necrose Tumoral (TNFa) e macréfagos pro-
inflamatérios (M1)) e na morfologia tecidual. Entre as altera¢des histomorfométricas, cita-se a atrofia
das fibras musculares, aumento da adiposidade intramuscular, diminui¢ao da capilaridade, aumento

da fibrose e diminui¢cdo da populagéo de fibras glicoliticas (tipo 11B).

Em adicdo, o envelhecimento do musculo estriado esquelético é caracterizado
ainda pelo aumento da adiposidade muscular, com acumulo de gordura inter- e
intracelular (KIRK, 2019) (Figura 2). Essas alteragdes resultam em maior
suscetibilidade das células-tronco locais em serem comprometidas para linhagens
fibrogénicas e adipogénicas (MCCORMICK, 2018). Tais mudangas nas linhagens
miogénicas, juntamente com alteragbes na matriz extracelular, como o acumulo de
colageno, desbalanceiam o processo de regeneragao e remodelagdo muscular com a
idade (MCCORMICK, 2018). Esse desbalanco pode ser explicado pelo aumento da
sinalizagcao Whnt, cuja influéncia no destino miogénico de mioblastos ja foi observada
no musculo em envelhecimento (BRICK, 2007).

Outro fator importante indicativo da perda regenerativa e remodelativa pode
estar associado com a inflamacé&o crénica aberrante presente no musculo com a idade
(MCCORMICK, 2018). Essa inflamagao reflete diretamente em alteragdo na presenca
dos macrofagos M1 e M2 (com aumento do fenétipo pro-inflamatério M1), além de
uma elevagao continua da expressao de NF-kB e de citocinas inflamatdrias IL-1, IL-6
e TNFa (ANTUNA, 2022). Como resultado, a regeneracdo muscular é prejudicada ao
mesmo tempo em que ocorre a indugédo de danos e atrofia em nivel celular e tecidual
(ANTUNA, 2022; HADDAD, 2005; TIDBALL, 2021).

Além disso, em estagios mais avangados do envelhecimento muscular, é
observado também reducao da capilaridade, diminuindo o aporte nutricional as fibras,
e fibrose, marcado por alteragées na remodelagédo da matriz extracelular (KIRK, 2019).
Assim, uma das principais intervengdes coadjuvantes no processo de envelhecimento
do musculo estriado esquelético envolve a presencga de produtos com caracteristicas

anti-inflamatérias, como os AGPI-n3 presentes no éleo de peixe (ANTUNA, 2022).



2.2 MODULACAO DO METABOLISMO E DA INFLAMACAO POR AGPI-N3

Entre as possiveis intervencdes para retardar as disfungdes metabdlicas e
estruturais do musculo estriado esquelético, destaca-se o uso de suplementos
contendo AGPI-n3 (LALIA et al., 2017; PAN et al., 2023; ROBINSON et al., 2018;
SMITH, 2018). Atualmente, ja esta bem definido na literatura que a suplementagéao
com 6leo de peixe (OP), rico em AGPI-n3 resulta em melhorias nas alteragdes
histomorfométricas associadas com o envelhecimento, diminuindo os danos
oxidativos, a inflamac&o e melhorando a captacao de glicose (DUPONT et al., 2019;
MCGLORY et al., 2019; ZHANG et al., 2022). No caso da inflamacgao, destaca-se a
acao de mediadores lipidicos como resolvinas da série E e D, protectinas e maresinas,
cuja agao pode ajudar a combater a inflamagdo crénica, caracteristica do
envelhecimento.

As resolvinas da série E sao produtos da metabolizagdo do &acido
eicosapentaenoico (EPA) (18:3 n-3), presente na membrana plasmatica, pela
ciclooxigenase 2 (COX2), formando os acidos 18-hidroperoxi-eicosapentenoico e 18-
hidroxieicosapentaenoico. Esses acidos serdo substratos para a formacido de
resolvina E1 e E2 pela Lipoxigenase (LOX) 5 e resolvina E3 pela LOX15 (SERHAN,
2018). Por sua vez, as resolvinas da série D e as protectinas sdo produtos da
metabolizagao do acido docosahexaendico (DHA) (22:6 n-3), também incorporado na
membrana plasmatica, pela enzima LOX15, formando o acido 17-
hidroperoxidocosahexaendico, que é posteriormente epoxidado e hidrolisado para
formar as resolvinas D1, D2, D3 e D4 (SERHAN, 2018). Outra possivel via de
metabolizacdo do DHA resulta na formagao de maresinas como produtos finais, apos
ser metabolizado pela LOX12 e gerar o intermediario acido 14-
hidroperoxidocosahexaenoico.

