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RESUMO

Introducédo e objetivos: De acordo com a OMS, a obesidade representa, atualmente,
um dos principais problemas de saude publica mundial. Por tras de sua etiologia,
encontram-se 0s maus hébitos dietéticos, como o consumo de dietas hipercaldricas e
hiperlipidicas (HFD), a inatividade fisica, bem como fatores genéticos. Curiosamente,
ainda que a pratica regular de exercicio fisico seja per si uma potente ferramenta para o
tratamento e combate da obesidade, estudos das ultimas 2 décadas vém propondo que
esse, quando em associagcdo ao jejum, poderia ser potencializado, assim promovendo
efeitos benéficos adicionais em relacdo ao exercicio em estado alimentado, como maior
mobilizacdo e oxidacao lipidica, bem como adaptacdes moleculares superiores. Apesar
de um numero significativo de estudos demonstrarem resultados que corroboram tal
hipétese, até o presente momento, poucos trabalhos avaliaram os efeitos do exercicio
em jejum sobre populacbes com sobrepeso/obesidade. Dessa forma, nosso objetivo foi
avaliar os efeitos de uma sesséo aguda de exercicio de baixa intensidade, realizada em
estado alimentado ou jejum (8h), apés 12 horas de sua realizacdo, sobre parametros
bioquimicos e moleculares de ratos wistar machos obesos. Métodos: Ratos wistar
machos (n=30) foram submetidos a 12 semanas de dieta hiperlipidica, a fim de induzir
obesidade e alterac6es metabdlicas. Ao longo dessas, avaliou-se a evolugcédo da massa
corpérea, bem como a tolerancia a glicose (através do O-GTT e IP-GTT). Apos o
periodo de dieta, os ratos foram alocados, por randomizagéo, em diferentes grupos: 1)
Alimentado sem exercicio (ASE), n=8; 2) Jejum sem exercicio (JSE), n=8; 3)
Alimentado com exercicio (ACE), n=7; 4) Jejum com exercicio (JCE), n=7. O protocolo
de exercicio (~60% VO2max) foi realizado em esteira, por 30 minutos. Apos 12 horas, 0s
animais foram eutanasiados, e o0s tecidos coletados (soro, figado, séleo e
gastrocnémio). As andlises bioquimicas foram realizadas por ensaios colorimétricos e o
imunocontetdo determinado por western blotting. A estatistica foi realizada por ANOVA
de uma via, seguida por Tukey. Os resultados foram expressos como média *+ erro
padrdo da média (e.p.m.). Resultados: Conforme esperado, 0s animais aumentaram
de peso ao decorrer da HFD, atingindo um quadro de obesidade (308,7 g = 4,12 vs
497,4 g £ 9,06; p<0.0001). Além disso, quando comparados com animais saudaveis, 0s
obesos apresentaram diferengas na resposta glicémica (p<0.0009), sugerindo
intolerancia a glicose. No mauasculo esquelético, ndo houve alteracbes nas
concentracbes de glicogénio em nenhum dos grupos. J4 no glicogénio hepatico,
observou-se uma diminuicdo no grupo ACE em comparagédo ao ASE (p<0.02). No
gastrocnémio, observou-se aumento no imunoconteudo das proteinas SIRT-1
(p<0.005) e HSP70 (p<0.03) apenas no grupo JCE. No séleo, também encontrou-se um
aumento no imunocontetdo das proteinas SIRT-1 (p<0.01) e HSP70 (p<0.009)
somente no grupo JCE. Por dltimo, interessantemente, observou-se uma reducdo nos
niveis séricos de triglicerideos (p<0.001) e colesterol (p<0.03) tdo somente quando os
animais se exercitaram em jejum (JCE). Conclusdes: Uma sessdo de exercicio
aerobio de baixa intensidade, quando realizada em jejum, pode induzir, em ratos
obesos e com disfuncbes metabdlicas, adaptacbes benéficas para sua saude, como
melhorias em parametros bioquimicos e adaptacdes moleculares que perduram por,
pelo menos, até 12 horas apds seu término. Considerando o fato de que populagbes
com sobrepeso/obesidade apresentam um risco aumentado para eventos/doencas
cardiovasculares, redugdes significativas em marcadores plasmaticos do metabolismo
lipidico, como os resultados supracitados, constituem-se como um dos cruciais alvos de
tratamento nelas.



ABSTRACT

Introduction and objectives: According to WHO, obesity represents one of the majors
global public health problems. Behind its aetiology, are poor dietary habits, such as the
consumption of hypercaloric and hyperlipidic diets (HFD), physical inactivity, as well as
genetic factors. Curiously, even know that the regular exercise is, per si, a strong tool for
the treatment and prevention of obesity, recent studies suggests that the beneficial
effects of exercise can be potentiated while fasting, thus promoting additional effects, in
comparison to the fed state, such as higher lipid mobilization and oxidation, as well as
superior metabolic adaptations. Despite the significant number of studies showing
results that corroborate with such hypothesis, only a few research evaluated the effects
of fasted-state exercise in overweight/obese populations. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the subacute effects (12 hours after its execution) of a single low-
intensity exercise bout, performed on fed or fasted-state (8h), on biochemical and
molecular parameters in obese male wistar rats. Methods: Male wistar rats (n=30) were
submitted to a 12 weeks hyperlipidic diet, to induce obesity and metabolic disorders.
Body weight and glucose tolerance (by using O-GTT and IP-GTT) were measured
throughout the diet period. At the end of the diet period, the rats were allocated, by
randomization, in different groups: 1) Fed control (FDC), n=8; 2) Fasting control (FSC),
n=8; 3) Fed exercise (FDE), n=7; 4) Fasting exercise (FSE), n=7. The exercise protocol
(~60% VO2max) Was performed in a treadmill, for 30 minutes. After 12 hours, the animals
were killed, and the tissues collected (serum, liver, soleus and gastrocnemius). The
biochemical analysis were performed through colorimetric assays and the
immunocontent determined by western blotting. One-way ANOVA followed by Tukey
was used to compare the results (expressed as mean * standard error (SE)). Results:
As expected, animals increased their weight during HFD, reaching a obesity status
(308,7 g + 4,12 vs 497,4 g = 9,06; p<0.0001). In addition, when compared to healthy
animals, the obese showed modifications on the glycemic response (p<0.0009),
suggesting glucose intolerance. In skeletal muscle, there were no differences in
glycogen concentrations in neither group. In the liver, however, there was a decrease in
FDE glycogen when comparing to FDC (p<0.02). In gastrocnemius muscle, we
observed an increased immunocontent of SIRT-1 (p<0.005) and HSP70 (p<0.03) only
on FSE. In soleus muscle, we also observed an increase in SIRT-1 (p<0.01) and HSP70
(p<0.009), but only on FSE. Finally, an important reduction on seric levels of
triglycerides (p<0.001) and cholesterol (p<0.03) were found when animals exercised in
fasting conditions (FSE). Conclusions: An acute bout of low intensity aerobic exercise,
when realized in fasting, may induce, in obese rats with metabolic dysfunctions,
beneficial adaptations to their health, such as better biochemical and molecular
adaptations that last, for at least, 12 hours. Considering the fact that overweight/obese
populations present an increased risk for cardiovascular events/diseases, significant
reductions in such plasma markers of lipid metabolism are an important achievement for
this population.
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1. INTRODUCAO

Associados ao atual estilo de vida moderno, encontram-se habitos
alimentares inadequados, como o consumo cronico de dietas hipercaldricas e
alimentos hiperpalataveis, e a inatividade fisica. Ao passo em que esses se
estabelecem cada vez mais entre as distintas populacdes, a incidéncia mundial de
obesidade cresce significativamente nas Ultimas décadas (OMS. 2017),
caracterizando-se, atualmente, como um dos principais problemas de saude publica
mundial. Trazendo tal afirmacdo para dados numéricos, tem-se que, atualmente,
pelo menos 1,9 bilhdo de pessoas encontram-se com sobrepeso ao redor do mundo,
sendo que destes, cerca de 650 milhdes de individuos apresentam obesidade.