A acao dessas maresinas, protectinas e resolvinas na inflamacgao ocorre pela
imunorregulagdo de células leucocitarias, resultando em aumento da atividade
fagocitaria, diminuicdo da infiltragédo local por células polimorfonucleadas e switch de
macréfagos tipo M1 em M2 (GUTIEREZ, 2019). Apesar de serem importantes
imunorreguladores, esses mediadores atuam ainda em diversas vias intracelulares
associadas com a sinalizagdo da insulina. As maresinas 1, por exemplo, ja foram
associadas com fosforilagdo da via da proteina quinase B (Akt), resultando em
aumento da sensibilidade a insulina e da captacéo de glicose nos tecidos adiposo e
muscular (FERNANDEZ, 2021).



Nesse sentido, os AGPI-n3 e seus metabdlitos estdo associados com
alteracao do balango entre sintese e degradagao proteica celular (DUPONT et al.,
2019; MICKLEBOROUGH, 2013). As vias proteoliticas inibidas por EPA e DHA
incluem a Quinase Induzida por PTEN 1 (PINK1) e o Fator Nuclear Kappa B (NF-kB),
associados com a expressao de atrogenes. Os atrogenes (atrophy-regulated genes)
sdo genes cujo aumento ou diminui¢do da expressao ocorre na atrofia muscular, como
ubiquitinases, atrogin-1 e FOXO3 (TAILLANDIER & POLGE, 2019). Por outro lado, ha
inducéo de outras vias metabdlicas, como dos Receptores Ativados por Proliferadores
de Peroxissoma (PPARSs), que sdo associados com a B-oxidagao, e o complexo TOR-
1, fundamental para a sintese proteica (DUPONT et al.,, 2019; SMITH, 2018;
THERDYOTHIN et al., 2023) (Figura 3).

Figura 3: Mecanismos de sinalizagdo intracelular influenciados por &cidos graxos poli-insaturados
Omega-3.
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Fonte: O Autor (2023). Legenda: Incorporagéo dos acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosohexaendico (DHA) na membrana plasmatica os mobiliza para a via da COX2, LOX5 e LOX15
— todos associados com a producao de metabdlitos anti-inflamatérios. Na sinalizagao intracelular,
esses acidos atuam ativando o substrato do receptor da insulina (IRS), a proteina quinase B (Akt), a
proteina alvo da rapamicina (mTOR) e a proteina quinase ativada por mitégeno (ERK1/2), associadas
com a sinalizag&o da insulina e com anabolismo. No nucleo, EPA e DHA agem indiretamente ao

influenciar importantes fatores de transcricdo, como PPARs, NF-kB e PINK1.



Apesar de todo conhecimento sobre o papel anti-inflamatoério e metabdlico dos
AGPI-n3, diversos mecanismos de acdo dos mesmos, especialmente no
envelhecimento, ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Além disso, os estudos atuais
usam a suplementacdo com OP como intervencdo em individuos idosos, nao
esclarecendo se esses efeitos benéficos também ocorreriam ante o surgimento de
alteracdes histomorfométricas, logo no inicio do envelhecimento (DUPONT et al.,
2019; MESSA et al., 2019; SMITH, 2016; THERDYOTHIN et al., 2023). Mesmo em
modelos animais, que possibilitam o estudo do envelhecimento em curtos prazos de
tempo, ainda € comum o uso da suplementacdo com OP em animais de idade
avangada, quando os danos aos organismos ja estdo bem estabelecidos esses séo
dificilmente revertidos (LALIA et al., 2017; MESSA et al., 2019; REINDERS et al.,
2015; SMITH, 2016).

Em suma, como o envelhecimento é estado inflamatério de baixo grau, a
suplementacédo com OP, rico em produtos com acdo anti-inflamatéria, podem atenuar
a inflamagéo crénica que acompanha o avango da idade, emergindo assim como
importante terapia coadjuvante para a manutencdo da qualidade de vida dessa

populacéo.

2.3 AGPI-N3 E REGENERACAO TECIDUAL

A agao anti-inflamatoria dos AGPI-n3 é associada também com aceleragéo do
processo regenerativo em diversos tecido. O papel das resolvinas da série E e D na
regeneracgao tecidual comecou a ser elucidado nos ultimos anos, com a compreensao
da importancia da resolugéo inflamatdria no inicio e na aceleragdo da regeneragéo
(JANNAS-VELA, 2023). Assim, a atividade de resolvinas ja foi relacionada com a
modulagao da atividade de células-tronco periodontais, ativagcdo de células tronco
mieloides e musculares, redu¢cao da razao de macréfagos M1/M2 e redugdo da
infiltracdo por neutréfilos (ALBUQUERQUE-SOUZA, 2020; MARKWORTH, 2020;
VASCONCELOQOS, 2015; CHEN, 2021, GIANAKKIS, 2021) (Figura 4).

De modo semelhante, estudos ja mostraram que protectinas e maresinas séo
importantes mediadores dos processos resolutivo da inflamagao e regenerativo. A
protectina D1 é capaz de atuar na regeneragédo epimorfica (ou seja, de apéndices
teciduais inteiros) de zebra fish, enquanto a Protectina Conjugada na Regeneragao

Tecidual 1 (PCTR1) também ja demonstrou importante papel na manutencdo da



homeostasia tecidual, restaurando a atividade de células endoteliais do pulmao, pela
regulacao de vias do NF-kB (WANG, 2020; NGUYEN-CHI, 2020). Outros mediadores
originados da metabolizagdo de EPA e DHA, também conjugados com sulfidos, ja
foram relacionados ainda com aceleracédo do processo regenerativo em modelos
invertebrados (ISHIHARA, 2019; SERHAN, 2012).

Por fim, EPA e DHA ja foram associados também com aumento da presenga
dos proteoglicanos Glipican-1 e Sindecan-4 (Bhullar, 2019). Esses dois proteoglicanos
de heparan sulfato s&do relacionadas com a proliferagcdo e adeséao celular, tendo um
importante papel na expressao de outros fatores de diferenciacdo e comprometimento
miogénico (Bhullar, 2019). O Sindecan-4 é necessario na ativagao e proliferacéo das
células-satélites, alterando também a expressdo dos fatores de diferenciagao
miogénico 1 (MyoD) e regulat6rio miogénico 4 (MRF4), permitindo a diferenciagao das
células satélites em mioblastos e dos mioblastos em midcitos (Bhullar, 2019) (Figura
4). Por outro lado, o knockdown de glipican-1 inibe a diferenciagéo celular, sendo
associado com menor expressdo de miogenina — um importante marcador presente
em miocitos (Gutiérrez, 2009).

Assim, ndo é surpreendente que a suplementacdo com OP tenha sido
relacionada com casos de melhora regenerativa em diversos tecidos: hepatico
(FIRRAT, 2017; YANG, 2019; IBRAHIM, 2016); 6ésseo (ROUT, 2018; JIANG, 2022;
HUANG, 2020); nervoso (HE, 2010; SILVA, 2017); e muscular (SAINI, 2017; DORT,
2021). Contudo, apesar de ja ser bem estabelecida a melhora regenerativa no tecido
hepatico e nervoso, ainda é discutivel a extensao desses efeitos em outros tecidos do
aparelho locomotor (SMITH, 2018; MCGLORY, 2019). No contexto dos musculos, a
ambiguidade surge devido a consideravel variagdo na dosagem e na proporc¢ao de
EPA e DHA administradas em diferentes estudos, afetando a expressao de miocinas

cruciais para a regeneracao (MCGLORY, 2019) (Figura 4).



Figura 4: Metabdlitos e proteinas influenciados direta e indiretamente pela suplementagdo com émega-
3 associados com regeneragcdo muscular.
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Fonte: O Autor (2023). Legenda: A atividade regenerativa dos acidos eicosapentaenoico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) sobre o musculo estriado esquelético é observado pela modulagéo de vias
de quinases, como a via da Proteina Quinase B (Akt) / Proteina Alvo da Rapamicina (mTOR) / Fator

de Transcri¢gdo Forkhead O3 (FOXO3), aumentando a presencga do Fator Regulatério Muscular 4

(MRF4) e miogenina — ambos importantes reguladores da formagédo de miécitos a partir de
mioblastos. A agado das proteinas Glipican-1 e Sindecan-4 & similar, além de influenciarem também o
fator de diferenciagdo miogénica 1 (MyoD), fundamental para a diferenciacao de células satélites

ativadas em mioblastos. Outro importante fator para a regulagdo dessas proteinas miogénicas é a
diminuicdo da inflamagéo, tanto pela produgéo de resolvinas E e D via COX quanto pela ativagédo de
PPARs e Quinases Inibitérias de Kappa B (IkB), diminuindo em ultima instancia a presenca de IL-6,

TNFa e TGF-B. Ainda ndo se sabe se ha efeitos do EPA e DHA sobre outros marcadores e fatores da

diferenciagdo miogénica, como a proteina Pax7 e o fator miogénico 5 (Myf5).

2.4 OBJETIVOS

Objetivo Geral: Analisar os efeitos da suplementagao, crénica, com d6leo de
peixe, rico em AGPI-n3, na morfologia do musculo esquelético no processo de
regeneragao durante o envelhecimento.

Objetivos Especificos:



- Identificar em ratos Wistar aos 9, 12 e 15 meses de idade, a resposta ao teste
de tolerancia a glicose intraperitoneal.