Paralelamente a obesidade, encontra-se instaurado um quadro de inflamacéo
cronica de baixo grau (Uysal et al. 1997), evidenciado pela elevacdo plasmética
cronica de citocinas pré-inflamatérias, tais quais interleucina 6 (IL-6), interleucina 13
(IL-1B) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), bem como uma diminuicdo dos
niveis de citocinas anti-inflamatérias, como interleucina 10 (IL-10) e adiponectina.

Esse status inflamatério evidenciado em individuos obesos é, por sua vez,
responsavel por promover um desbalanco na homeostase redox, disfuncdes
hormonais, como resisténcia a insulina e disfuncédo mitocondrial (Krause et al. 2015),
assim impactando o metabolismo energético, além de alterar mecanismos
hipotalamicos responsaveis pelo controle do apetite, resultando em um aumento da
ingestao alimentar, ao passo em que ocorre uma diminuicdo do gasto energético
(Galic et al. 2010). Nao obstante as inumeras disfuncfes causadas pela obesidade
per si, essa também encontra-se associada a um aumento no risco de doencas
cardiovasculares (Huxley et al. 2010), diabetes mellitus tipo 2 (Crandall et al. 2008),
hipertenséo arterial, dislipidemia, doenca hepatica e renal, e alguns tipos de cancer
(Farhat et al. 2010).

Sabe-se que o0 exercicio fisico € uma potente ferramenta nao-farmacoldgica,
capaz ndo somente de atenuar todas as consequéncias biologicas exercidas por tais
doencas/disturbios, como, inclusive, de preveni-las. Dessa forma, trabalhos
publicados na literatura cientifica demonstram que a pratica regular encontra-se
associada a uma saude cardiovascular melhorada, diminuicdo na resisténcia

periférica a insulina (Lucini et al. 2011), melhora do perfil lipidico, aumento na



densidade mineral 6ssea, reducdo de sintomas relacionados a depressdo, bem
como uma diminui¢cdo nos riscos para desenvolvimento de doengas como cancer e
diabetes mellitus tipo 2 (Cotman & Engesser-Cesar, 2002; Church, 2011).

Entre os mecanismos responsaveis pelos beneficios e melhorias em
desfechos clinicos propiciados pelo exercicio, encontra-se o aumento na atividade e
na expressao génica de inimeras enzimas e proteinas celulares, propiciando, dessa
forma, uma adaptacdo e reprogramacdo metabdlica no organismo de seus
praticantes.

Entre essas, pode-se destacar o aumento na atividade de um importante
sensor do metabolismo energético celular, a AMPK (5’ Proteina quinase ativada por
AMP). Essa enzima encontra-se ativada sob situacdes de privacdo energética
celular, como o exercicio, quando os niveis de ATP encontram-se diminuidos e os
de AMP elevados, sendo ela responséavel, basicamente, por ativar vias catabdlicas
designadas para a producéo energética - por meio, majoritariamente, do aumento no
metabolismo oxidativo e na biogénese mitocondrial -, a0 passo em que inativa vias
anabdlicas consumidoras de ATP, como a lipogénese (Canté et al. 2009; Zang et al.
2004). A AMPK é também responsavel pelo aumento na atividade da SIRT-1
(Sirtuina 1) - por meio do aumento nos niveis celulares de NAD oxidado,
concomitante a diminuicdo dos niveis de NAD reduzido -, sendo essa enzima
responsavel pela desacetilacdo de inUmeros alvos regulatorios, dentre eles o PGC-
1a (Co-ativador 1a do receptor ativado por proliferador do peroxissoma),
possibilitando, dessa forma, um aumento na biogénese mitocondrial, e, por
conseguinte, uma melhoria ainda maior no sistema de producdo energética celular.
Por dltimo, a ativacdo da AMPK é também importante para a captagdo, em miocitos
e adipdcitos, de glicose plasmatica, uma vez que ela medeia a expresséao e ativacao
da proteina AKT (Proteina quinase B), responsavel, em dultima instancia, pela
translocacao e exteriorizagdo do transportador de glicose GLUT-4 (transportador de
glicose 4) para as membranas celulares (Whiteman et al. 2002)

O exercicio fisico é também capaz de estimular a sintese de proteinas de
choque-térmico - as HSP’s (Proteinas de choque térmico), em especial a de 70 kDa
-. Essa grande familia de proteinas encontra-se relacionada a diversas funcodes
celulares, dentre essas 0 controle da proteostase celular, através da sua atividade
de chaperona molecular (Madden et al. 2008), podendo interagir com outras

proteinas (desnaturadas, ‘desnoveladas’, assim como aquelas que ndo se



encontram na sua conformacao nativa), com o propoésito de impedir a formacéo de
interacdes inapropriadas ou de agregados proteicos no citoplasma celular, bem
como de auxiliar na marcagdo de proteinas que devem ser degradadas, além de
auxiliar polipeptideos nascentes a assumirem sua conformacao tridimensional
adequada, e, portanto, a sua funcéo biologica. A HSP70 (proteina de choque térmico
de 70 kilodalton) encontra-se ainda relacionada a outras func¢des, como sua acgéo
anti-apoptotica - por impedir a saida do citocromo C da mitocéndria -, bem como sua
atividade anti-inflamatéria (Homem de Bittencourt et al. 2007), exercendo-a,
fundamentalmente, por bloquear a translocacdo do NF-kB (fator de transcricao
nuclear kappa b) para o nucleo celular, dessa forma cessando o processo
inflamatorio. Interessantemente, trabalhos publicados na dltima década (Chung et al.
2008; Rodrigues-Krause et al. 2012) demonstram ndo somente que 0s niveis dessa
proteina encontram-se atenuados em pacientes que apresentam disturbios/doencas
de cunho inflamatorio, tais quais obesidade e diabetes mellitus tipo 2, como,
inclusive, sugerem que a inducdo de sua expressdo, por meio da préatica de
exercicio, por exemplo, seja um dos possiveis alvos terapéuticos capaz de
proporcionar melhorias metabdlicas para esses pacientes.

Ainda que o exercicio fisico seja reconhecido por induzir a ativacdo das vias
metabdlicas/moleculares acima mencionadas, ndo existe, até o presente momento,
um consenso na literatura de qual o tipo de exercicio, modalidade, intensidade e em
gue condicdes deva ser feito, para potencializar seus efeitos em pessoas obesas e
com doencas metabdlicas. Nos dltimos anos, a préatica de exercicios no estado de
jejum tem ganhado espacgo e popularidade. Por essa raz&o, decidimos investigar os

efeitos desta pratica em um modelo animal de obesidade/resisténcia a insulina.