- Avaliar a resposta ao teste de tolerancia a glicose intraperitoneal apds a
suplementacéao cronica com 6leo de peixe.

- Mensurar as mudancas histomorfométricas do musculo plantar de ratos

Wistar, apos a suplementacao cronica com 6leo de peixe.

3 METODOLOGIA

3.1 MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar, obtidos e
mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana (UFPR) em ambiente controlado, com fotoperiodo de 12h em ciclo
claro/escuro invertido, temperatura de 22 + 2°C e agua e ragéo Nuvilab® ad libitum.
Todos os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais, da Universidade Federal do Parana (CEUA-BIO/UFPR), (certificado numero
1497) e seguiram os padrdes éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

3.2 TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A GLICOSE

O Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (ipGTT) foi realizado aos 9, 12
e 15 meses de idade. Essas idades em ratos tém sido descritas como aquelas entre
30 e 40 anos de humanos e ha evidéncias de surgimento da intolerancia a glicose em
estudos anteriores (GOMEZ-PEREZ, 2011; NARIMIYA et al., 1984). Neste teste, os
animais foram aclimatados antes da mensuragao da glicemia basal pela veia caudal,
momento em que a ragao foi retirada de suas caixas. Apos a observagao da glicemia
basal, foi administrado 1 mL/kg de uma solugdo de 2 g/mL de glicose via
intraperitoneal nos animais. Apds a injegao, a glicemia dos animais foi mensurada
novamente aos 5, 15, 30 e 60 minutos.

ApoGs a identificagdo da alteragdo da tolerancia a glicose, observado aos 12
meses de idade, os animais foram randomizados em dois grupos experimentais:

Grupo controle (C), constituido por animais alimentados somente com ragao padréao



de biotério (n = 12) e grupo suplementado (OP), constituido por animais alimentados
com ragao padrao e suplementados diariamente (por 60 dias) com 1,0 g/kg de d6leo
de peixe (Fitoprime), contendo 180 mg de EPA e 120 mg de DHA. A administragédo do
volume de oleo de peixe correspondente ao peso de cada animal ocorreu via oral com
o auxilio de micropipeta de volume regulavel.

Apods a suplementagao dos animais entre os 12 meses e 2 semanas de idade
até os 14 meses e 2 semanas, estes foram submetidos a um novo ipGTT para
observar os efeitos da suplementagao sobre a captagéo de glicose.

3.3 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS

Ap0Gs a suplementacgédo e realizagédo do ipGTT aos 15 meses de idade, metade
dos animais de cada grupo foram eutanasiados. Foi dissecado o musculo plantar de
ambos 0os membros pélvicos dos animais, uma vez que este musculo apresenta um
perfil misto de populacdo de fibras que permite avaliar os efeitos da suplementacao
tanto em fibras glicoliticas quanto oxidativas (ARMSTRONG, PHELPS, 1984).

Apos a dissecacdo do musculo plantar, foi realizada a morfometria para
obtengcdo do comprimento, largura, massa e volume. Em seguida, as amostras do
musculo plantar foram crioprotegidas com talco neutro e congeladas
instantaneamente com nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em
ultrafreezer (-80°C) até o momento da obtengao de cortes histologicos em microtomo

por congelamento.

3.4 COLORACAO DE HEMATOXILINA-EOSINA

Cortes histologicos transversais de 10 ym do musculo plantar foram obtidos em
criostato Leica ® 1850 e mantidos a -20°C até o momento das coloragdes. Para a
coloragéo utilizando Hematoxila e Eosina (HE), as laminas foram retiradas do freezer
e deixadas em temperatura ambiente por meia hora. Apos esse periodo, o material foi
fixado por 5 minutos em solugdo de cloreto de sodio 2%, acetato de calcio 1% e
formaldeido 4%. A seguir procedeu-se a coloragado das laminas em Hematoxilina de
Harrys e Eosina (H&E). Apds estarem corados, os cortes foram desidratados em
gradiente crescente de alcool etilico (70% a 100% v/v), diafanizados em xilol e para a

confeccdo da lamina permanente usou-se Entellan ®.



3.5 REACAO DE NADH-TR

Para a realizacido deste ensaio, as laminas foram retiradas do freezer -20°C e
deixadas em temperatura ambiente por meia hora, quando entdo os cortes
histolégicos foram incubados em tampao Tris 0,2M contendo NADH (5 mg/5 mL,
Sigma ®) e NBT (4 mg/5 mL, Sigma ®). Os cortes foram incubados a 37°C por 35
minutos e, em seguida, lavados em agua destilada e fixados por 5 minutos (solu¢ao
de cloreto de sddio 2%, acetato de calcio 1% e formaldeido 4%). Por fim, os cortes
foram desidratados em um gradiente crescente de alcool etilico (70% a 100% v/v), e
diafanizados em xilol para a confec¢cédo da lamina permanente.

A reacéo histo-enzimologica de NADH-TR permitiu diferenciar fibras dos tipos
oxidativa (tipo 1), glicolitica-oxidativa (tipo 11A) ou glicolitica (tipo 1IB) através da
reducao de sais soluveis de tetrazdélio em sais insoluveis de trifenil-formazana devido
a atividade mitocondrial (ROBIN & SULLIVAN, 2019).

3.6 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As fotomicrografias foram obtidas em microscépio de luz (Zeiss Primo Star) e
analisadas no Image Pro Plus 6.0. Nas laminas coradas em HE, foram avaliadas a
area de seccao transversal, a densidade celular, capilar por fibra, nucleo por fibra e
nucleo central por fibra de dez campos do musculo em aumento de 400x. Com as
laminas obtidas pela técnica NADH-TR, calculou-se a proporg¢ao dos tipos de fibras e
foi medida a area de secgao transversal de cada fibra.

Esses dados do NADH-TR, juntamente com os dados do H&E, foram utilizados

para o calculo do dominio mionuclear:

C NF
dominio mionuclear = —— (1)

onde NF representa os nucleos por fibra e CSA representa a area média ponderada
das fibras. Em seguida, sera calculado também a razao nucleof/fibra:
razdo = dominio mionuclear x CSAn (2)

onde CSAnN é a area nuclear média.



3.7 ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o RStudio verséo 4.3.1
para Windows. Os dados obtidos foram expressos como média * desvio padrdo. Os
dados foram avaliados quanto a normalidade pelo Teste de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade pelo Teste de Bartlett. Apés a confirmagao da hipdtese nula
destes testes, prosseguiu-se com a analise estatistica com o Teste t de Student ou
pelo Teste de Wilcoxon quando nao confirmada a normalidade.

A analise da curva do Teste de Tolerancia intraperitoneal a Glicose foi por
Anova de Medidas Repetidas, com teste post-hoc de Tukey. A andlise da Area sob a
Curva (AUC) foi teste Anova ao comparar os grupos nao suplementados de 9, 12 e

15 meses e teste t de Student ao comparar o grupo C e OP aos 15 meses.

4 RESULTADOS

4.1 INTOLERANCIA A GLICOSE SE APRESENTA EM RATOS WISTAR A PARTIR
DOS 12 MESES DE IDADE

A Figura 5 mostra os resultados do ipGTT com ratos de 9, 12 e 15 meses de
idade. A concentragdo de glicose nos animais de 9 meses apresentou um pico de
aproximadamente 300 mg/dL apds 15 minutos da injegao intraperitoneal de glicose.
Ja nos animais com 12 meses, houve um pico 33% maior de glicemia, atingindo
aproximadamente 400 mg/dL e levando mais tempo para diminuir, demonstrando
reducao na captacgao de glicose nos tecidos periféricos nesta idade. Essa redugao da
captacgédo de glicose é visivel também aos 15 meses quando comparado aos animais
de 9 meses (Figura 5A).

A visualizacao da diferenga entre os trés grupos é corroborada pela analise
da Area sob a Curva (AUC) do ipGTT dos animais, com uma diferenca (p<0,05) entre
a area dos animais de 12 e 15 meses quando comparado aos animais de 9 meses e
entre a area dos animais de 15 meses quando comparado aos animais de 12 meses
(Figura 5B).



Figura 5: Teste de Tolerancia a Glicose intraperitoneal em ratos Wistar aos 9, 12 e 15 meses de idade.
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Legenda: (A) Grafico de linhas do Teste de Tolerancia a Glicose (ipGTT) de ratos Wistar aos 9, 12 e
15 meses de idade apds a administragao intraperitoneal de 1 mL/kg de uma solugao hipersaturada de
glicose (2 g/mL) obtidos dos animais do grupo controle (C) e 6leo de peixe (OP). (B) Area sob a curva
(AUC) do GTT dos ratos Wistar aos 9, 12 e 15 meses de idade. (A) nova de Medidas Repetidas com

teste post-hoc de Tukey; (B) ANOVA de uma via com teste post-hoc de Tukey. (a) p < 0,05 vs. 9

meses; (b) p < 0,05 vs. 12 meses.

Na figura 6A esta apresentado o resultado do ipGTT nos animais de 15 meses,
suplementados ou ndo com dleo de peixe. A suplementagao com OP foi iniciada logo
apods o inicio da deteccao dessa alteracdo metabdlica, e perdurou por 60 dias. Os
resultados mostram que animais suplementados com odleo de peixe (OP) a partir dos
30 minutos tem melhor resposta glicémica quando comparados aos néao
suplementados (p<0,05 vs. C). A area sob a curva (Figura 6B) reflete isso com mais

precisao (p<0,05).