2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, curiosamente, a pratica de exercicios em jejum, em
especial o aerobio, vem se popularizando cada vez mais, ndo somente entre atletas
de alto rendimento, como, inclusive, entre praticantes entusiastas, sob a prerrogativa
de que esse promoveria uma maior oxidacao lipidica, além de diversas adaptacdes
metabdlicas superiores, quando em comparacdo com 0 exercicio realizado em

estado alimentado. Embora essas questdes jA sejam alvo de interesse de alguns



grupos de pesquisa (Aird et al. 2018; Paoli et al. 2011; Vieira et al. 2016), ainda nao
ha evidéncias cientificas suficientes e robustas na literatura, sobretudo tratando-se
de populagdo com sobrepeso/obesidade, para corroborar, ou, até mesmo, para
refutar os possiveis beneficios superiores propiciados por tal pratica, tampouco
trabalhos que avaliem os mecanismos responsaveis por suposta superioridade.

Além disso, uma vez que 0 jejum é capaz de ativar a via de indugcdo das
HSP70 (através das variacdes de NAD+/NADH e conseguinte ativacdo da SIRT-1,
ativador de HSF-1 (fator de choque térmico 1), o fator de transcricdo das proteinas
de choque térmico), é possivel que a pratica do exercicio em jejum possa
potencializar a ativagcdo das HSP70 induzida pelo exercicio, o que resultaria em

melhor sensibilidade & insulina e reducédo na inflamacéao.

3. HIPOTESE

Espera-se que o0 exercicio realizado em estado de jejum promova um
aumento no imunoconteudo de proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico, a
biogénese mitocondrial, e a citoprotecdo, quando em comparacdo com 0O exercicio

realizado em estado alimentado.

4. OBJETIVOS

Investigar os efeitos subagudos (12 horas apdés) de uma Unica sessdo de
exercicio aerébio de baixa intensidade, realizada em estado alimentado ou jejum,
sobre marcadores metabdlicos no soro e o imunocontetdo de proteinas musculares
relacionados ao metabolismo celular e da via das proteinas de choque térmico em

ratos machos obesos.

4.1 Objetivos Especificos

1) Induzir obesidade e resisténcia a insulina em ratos Wistar utilizando um

modelo de dieta hiperlipidica;



2) Averiguar o efeito subagudos (12 horas apds) de uma sesséo de exercicio
aerdbio de baixa intensidade nos animais obesos sobre:
- as concentracoes séricas de glicose, triglicerideos e colesteral,
- as concentracdes de glicogénio nos musculos gastrocnémio e soleo;
- a concentracgéo de glicogénio no figado;
- 0 imunocontetdo de HSP70 nos musculos gastrocnémio e séleo;

- o imunoconteudo de SIRT-1 nos musculos gastrocnémio e séleo

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa de carater quantitativo,
experimental, in vivo, com animais alocados em distintos grupos - controle e

intervencao - por randomizacao.

5.1 Célculo Amostral

O célculo do tamanho amostral foi executado utilizando-se o software
G*Power 3.1.9.2 (Schleswig-Holstein, Alemanha). No calculo do tamanho da
amostra foram considerados probabilidade de erro a=0,05 e poder do teste
estatistico igual a 0,80. Utilizou-se também como base para calculo os
resultados de protocolos experimentais de um dos laboratérios do departamento
de Fisiologia da UFRGS (Cozer et al. 2017), com o qual se trabalhou em

parceria no presente estudo. Assim, estimou-se um “n” total igual a 30 animais.

5.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar Rattus novergicus provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL), da
Universidade do Rio Grande do Sul, com 60 dias de idade. O biotério setorial do

Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), UFRGS, foi o local de alojamento
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dos animais. Seguiu-se ao longo do estudo as condi¢bes padrao de biotério, como
ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (21 + 2°C), umidade relativa
do ar de 70%, racdo e agua a vontade. As instalacdes utilizadas encontram-se em
conformidade com a Lei Arouca n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, e apresentam
credenciamento e acompanhamento do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacéo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (nUmero 34271).

5.4 Procedimentos Experimentais

5.4.1 Protocolo Experimental

-> Os animais do presente estudo foram subdivididos em quatro grupos:

1) Grupo obeso alimentado — animais alimentados com dieta hiperlipidica por 12

semanas, que ndo foram submetidos a jejum e/ou exercicio;

2) Grupo obeso + jejum — animais alimentados com dieta hiperlipidica por 12

semanas, que foram submetidos a 8h de jejum mas néo realizaram exercicio;

3) Grupo obeso alimentado + exercicio — animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 semanas, que ndo foram submetidos a jejum, e realizaram

uma sessao de 30 minutos de exercicio aerébio;

4) Grupo obeso + jejum + exercicio — animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 semanas, que foram submetidos a 8h de jejum, e realizaram

uma sessédo de 30min exercicio aerobio em sequéncia.

ApOs o término dos respectivos protocolos experimentais, 0s animais voltaram
as suas caixas, e tiveram acesso ad libitum a 4gua e dieta hiperlipidica por um
periodo de 12 horas. Ao término desse periodo, os animais foram mortos por
decapitacdo em guilhotina para roedores, sem anestesia, para obtencdo do
sangue total e dos tecido muscular (séleo + gastrocnémio) e hepatico, os quais
foram analisados a posteriori. O método escolhido para eutanasia baseia-se no
fato de esse ser um método eficaz, e que produz alteragdes fisiologicas minimas
nos tecidos. Considerando a necessidade de obtencdo de sangue periférico e

realizacdo de andlises celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra
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substancia foi injetado nos animais por ocasidao da decapitagdo. A morte dos
animais sob anestesia, apesar de desejavel, € incompativel com o protocolo do
presente estudo, pois todos os anestésicos comumente utilizados em trabalhos
com animais levam a uma intensa hiperglicemia em roedores (Brown et al. 2005;

Saha et al. 2005), o que pode se tornar um viés para o trabalho.

O INDICE DE SEVERIDADE para a morte é SEM RECUPERA(;AO. @)
INDICE DE SEVERIDADE para manuseio e administracdo de dietas foi
considerado como LEVE, ja que os animais ndo foram forcados a nenhum outro

tipo de intervencédo além da dieta.

O protocolo experimental com exercicio foi realizado apds o periodo de aclimatacéo
dos animais a esteira, que consistiu em sessdes de 15 minutos diarios durante uma
semana. O exercicio fisico consistiu em uma sessdo aguda de 30 minutos na esteira,
com uma intensidade de 60% VO.max, conforme tabela 1 (Rodrigues et al. 2007).
Ao término da realizacdo do exercicio agudo, os animais foram eutanasiados apoés
12 horas (tempo 12h), conforme figura 1, e seus tecidos foram coletados e
armazenados a - 80°C, até o processamento das amostras. O INDICE DE
SEVERIDADE do exercicio € considerado MODERADO, pois envolve exercicio

forcado aos animais. A figura 1 ilustra o desenho experimental de nosso estudo.

Tabela 1. Protocolo de aclimatacdo e exercicio fisico baseado em Rodrigues et
al. (2007).

Periodo de Sessido de
Aclimatacio Exercicio
Semana Tempo Velocidade Inclinagio Tempo Intensidade Inclinagdo Velocidade
(min) (km/h) (%) (min) (%) (km/h)
Semana 1 15 0,6 0 e e emeee e
(5x/semana)
Semana2 = == memmm e 30 60%V0z2max 0 0,9

(Sessao unica)
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Experimento: Exercicio aerdbio - Recuperagaode 12h
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Figura 1. Desenho experimental para os grupos com 12h de recuperacéo.

5.4.2 Inducdo a Obesidade

A inducdo dos animais a obesidade foi realizada através de um tratamento

com racdo hiperlipidica, modificada em nosso laboratério, sendo sua

composicdo de macronutrientes: 49% de carboidratos, 8,2% de proteinas e 31%

de lipidios (dados referentes a dieta ainda n&o publicados). O INDICE DE

SEVERIDADE para a administracédo da dieta hiperlipidica é considerado LEVE,

sendo que o animal, inclusive, apresenta preferéncia pela dieta por ser mais

palatavel (devido ao maior teor lipidico), apesar de causar obesidade e

disfuncdes metabdlicas com o passar do tempo.

5.4.3 Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT) e Teste de Toleréancia

Intraperitoneal a Glicose (IP-GTT)

A evolucédo de das alteracdes da glicemia foi confirmada por meio de teste

oral de tolerancia a glicose (O-GTT) e do Teste de Tolerancia Intraperitoneal a
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Glicose (IP-GTT). O indice de severidade para os testes, que envolvem a
manipulagéo, gavagem/infusdo de com solugéo de glicose e coleta de 5 amostras de
sangue da cauda do animal (nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min ap6s a gavagem de
glicose) foi considerado moderado, pois envolveu repetidas intervengdes no animal,

apesar de quase indolores.

Os OGTT'’s e os IP-GTTs foram realizados a cada 14 dias sempre com 0s
mesmos animais, tanto saudaveis (animais utilizados somente para fins
comparativos) quanto obesos. Utilizou-se dez animais para a realizagdo de ambos
os testes. Todos os animais foram submetidos a um jejum de 8 horas, o qual se
iniciava as 7h da manha, previamente aos testes. Para o OGTT, foi preparada uma
solucao de glicose a 50% (m/v) em agua, administrada na concentracédo de 10 g/kg
de peso corpdéreo, por gavagem de cerca de 500uL de solucdo, conforme o peso de
cada animal. O valor da glicemia em jejum foi mensurado ap0s 0s animais
permanecerem no laboratério por no minimo 30 minutos antes da gavagem e da
primeira coleta (tempo zero).

Para a realizacdo do IP-GTT, foi preparada uma solucdo de glicose a 80%
(m/v) em PBS (NaCl 136,8 mMol/L, KCI 2,7 mMol/L, KH2PO4 0,9 mMol/L, NazHPOa4
6,4 mMol/L), administrada na concentracao de 1 g/kg de peso corpéreo, por injecao
intraperitoneal de cerca de 50uL de solucdo, conforme o peso de cada animal. O
valor da glicemia em jejum foi mensurado apdés 0s animais permanecerem no
laboratoério por no minimo 30 minutos antes da primeira coleta (tempo zero).

O sangue para a andlise da glicemia nos tempos acima descritos foi coletado
com o auxilio de um lancetador automatico (tipo caneta) com grau de profundidade
calibravel (Accu-Chek modelo MultiClix, Roche). Para tanto, amostras de cerca de
1uL de sangue da parte distal da cauda do animal foram coletadas. As medidas de
glicemia foram feitas usando aparelho de leitura glicémica capilar (glicosimetro) On
Call Plus, Acon Laboratories Inc. Para comparacao dos resultados entre os grupos
foi utilizado o célculo da area sob a curva (AUC). Os valores e célculos foram gerado
pelo programa estatistico Graph Pad Prism 6. Foram incluidas as areas abaixo da

linha de jejum (tempo zero) para o calculo da AUC.
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5.4.4 Analises Bioquimicas

As amostras de sangue foram preparadas para processamento através de
centrifugacdo por cinco minutos a 1000 g (temperatura ambiente). As
concentracfes de substratos séricos, como glicose, colesterol e triglicerideos
foram quantificadas por métodos enzimaticos com kits comerciais (Labtest
Diagnostica SA) em 10uL de amostra. A leitura das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimentos de ondas especificos para cada substrato:
1) glicose e triglicerideos: 505nm; 2) colesterol: 500nm. Os resultados de
glicose, triglicerideos e colesterol foram expressos em miligramas.decilitros™ de

Soro.

Em relacdo as quantidades de glicogénio dos tecidos, realizou-se a
extracdo e quantificacdo de glicogénio dos tecidos conforme descrito por
Inohara et al. (2015). Amostras de tecidos foram depositadas em tubos plasticos
com capacidade para 15mL contendo 0,5 mL de KOH 30%, e submetidas a
digestdo em banho fervente por 60 minutos. Para a precipitacdo do glicogénio,
foram adicionados aos tubos uma gota de Na>SOs saturado e 1mL de alcool
etilico 96% e, em seguida, centrifugadas por dez minutos a 800 g. Terminada
essa etapa, o0s tubos foram invertidos para que fosse descartado o
sobrenadante. O glicogénio foi ressuspenso com 0,5mL de agua destilada e
adicionou-se 1mL de élcool etilico 96% para que fosse centrifugado novamente
por dez minutos a 800 g. Mais uma vez os tubos foram invertidos para o
descarte do sobrenadante. Para a hidrélise acida do glicogénio, este foi
novamente ressuspenso com 0,5mL de agua destilada. Em novos tubos, essa
suspensao foi diluida 3 vezes e foram acrescentados 0,3mL de HCI 4N para
novo banho fervente por mais 60 minutos. Ap0s as amostras esfriarem em
temperatura ambiente, estas foram neutralizadas com 0,3mL Na>COsz 2M. Apés
a hidrdlise acida, a glicose resultante foi quantificada pelo método enzimatico da
glicose-oxidase com o Kit Glicose Liquiform (Labtest Diagnodstica SA) em 10uL
de amostra. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotometro com
comprimento de onda de 505nm. Uma curva padrao de glicogénio (1mg/mL) foi
utilizada como fator de calibragdo e os resultados foram expressos em

miligramas de glicogénio.grama de tecido™.
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5.4.5 Western-Blot

Para a separacdo das proteinas, utilizou-se o método SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio), com uma
concentragdo de poliacrilamida de 10%. Aproximadamente 20ug de proteina
(concentracdo determinada por kit BCA, Thermo Fisher Scientific) extraida das
amostras de tecido muscular foram incubados com solugcdo de Laemmli (Laemmli,
1970), e adicionados em cada poco do gel para eletroforese. O equipamento
utilizado foi o mini-PROTEANe 3 Electophoresis Cell (BioRad, EUA). Depois de
efetuada a eletroforese, retirou-se o gel de poliacrilamida das placas de vidro, e
esse foi colocado no médulo de eletrotransferéncia em contato com a membrana
de nitrocelulose (NC), coberto com tampao de transferéncia. A transferéncia foi
realizada no sistema Trans-Blot SD — Semi Dry Electrophoretic Transfer Cell
(BioRad, EUA) por 2 horas e meia, a uma diferenca de potencial de 100V.