Figura 6: Teste de Tolerancia a Glicose em ratos Wistar controle (C) e suplementados com 6leo de
peixe rico em 6mega-3 (OP) na dose de 1 g/kg
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Legenda: (A) Grafico de linhas do Teste de Tolerancia a Glicose (ipGTT) de ratos Wistar dos grupos
controle (C) e 6leo de peixe (OP), aos 15 meses de idade apds a administragéo intraperitoneal de 1
mL/kg de uma solugao hipersaturada de glicose (2 g/mL). Anova de Medidas Repetidas com teste
post-hoc de Tukey. (B) Area sob a curva (AUC) do ipGTT dos ratos Wistar dos grupos controle (C) e
6leo de peixe (OP). Teste “t” de Student, (*) p < 0,05.

4.2 HISTOMORFOMETRIA DO MUSCULO PLANTAR

Na figura 7 estdo os resultados dos parametros morfométricos do musculo
plantar. Em relagdo a massa do musculo plantar, ndo foi observada diferenca
significativa entre as médias das massas dos animais do grupo C (569 + 230 mg) e
OP (631 £ 128 mg) (p=0,17). Também n&o houve diferengas nas médias das larguras
(p=0,68) dos grupos C (5,33 £ 0,3 mm) e OP (5,27+0,7 mm) ou no volume (p=0,28)
dos grupos C (448 = 61 mm?3®) e OP (529+144 mm?3). Contudo, houve diferenca
significativa (p<0,01) no comprimento do musculo plantar dos animais do grupo OP
(32 £ 1 mm) quando comparado com o dos animais do grupo C (29+2 mm) (Figura 7).



Figura 7: Morfometria do musculo plantar de ratos Wistar aos 15 meses de idade.
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Legenda: Graficos boxplot de: (A) massa do musculo plantar em miligramas; (B) comprimento do
musculo plantar em milimetros; (C) largura do musculo plantar em milimetros; (D) volume do musculo
plantar em milimetros cubicos obtidos dos ratos do grupo controle (C) e 6éleo de peixe (OP). (*) p <
0,05.

Na histomorfometria, a analise da densidade de fibras apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p<0,01) (Figura 8). Os animais suplementados com OP
apresentaram densidade média de 340 * 25 fibras por mm? quando comparados com
278 + 42 fibras por mm? dos animais controle, o que representa aumento de 22% na
densidade de fibras do grupo OP. Esses resultados sdo corroborados pela redugéo
da area de secc¢ao transversa média (p<0,05) das fibras do grupo OP (964 £+ 128 um?)
quando comparada com a do grupo C (1167 £2 31 ym?).



Figura 8: Histomorfometria do musculo plantar de ratos Wistar aos 15 meses de idade.
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Legenda: (A) Grafico boxplot da densidade de fibras em mm?. (B) Grafico boxplot de capilar por fibra.
(C) Grafico boxplot de nucleo por fibra. (D) Grafico boxplot de nucleos por fibra. (E) Grafico boxplot de
nucleos centrais por fibra. (F) Grafico boxplot de nucleos em mm?2. Legenda: C para ratos controle,
OP para ratos suplementados com dleo de peixe rico em émega-3 na dose de 1,0 g/kg. (*) p < 0,05;
(**)p <0,01.

Com relagcdo ao numero de capilares e nucleos por fibra, ndo foi observada
diferenga entre os grupos C e OP. Entretanto foi observado aumento de 146% no
numero de nucleos centrais (p<0,01) no grupo OP (2,76+1,84) quando comparado ao
grupo C (1,12+0,57) (Figura 8 e Figura 9). Ainda, foi observada diferenga significativa
(p<0,05) no total de nucleos por mm? do musculo plantar nos animais do grupo OP
(719+175) quando comparado ao grupo C (550+101).



Figura 9: Fotomicrografia em H&E do musculo plantar de ratos Wistar aos 15 meses de idade.
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Legenda: Alteragdes histomorfométricas do grupo controle (A) e do grupo suplementado (B)
com Oleo de peixe. Aumento de 400 vezes. Legenda: capilares sanguineos (asteriscos), nucleos
periféricos (setas) e nucleos centrais em etapa de dispersao (circulos) para a periferia da fibra.