A fim de confirmar o sucesso dos procedimentos descritos acima, corou-se
as membranas com Red Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sédio 0,3%, Sigma,
em solucéo de &cido tricloroacético a 3%), e, logo apds, essas foram descoradas
com solucdo Tween Tris Buffer Saline — TTBS (Tris-EDTA-NaCl a respectivamente
50, 5 e 150 Mm, adicionados de Tween 0,1%). As membranas de NC contendo as
proteinas foram entdo incubadas durante meia hora em solucdo de BSA 2%
(Albumina de soro bovino). Esta solucdo é responsavel por saturar sitios de
ligacdo inespecificos na membrana de NC. Apds o bloqueio, as membranas de NC
foram incubadas por, no minimo, vinte horas, a 4°C, sob agitacdo constante com
0s anticorpos (numeros do catalogo H5147: HSP70; SAB2501994: SIRT1; Sigma
Aldrich) para as proteinas especificas, diluidos em TTBS (Tween Tris Buffer
Saline) adicionado de BSA 0,1% (Albumina de soro bovino). Apds a incubacao
com o anticorpo primario, lavou-se as membranas por 3 vezes com TTBS 1X e
entdo incubou-se com o anticorpo secundario (nUmero do catalogo A9044: Anti-
Mouse IgG (whole molecule) — Peroxidase antibody produced in rabbit - IgG
fraction of antiserum, buffered aqueous solution - Sigma Aldrich) por, pelo menos,
duas horas a temperatura ambiente. Logo apds, as membranas foram novamente
lavadas com TTBS por 3 vezes (Tween Tris Buffer Saline), e incubadas com
solugdo de quimiluminescéncia por cerca de 1 minuto. A reagdo de

guimiluminescéncia se deu por meio do sistema de deteccdo baseado em
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substratos luminescentes (utilizado kit comercial Pierce ECL Plus Western Blotting
Substrate, Thermo Fisher Scientific). Ap6s a incubagdo com a solugdo de
guimiluminescéncia, as membranas de NC foram reveladas no equipamento
(Amersham Pharmacia Biotech) Video Documentation System de aquisicao digital
e processamento de imagens Image Quant 350 com software Image Quant TL 7.0
para Windows. As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria
Optica pelo uso do programa Image J (Frederich, Maryland, USA), e os dados
foram apresentados como unidades arbitrarias (UA) da razdo obtida entre o
volume de pixels de cada banda de interesse pela quantidade de pixels detectada

nas respectivas bandas normalizadoras (Red Ponceau).

5.5 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram submetidos ao Comité de Pesquisa e Etica
desta universidade, e estiveram em comprometimento com a perturbacdo minima do
bem-estar dos animais submetidos ao protocolo experimental, conforme a Lei
Arouca n° 11.794, de 8 de outubro de 2008. O projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (nimero 34271).

5.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como médiaterro padrao da média (e.p.m.).
A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias (para comparacao dos
grupos HFD com controles, OGTT e ipGTT, ao longo da dieta) e de uma via (para
comparacao entre os grupos ao final da intervencéo), seguida pelo teste de Tukey.
As diferencas foram consideradas significativas para um nivel de significancia de,

pelo menos, 5% (p<0.05).
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6. RESULTADOS

Conforme descrito na secao de materiais e métodos, o presente estudo conta

com quatro grupos experimentais distintos, respectivamente:

1) Grupo obeso alimentado — animais alimentados com dieta hiperlipidica por 12

semanas, que nao foram submetidos a jejum e/ou exercicio;

2) Grupo obeso + jejum — animais alimentados com dieta hiperlipidica por 12

semanas, que foram submetidos a 8h de jejum mas nao realizaram exercicio;

3) Grupo obeso alimentado + exercicio — animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 semanas, que ndo foram submetidos a jejum, e realizaram

uma sessao de 30 minutos de exercicio aerobio;

4) Grupo obeso + jejum + exercicio — animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 semanas, que foram submetidos a 8h de jejum, e realizaram

uma sessdo de 30min exercicio aerébio em sequéncia.

Os resultados que serdo apresentados a seguir sdo a média de cada um
dos grupos + e.p.m. Para cada um dos parametros analisados, apresentar-se-a
um gréfico correspondente, a fim de se visualizar melhor os dados. A ordem visual
desses segue a descricdo do protocolo experimental supracitada. Os resultados
de massa corporal, teste de tolerancia oral a glicose (OGTT) e teste de tolerancia
intraperitoneal a glicose (IP-GTT) foram obtidos ao longo das semanas da
intervencdo dietética (HFD). Todos os outros resultados foram obtidos apés a
morte dos animais, ou seja, 12 horas ap0s o término da sessdo aguda de exercicio
(para os animais exercitados) e 0 mesmo tempo para 0S animais que

permaneceram em repouso.

6.1 Massa Corporal

A figura 2 mostra o comportamento do peso de todos os animais (h=30) ao

longo das 12 semanas de dieta hiperlipidica.
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Figura 2. Comportamento do peso de todos os animais (n=30) ao longo das 12
semanas de dieta hiperlipidica. Dados expressos em média + epm. ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Tukey. Grupamentos de letras distintos representam

significancia estatistica (p<0.05).

De acordo com aquilo que se esperava, 0s ratos do presente estudo
apresentaram um ganho de peso significativo ao longo do tratamento com dieta
hiperlipidica (HFD). A partir do primeiro ponto aferido em relacdo ao basal (32
semana), diferencas estatisticamente significativas ja& foram encontradas no que
tange ao ganho de peso dos animais. Esse incremento significativo na massa
corporea total deles ocorreu também na 5% e 72 semanas, e perdurou até a 92
semana de dieta, a partir da qual ndo mais se notou mudangas no comportamento
do peso dos animais.

Tomando como base nossos resultados demonstrados acima, pode-se
afirmar que o protocolo de dieta hiperlipidica desenvolvido e aplicado no presente
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estudo foi eficaz em induzir obesidade nos animais, em conformidade com o

proposto.

6.2 Glicemia e Testes de Tolerancia a Glicose (O-GTT e IP-GTT)

Os resultados de glicemia, OGTT e IPGTT podem ser visualizados nas
figuras 3 e 4, respectivamente.

Conforme demonstrado na figura 3, a glicemia ndo variou de forma
significativa entre os grupos. No entanto, como pode ser observado nas figuras 4 e
5, a sensibilidade a insulina parece reduzida nos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica, quando comparados com animais saudaveis com dieta padréo
(dados obtidos pelo nosso laboratério em outros experimentos, e utilizados aqui
com propositos meramente comparativos). De fato, ao final das 12 semanas, os

animais submetidos a HFD apresentavam-se, visivelmente, intolerantes a glicose.

Glicemia

—
(2, ]
o
]

Il Controle Alimentado
Controle Jejum

[ Exercicio Alimentado
Exercicio Jejum

Figura 3. Glicemia em jejum. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Resultados do OGTT (A) e ipGTT (B). Evolucdo na area sob a curva (AUC) da
resposta glicémica ao longo das 12 semanas de dieta hiperlipidica (n=10). Animais
saudaveis utilizados tdo somente para fins comparativos com aqueles que receberam a
HFD. Dados expressos em média + epm. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey.
*representa diferencas significativas no grupo HFD em relacdo a animais saudaveis
(p<0.05).
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6.3 Conteudo de Glicogénio Hepatico e Muscular

Os resultados da quantificacdo do conteudo de glicogénio hepético e
muscular (gastrocnémio e séleo) podem ser visualizados nas figuras 5, 6 e 7,
respectivamente. Como pode-se observar, doze horas apos o término da
intervencdo (exercicio ou repouso), o glicogénio hepatico apresentou reducéo
significativa apenas no grupo alimentado que realizou o exercicio, em relagdo ao

seu controle.

O conteudo de glicogénio muscular, tanto no masculo gastrocnémio quanto
no séleo, seguiram o mesmo comportamento. Apesar dos resultados ndo serem
estatisticamente significativos, o glicogénio muscular dos animais exercitados

apresentou uma tendéncia a reducado no grupo exercitado em jejum.

Glicogénio Hepatico

P =0.0206

T

Il Controle Alimentado
Controle Jejum

[ Exercicio Alimentado
Exercicio Jejum

(mg/g de tecido)
'

Figura 5. Conteudo de glicogénio hepatico. Dados expressos em média + epm. Teste
estatistico. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. *representa diferencas

significativas entre os grupos (p<0.05).
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Figura 6. Conteudo de glicogénio muscular (gastrocnémio). Dados expressos em média *
epm. Teste estatistico: ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. *representa
diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).
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Figura 7. Conteudo de glicogénio muscular (gastrocnémio). Dados expressos em meédia +

epm. Teste estatistico: ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. *representa
diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).
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6.4 Imunocontelddo de SIRT-1 e de HSP70 no Tecido Muscular

Ao analisar o imunocontedudo das proteinas SIRT-1 e HSP70 no tecido
muscular, nossos resultados demonstraram um comportamento similar nos
musculos gastrocnémio e soleo. No caso do gastrocnémio, € possivel observar que
a expressado de HSP70 aumentou nos animais exercitados em jejum, e houve uma
tendéncia para o mesmo comportamento no exercicio em estado alimentado
(p<0.057), embora diferencas estatisticamente significativas nao tenham sido
encontradas. No entanto, ndo foi detectado, ao menos no tempo estudado (12
horas), variacdes na expressdo de SIRT-1 no grupo alimentado (tanto em repouso
guanto apds o exercicio). De fato, o imunoconteudo de SIRT-1 s encontra-se
elevado nos animais que fizeram exercicio no estado de jejum (Figura 8).

No musculo séleo, predominantemente composto por fibras de caracteristicas
oxidativas, observamos que 0s animais que se encontravam no estado de jejum e
gue foram submetidos ao exercicio, aumentaram a expressao de SIRT-1 e, de forma
similar, de HSP70. Nossos dados sugerem que o exercicio fisico, realizado em
jejum, possibilita a manutencdo da elevada expressédo de SIRT-1 e HSP70 por até
doze horas (12h) apds sua execucdo. Esse resultado é expressivo, uma vez que

essas proteinas participam de vias metabdlicas e anti-inflamatérias importantes.

6.5 Trigliceridemia e Colesterolemia

Nossos resultados demonstraram, de forma interessante, que 0s animais em
jejum, que foram submetidos ao exercicio aerdbio de baixa intensidade,
apresentaram reduzidas concentracdes seéricas de triglicerideos e colesterol total,
mesmo doze horas apos a sua realizacéo. Além disso, no caso do colesterol total, o
grupo jejum + exercicio apresentou concentragdes reduzidas quando comparado
tanto com seu controle (jejum sem exercicio), como, inclusive, com 0s animais
alimentados e exercitados. Nossos dados sugerem efeitos metabdlicos importantes,

0S quais parecem ser mantidos mesmo 12 horas apos o término da atividade.
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Figura 8. Imunocontetdo de SIRT-1 (A) e de HSP70 (B) muscular (gastrocnémio)
normalizado por Red Ponceau. Dados expressos em média + epm. Teste estatistico:
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. *representa diferengas significativas entre

0s grupos (p<0.05).
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Figura 9. Imunocontetudo de SIRT-1 (A) e de HSP70 (B) muscular (s6leo) normalizado por
Red Ponceau. Dados expressos em média £ epm. Teste estatistico: ANOVA de uma via

seguida pelo teste de Tukey. *representa diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).
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Figura 10. Trigliceridemia e Colesterolemia. Quantificacao de triglicerideos e colesterol total
no soro dos animais, 12 horas ap6s o término do exercicio ou periodo de repouso. Dados
expressos em média + epm. Teste estatistico: ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Tukey. *representa diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).
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7. DISCUSSAO

Os resultados do nosso estudo indicam que, em ratos obesos, a realizacédo de
exercicio aerébio de baixa intensidade, no estado de jejum, induz alteracdes
subagudas (de até doze horas apdés o término da atividade) na expressdo de
proteinas (imunoconteddo) no tecido muscular (HSP70 e SIRT-1), e que estas
mudancas sdo seguidas também de importantes alteracdes metabdlicas, como foi o
caso da reducado significativa dos triglicerideos e colesterol séricos. A mudanca
metabdlica que, aparentemente, perdurou por até 12 horas, € de extrema
importancia, uma vez que estes parametros estdo diretamente ligados ao risco de
dano cardiovascular.

Conforme apresentado na sec¢do de resultados (figura 2), a dieta hiperlipidica
(HFD) implementada no presente estudo foi eficiente em induzir obesidade nos
animais. Interessantemente, com o protocolo de dieta desenvolvido em nosso
laboratério (composta de 49% de carboidratos, 8,2% de proteinas e 31% de lipidios;
formulagdo completa ndo descrita na presente monografia devido a dieta ainda néo
estar publicada), jA com 3 semanas de intervencdo notou-se um ganho de peso
significativo (p<0.03), o que perdurou em ascensao até a 92 semana, a partir da qual
nao obteve-se mais diferencas no ganho de peso.

Esse rapido e significativo ganho de peso ocorre, majoritariamente, devido a
maior densidade energética fornecida por HFD’s quando em comparagao a dietas
balanceadas em sua distribuicdo de macronutrientes. Além do maior fornecimento
energético relativo, no entanto, ha também de se considerar o fato de que dietas
hiperlipidicas sdo mais palataveis, o que desencadeia um maior estimulo ao sistema
de recompensa hipotalamico, por conseguinte uma maior liberacdo de
neurotransmissores associados a sensacOes de prazer e bem-estar na fenda
sinptica, como serotonina e dopamina, que, em associacdo a falhas no processo de
ativacdo de grupamentos de neurbnios anorexigenos, como POMC/CART, conduz,
em ultima instancia, a um padréo de comportamento alimentar hiperfagico (Stubbs
RJ & Bell EA, 2004).

Além da eficiéncia de nossa dieta em induzir um ganho exacerbado de peso
ao longo do tratamento (p<0.0001), também se observou, no presente estudo,

alteracdes comuns decorrentes do processo de obesidade, como piora na tolerancia
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a glicose/aumento na resisténcia a insulina (Figura 4). Encontra-se bem estabelecido
na literatura que a obesidade aumenta o risco para doencas de caréater
inflamatoério/metabdlico, como resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2
(Crandall et al. 2008). Curiosamente, no presente trabalho, quando analisamos
apenas a glicemia de jejum dos ratos, observou-se que essa encontrava-se,
independentemente do grupo, em faixas correspondentes a animais saudaveis. Esse
fendmeno, no entanto, pode ser explicado por uma compensacéo exercida por altos
niveis circulantes de insulina (ainda ndo mensurados). Apesar de 0s niveis séricos
desse hormonio ainda ndo terem sido dosados, especulamos fortemente que de fato
estejam em concentracdes elevadas em relacdo a parametros saudaveis, pois
guando avaliou-se a toleréncia a glicose nos animais ao final do tratamento com
HFD, independentemente do método (através de O-GTT ou IP-GTT), foi encontrado
um significativo aumento na area sob a curva de sua resposta glicémica (p<0.0009 e
p<0.0003, respectivamente) em comparacdo a animais saudaveis, sugerindo,
portanto, uma diminuicdo na sensibilidade a insulina/intolerancia a glicose.