4.3 TIPOS DE FIBRAS

A Tabela 1 e a figura 10 mostram as proporgdes e as areas dos diferentes tipos
de fibra do musculo plantar, analisadas pela reacdo de NADH-TR (Figura 11). Houve
diferencga significativa entre os grupos na mensuragao da area de secgao transversa
das fibras do tipo | (p<0,05), tipo A (p<0,01) e 1IB (p<0,01) do musculo plantar, com
reducao de 17% para fibras do tipo | (1231+305 ym?), de 20% para fibras do tipo II1A
(22411347 um?) e 19% para fibras do tipo 1IB (37191457 ym?) quando comparado com
as fibras do tipo | (1483+204 pm?), lIA (28101£474 um?) e |IB (4597+722 um?) do grupo
C.

Com relagao a proporgao dos diferentes tipos de fibras, identificamos que néo
houve alteragcdo na proporc¢ao das fibras tipo | e lIA, entretanto nas fibras |IB houve
aumento de 6% no grupo OP (48+3%) em relacdo ao grupo C (51+2%) (Tabela 1). O
percentual de diferenca das proporgdes e areas de cada populagao de fibra entre os
grupos C e OP pode ser observada ainda no grafico de radar (Figura 10C), onde os
valores do grupo C foram normalizados como 100% para permitir a visualizagdo do

aumento ou diminui¢ao dos valores de cada parametro pela suplementacéao.



Tabela 1. Area e proporcao de fibras do tipo I, [IA e 1IB no musculo plantar de ratos Wistar

aos 15 meses.

Proporcéo (%) Area (um?)
Fibras
C OP C OP
Tipo | 1243 113 1483+204 1232+305*
Tipo lIA 4014 38+3 2810474 22414347
Tipo 1IB 48+3 51+2* 45974722 3719457

Legenda: C para ratos controle, OP para ratos suplementados com 6leo de peixe.
Teste t de Student. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.

Na analise do dominio mionuclear, foi possivel identificar que no grupo OP

houve reducéo de 32% no dominio mionuclear (456£97 pm?) quando comparado ao

grupo C (601£153 pm?) (p<0,05). Ja para a razdo de area nuclear por area de fibra,

no entanto, ndo foi identificada diferenga entre os grupos (C= 0.019, OP = 0.022 e
p=0.18).

Figura 10: Area e proporcéo de fibras do musculo plantar de ratos Wistar aos 15 meses.
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Legenda: (A) Area das fibras em um?2 por tipo de fibra. (B) Proporcao das fibras em porcentagem por
tibo de fibra. (C) Grafico em radar para facilitar a visualizagdo do percentual de variagdo dos
parametros de area de fibras do tipo oxidativa (AREA.I), glicolitica-oxidativa (AREA.IIA) e glicolitica
(AREA.IIB) e proporgao de fibras do tipo oxidativa (PROP.I), glicolitica-oxidativa (PROP.IIA) e
glicolitica (PROP.IIB) do grupo OP comparado ao grupo C. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.

Figura 11: Fotomicrografia em NADH-TR do musculo plantar de ratos Wistar aos 15 meses de idade
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Legenda: Populacgdes de fibras oxidativas (1), fibras glicolitica-oxidativas (II1A) e fibras
glicoliticas (1IB) do grupo controle (A) e do grupo suplementado (B) com 6leo de peixe. Aumento de
100 vezes.

5 DISCUSSAO

Estudos recentes demonstram que intervengdes associadas com melhora no
quadro de resisténcia a insulina estdo correlacionadas com atenuagao de diversos
problemas do envelhecimento, como a inflamacgao e a falta de regeneragao tecidual
(LIU et al., 2022). De modo semelhante, nossos resultados com a suplementagao com
O0leo de peixe, rico em AGPI n-3, demonstraram maior tolerdncia a glicose
acompanhado de diversas alteragdes morfoldgicas, incluindo parametros associados
com regeneracgao celular, quando comparado aos animais controle.

Nesse sentido, destaca-se 0 aumento expressivo na presenca de nucleos
centrais nas fibras dos animais OP quando comparado ao grupo C (Figura 9). A maior
atividade nuclear pode ser causada tanto pela translocagéo de nucleos ja periféricos
para regides danificadas da fibra a fim de remodelar miofibrilas e outras estruturas
celulares, quanto pela integragdo de novos nucleos provenientes de células satélites
a fibra muscular durante a regeneracao tecidual (ROMAN; GOMES, 2018).

A possibilidade desses nucleos centrais se originarem principalmente da

ativagao e diferenciagao de células satélites pode ser fortalecida ainda pelo aumento



de 24% no numero total de nucleos por mm? de tecido no grupo OP quando
comparado ao grupo C (Figura 8). Uma vez que as células musculares séo pos-
mitéticas, o aumento de nucleos pode ter uma possivel explicacdo pela melhora da
regeneragdo muscular, marcada pela ativacdo e incorporagdo de mais nucleos de
células satélites a fibra, associada com a suplementacdo com AGPI-n3
(SCHMALBRUCH, 1976).

Esses resultados dos nucleos com a remodelagédo e regeneragéo celular é
fortalecida ainda por outros dados histomorfométricos, como a densidade celular
(Figura 8). A diminuicao do tamanho das fibras, observado pela redu¢éo da area de
seccgao transversa, € acompanhado de aumento do numero de fibras por mm?, mas
sem alteragbes na massa muscular, indicando que o aumento de densidade nédo é
resultante de atrofia muscular, mas sim de proliferagdo (SCHMALBRUCH, 1976).

Além disso, esses dados demonstram que a suplementacdo com OP nao
chegou a apresentar efeitos hipertréficos no musculo, condizendo com alguns estudos
gue observaram ganho de massa muscular apenas sob a sinergia da suplementagéo
com OP e exercicios fisicos (DAMANTI et al., 2019; SMITH, 2018). A auséncia da
hipertrofia com a suplementagao com OP é corroborada também pela diminuicdo do
dominio mionuclear. O dominio mionuclear representa a area da fibra sob influéncia
direta de um mionucleo, de modo que redugao do dominio mionuclear esta associado
com maior quantidade de nucleos na fibra e € importante indicador de hipertrofia
quando aumentado (ALLEN; ROY; REGGIE EDGERTON, 1999).

Apesar do aparente efeito proliferativo da suplementacdo com OP sobre o
tecido muscular esquelético, observado pela maior densidade, ndao foi observado
alteracdes no numero de capilares. Esse resultado é condizente com estudos prévios
que associaram a suplementagcdo com OP e a redugdo de vias angiogénicas em
tumores (MA et al.,, 2022; SZYMCZAK; MURRAY; PETROVIC, 2008). Entre os
mecanismos ja associados com essa reducado da angiogénese tumoral, cita-se a
supressdo de angiopoietina-2 e a indugdo de prostaglandinas 3 (MA et al., 2022;
SZYMCZAK; MURRAY; PETROVIC, 2008). Similarmente, AGPI-n3 também ja foram
associados com redugdao da neovascularizacdo da retinopatia proliferativa,
demonstrando que a auséncia de resultados no numero de capilares ndo se restringe
apenas a casos de cancer (STAHL et al., 2010), e o mesmo foi visto nos resultados
de capilarizagdo do musculo plantar.



Finalmente, um dos fatores associado com o aumento da funcionalidade do
musculo estriado esquelético pela suplementacdo com OP pode residir nas
modificagdes no perfil da populagao de fibras. O envelhecimento muscular € marcado
pela reducdo das fibras glicoliticas e aumento das fibras oxidativas, resultando em
diminuicdo da forga muscular com a idade (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Assim,
ao avaliarmos a proporcdo de cada tipo de fibra, identificamos preservacdo da
populagao glicolitica nos animais suplementados, potencialmente retardando a perda
de for¢ga muscular associado com o envelhecimento (AKASAKI et al., 2014).

O aumento dessa populacao de fibras pode ser relacionado, possivelmente,
com a melhora na captacgao de glicose pela suplementagédo com OP, uma vez que os
AGPI-n3 atuam diretamente na modulacdo tanto da exposicdo de GLUT4 na
superficie da membrana celular quanto em proteinas associadas com a sinalizagao
da insulina (ZHANG et al., 2022). Esse resultado é compativel com estudos prévios,
onde fibras glicoliticas foram as mais afetadas pela resisténcia periférica a insulina, ja
que apresentam menor capacidade de contrabalancear tais alteracbes metabdlicas
intracelulares (AKASAKI et al., 2014; WARREN et al., 2014).

Sucintamente, nossos resultados indicam melhora do quadro regenerativo no
tecido muscular esquelético do grupo suplementado com OP desde o inicio do
processo de envelhecimento aqui mensurado, refletido principalmente pela presenca
de nucleos centrais e pelo aumento da densidade de fibras sem perda de massa
muscular. A suplementagdo com OP ajudou também na atenuacgdo da resisténcia
periférica a glicose dos animais, facilitando a manutencdo da populagédo de fibras
glicoliticas. Sinalizamos nesse trabalho a busca para maior entendimento sobre os
mecanismos e sinaliza¢gées moleculares envolvidos no efeito do OP sobre o musculo

estriado esquelético.

6 CONCLUSAO

Em suma, nossos dados apontam que a suplementacdo com OP pode ter
importante papel retardando as mudangas que ocorrem no musculo estriado
esquelético no inicio do processo de envelhecimento. Contudo, cabe ainda investigar
a permanéncia desses efeitos da suplementagcao com 6leo de peixe observadas em

modelos animais e se 0 mesmo ocorre em humanos.
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