Devido ao seu potente efeito anti-inflamatorio, a pratica regular de exercicio
fisico constitui-se como uma das principais e mais eficientes estratégias de
tratamento de doencas de carater inflamatério, como a obesidade e o diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). Entre alguns dos principais mecanismos responsaveis pelos
efeitos anti-inflamatérios proporcionados pelo exercicio, encontram-se: 1) diminui¢ao
da massa adiposa visceral (com consequente reducdo na liberacdo de adipocinas
pré-inflamatérias); 2) ativacdo aguda do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e
do sistema nervoso simpatico, levando a uma inibicdo do TNF-a pelos mondécitos; 3)
liberacdo de miocinas pelo musculo esquelético, como IL-6, responsaveis por induzir
efeitos anti-inflamatérios (JTNF-a, 1IL-1RA); 4) reducdo nas taxas de infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo, bem como mudancas de um fendtipo
predominantemente M1 para M2; 5) aumento da capacidade antioxidante, dessa
forma levando a uma menor ativacao de fatores pro-inflamatérios, como o NF-xB; 6)
aumento na expressao de proteinas de choque térmico (HSP70), sendo essas, per
si, anti-inflamatorias.

Uma vez que o jejum, isoladamente, é também responsavel por modular
algumas dessas respostas, como a diminuicdo da massa adiposa visceral, ativagéo

do eixo HPA, bem como um aumento na expressao de HSP70, sugere-se que a
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pratica em concomitancia ao exercicio possa exacerbar essa resposta, dessa forma,
inclusive, promovendo efeitos benéficos mais intensos, como uma diminuicdo mais
robusta no quadro de inflamacdo, bem como uma melhora nas vias de sinalizagao
relacionadas ao metabolismo energeético.

Em relacdo as concentracdes de glicogénio, nossos resultados demonstram
que, tratando-se de tecido hepatico (Fig. 5), apenas quando os animais realizaram
exercicio no estado alimentado houve uma reducdo em suas concentracfes
comparando ao seu controle (p<0.02). Esse resultado nos sugere que,
possivelmente, ao realizar o exercicio em estado alimentado, o animal dependa mais
de glicogendlise hepética a fim de manter a glicemia em niveis adequados, uma vez
gue a pratica nessas condicfes, diferentemente do exercicio em jejum, utiliza-se
mais da via glicolitica para a geracdo de energia (glicose advinda do glicogénio
muscular e, posteriormente, da circulagdo sanguinea), e ndo de lipidios (lipGlise
seguida de B-oxidag&o), como o exercicio em jejum. Considerando que a pratica de
exercicio em jejum, na intensidade realizada, ndo utiliza majoritariamente a via
glicolitica para a producdo energética (devido aos baixos estoques de glicogénio
muscular), faz sentido supor que, em decorréncia da ativagdo mais intensa de vias
lipoliticas (e por conseguinte uma diminuicdo na captacdo, através de GLUT-4, da
glicose localizada na circulacédo), haja uma diminuicdo nas taxas de glicogendlise
hepatica em relacdo ao exercicio alimentado (consequentemente uma alteracéo
menor nas concentracdes de glicogénio hepatico, conforme nossos resultados
demonstram), uma vez que a glicose presente na circulacdo é menos captada para
posterior oxidagao.

Por outro lado, no que diz respeito as concentracdes de glicogénio no
gastrocnémio e soéleo, diferencas estatisticamente significativas néo foram
encontradas em nenhuma das intervencbes. No entanto, conforme os graficos
demonstram (Figuras 6 e 7), houve uma nitida tendéncia, em ambos os tecidos, para
a diminuicdo nas concentragbes do grupo exercitado em jejum em relacdo ao
exercicio em estado alimentado. Em decorréncia dessa possivel diminuicéo, espera-
se, como consequéncia, por exemplo, uma eventual reducdo nas quantidades de
energia disponivel nas células musculares (demonstrada atraves, por exemplo, de
aumento nas relacbes AMP/ATP e NAD+/NADH), o que, além de promover maior
mobilizacédo das reservas de triacilglicerol advindas do tecido adiposo, desencadeia

a ativacao de vias metabdlicas responsaveis pela regulacdo do metabolismo, como
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a das sirtuinas (em especial SIRT-1), que levara, posteriormente, a ativacdo da HSR
(resposta ao choque térmico).

Especialmente com o aumento nas razdes de NAD+/NADH, promovido em
ambientes de deprivacdo energética celular, como 0 exercicio fisico ou restricdo
calorica, por exemplo, uma importante proteina deacetilase, denominada sirtuina-1
(SIRT-1), passa a encontrar-se ativa. Como sua principal funcdo, encontra-se a
remocdo de grupamento acetil de certas proteinas regulatérias do metabolismo,
como o PGC-1qa, responsavel, em ultima instancia, quando deacetilado, por um
aumento na biogénese mitocondrial, proporcionando uma maior eficiéncia na
producdo energética. Além disso, essa proteina é um dos constituintes da
importante via de choque térmico, responsavel, em ultimo grau, pela sintese das
proteinas de choque térmico (HSP70, por exemplo).

Sob situagcbes de estresse celular, como a diminuicdo na disponibilidade
energética, o fator de transcricdo das proteinas de choque térmico (HSF-1) se
desliga das HSP70, deixando seu estado monomérico. A partir disso, 0 HSF-1 se
trimeriza, sofre fosforilacbes em seus residuos de serina, passando, entdo, a
encontrar-se em seu estado ativo. Esse complexo, finalmente, vai até o nulcleo da
célula, mais especificamente no HSE (elemento de choque térmico), onde se liga, e
da inicio ao processo de transcricdo do mRNA das HSP70. Interessantemente, a
SIRT-1 possui um importante papel sobre a HSR (resposta ao choque térmico): essa
proteina celular é responséavel por manter o HSF-1 ligado a sua regidao promotora no
nucleo celular (HSE) por mais tempo, por manté-lo em sua forma deacetilada. Essa
acdo, por sua vez, podera gerar um aumento ainda mais significativo na expressao
das HSP70 (Figura 11).

Curiosamente, cada vez mais trabalhos da literatura tém descrito uma
importante relacdo da expressao adequada de HSP70 com a preservacao e melhora
da sensibilidade a insulina (Geiger, 2011; Karpe, 2014). Na realidade, como
previamente discutido no inicio do trabalho, essa relagdo torna-se ainda mais
evidente quando individuos sob um quadro de inflamacéo crénica de baixo grau,
como sujeitos obesos e com DMT2, apresentam uma expressdo de HSP70
diminuida (Rodrigues-Krause et al. 2012). Entre os mecanismos responsaveis pela

acao dessa proteina sobre a melhora na via de sinalizacdo da insulina, um deles

parece consistir no bloqueio da degradacédo do IkB (quinase I1kB), dessa forma
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impedindo a dissociacdo do NF-xB desse complexo (NF-xB-IkB), e assim,
consequentemente, bloqueando sua translocacdo até o nacleo da célula, o que, em
Gltima instancia, leva a uma menor producdo de citocinas pro-inflamatorias,
consequentemente a um menor quadro de inflamacédo. Além disso, a HSP70
possibilita uma melhor interacdo da insulina com seu receptor (IRS-1) no musculo
esquelético, devido a sua agéo inibitoria sobre a JNK, uma proteina celular que, em
seu estado ativado, € responsavel por fosforilar o substrato do receptor de insulina

(IRS) em residuos de serina, o0 que conduz a uma piora na via de sinalizacdo desse
hormonio.
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Figura 11. Ativacdo da resposta ao choque térmico. Consulte o texto para explicagdo.
Fonte: Artigo “The regulatory roles of NADPH oxidase, intra- and extra-cellular HSP70 in

pancreatic islet function, dysfunction and diabetes” publicado na revista Clinical Science, em
2015, por Krause et al.

Até o presente momento, de acordo com nosso conhecimento, nenhum

estudo publicado na literatura avaliou o comportamento da via de choque térmico
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(SIRT-1/HSP70) sob efeito do exercicio realizado em estado de jejum, mesmo em
populacbes saudaveis. Nesse trabalho, interessantemente, encontramos que, ao
avaliar-se 12 horas apdés a realizacdo do exercicio, apenas quando 0s animais se
exercitaram em jejum, a expressao dessas 2 proteinas, em ambos os tecidos,
permaneceu elevada de forma significativa em relacdo aos seus controles. Apesar
de ser muito bem descrito na literatura que o exercicio fisico, independentemente do
estado nutricional em que ocorra, encontra-se relacionado com o0 aumento no
imunoconteudo de HSP70, nesse estudo ndo encontramos tal efeito. Acreditamos
gue alguns fatores podem estar por tras de tal fendbmeno, como: 1) devido ao
protocolo de exercicio implementado ser de baixa intensidade, o estimulo fornecido
por esse pode nao ter sido ‘estressor’ (do ponto de vista da deprivagdo metabdlica +
geracédo de calor) o suficiente para promover um aumento no contetdo da proteina,
2) o fato de, 12 horas ap0s o0 exercicio, ndo se ter encontrado diferencas
significativas ndo significa que essas ndo tenham ocorrido em outros momentos.
Sabe-se, por exemplo, que o pico de expressdo das HSP70 ocorre por cerca de 8
horas pos-intervencdo. Assim, pode ser que o exercicio no estado alimentado
também tenha promovido um aumento na expressdo dessa proteina, apenas nao
tenha perdurado por tanto tempo como o exercicio em jejum.

De qualquer maneira, 0 mais interessante nos nossos resultados € que,
aparentemente, o jejum foi capaz, conforme hipotetizado anteriormente, mesmo em
populacdo obesa, de intensificar as respostas promovidas pela pratica do exercicio
fisico, como as modula¢cBes exercidas sobre as adaptacdes moleculares do tecido
muscular. Desse modo, ao realizar exercicio em estado de jejum, parece haver uma
maior ativagdo do HSF-1 e conseguinte ligagdo desse ao seu elemento no DNA, o
gue provavelmente deve-se ao fato de, em virtude da maior deprivacdo energética
promovida pela associacdo de ambas intervencdes (jejum + exercicio), a atividade
da SIRT-1 estar aumentada. Como consequéncia disso, o HSF-1 é deacetilado,
permanecendo mais tempo ligado ao seu elemento no DNA da célula, aumentando,
dessa forma, a transcricdo das HSP70.

Considerando o potente efeito anti-inflamatorio exercido pela HSP70, além de
seus beneficios metabdlicos, como diminuicdo na resisténcia a insulina, sugerimos
gue esse aumento mais prolongado em sua expressao, quando comparado com o
estado alimento, pode ser crucial para populagdes sob influéncia de um status

inflamatoério, como obesos e sujeitos resistentes a insulina. Ainda mais importante do
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gue apenas as adaptacdes moleculares encontradas nesse trabalho, ao que tudo
indica essas parecem produzir alteracbes bioquimicas periféricas, como uma
importante diminui¢do nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol. I1sso, por sua
vez, se traduz em um real beneficio para essa populacdo, uma vez que reducdes
nesses parametros encontram-se relacionadas a um menor dano e risco
cardiovascular (Nordestgaard BG, 2016).

Além disso, apesar de ainda ndo ter sido quantificado, uma vez que a
expressdo e atividade da SIRT-1 encontraram-se aumentadas Nno grupo exercicio
em jejum, especulamos também que proteinas responsaveis pelo controle do
metabolismo, como PGC-1 a e AMPK, apresentem uma expressao elevada nesse
tipo de intervencdo. Isso, se confirmado, também poderia ser de fundamental
importancia para esse tipo de populacdo, uma vez que uma ativacdo mais robusta
dessas vias encontra-se relacionada a uma eficiéncia energética aumentada, bem
como a melhorias em parametros bioquimicos.

Por ultimo, conforme ilustrado na figura 12, sugerimos o mecanismo pelo qual
0 exercicio, no estado de jejum, poderia estar intensificando as respostas
metabdlicas e moleculares encontradas no presente trabalho. Apesar de ainda
altamente especulativo, o proximo passo de nossa pesquisa € verificar outras
alterac6es nas vias metabdlicas/moleculares sugeridas que corroborem com a nossa

hipotese.
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Sympathetic

Figura 12. Mecanismo proposto/hipdtese. Com o objetivo de manter a glicemia dentro da
normalidade, as catecolaminas, juntamente com o horménio do crescimento (GH)* séo
liberados para promover lipélise no tecido adiposo e, no caso das catecolaminas, também a
glicogendlise hepatica. A elevada concentracdo de acidos graxos na circulagdo aumenta sua
captacdo pelo musculo, diminuindo a utilizacéo de glicose, e assim, apresentando um efeito
"poupador de glicose" (iniciado, por exemplo, pelo ciclo de Randle, além de
ativacdo/modificacdo de diversas enzimas). O estado de jejum causaria mudancas nas
razbes de (1) AMP/ATP e (1) NAD/NADH, culminando em 1) Ativagcao de AMPK e 2) SIRT-
1, ambas proteinas ativadoras de PGC-1a. A ativagdo destas enzimas impulsionaria o
metabolismo para uma predominéncia oxidativa, em especial de 4cidos graxos. Ao mesmo
tempo, a ativacdo de SIRT-1 ativaria o HSF1, fator de transcricdo chave para induzir a
sintese de HSP70. Esses mecanismos poderiam estar ativos durante o jejum, no entanto,
apos as doze horas, onde o animal retorna a se alimentar, 0s mecanismos seriam
atenuados. O exercicio fisico, que induz efeitos similares aos do jejum (em termo das vias
de sinalizacdo apontadas aqui), quando realizado no estado de jejum, levaria a uma
resposta muito mais elevada e duradoura, uma vez que o jejum, per si, teria sensibilizado
previamente essas vias de sinalizacdo. Além disso, 0 exercicio resulta em aumentos na

temperatura muscular, o que colaboraria para a intensificacdo das respostas observadas,
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aumentadas mesmo depois de 12 horas. * Outros hormonios e fatores metabdlicos também
serdo modificados. ** O mecanismo descrito/sugerido aqui € altamente especulativo, e ainda

necessita de diversas analises para se confirmar.

8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conforme nossos resultados sugerem, uma sessado de exercicio aerobio de
baixa intensidade, quando realizada em jejum, pode induzir, em ratos obesos e com
disfuncdes metabdlicas, adaptacdes benéficas para sua salude, como melhorias em
parametros bioquimicos e adaptacdes moleculares que perduram por, pelo menos,
até 12 horas ap6s a sua realizacdo. Considerando o fato de que popula¢cdes com
sobrepeso/obesidade apresentam um risco aumentado para eventos/doencas
cardiovasculares, a principal causa de mortalidade mundial, redugdes significativas
em marcadores plasmaticos do metabolismo lipidico, como os resultados obtidos no
presente trabalho, constituem um crucial alvo de tratamento.

Como perspectivas, além de finalizar as andlises de insulinemia e das
proteinas musculares restantes (AMPK, PGC-1a e HSF-1), realizaremos mais
experimentos avaliando os mesmos parametros bioquimicos e moleculares em
outros momentos pos-exercicio nessa populacdo de animais (como 0, 6 e 24 horas
apos o exercicio), a fim de obter uma melhor compreensdo do comportamento

exercido por uma sessédo de exercicio aerébio em jejum ao longo de 24 horas.
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