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RESUMO

Introducdo: O comportamento sedentario estd associado ao risco aumentado para O
desenvolvimento de doencas cardiometabolicas. Em contrapartida, a pratica do exercicio
regular atua como intervengdo ndo farmacoldgica que melhora diversos fatores metabdlicos,
como perfil lipoproteico, inflamatorio, sensibilidade & insulina, manutencdo do peso e pressao
arterial, culminando em diminuicdo do risco a saude. Periodos de restricdo na alimentacao
também parecem reduzir concentracGes basais de biomarcadores associados a doengas cronicas,
bem como parece aprimorar a expressdo das proteinas da via de choque térmico, sendo capaz
de trazer efeitos similares ao do exercicio. Recentemente, estudos avaliando exercicio em
estado de jejum demonstraram beneficios adicionais, quando comparados a seus efeitos
isolados. Objetivos: Avaliar os efeitos subagudos (12 h ap6s a conclusédo) de uma Unica sesséo
de exercicio aerdbico de intensidade moderada realizada em estado alimentado ou em jejum de
8 h sob varidveis metabdlicas e imunocontetudo de proteinas relacionadas a via de choque
térmico em ratos Wistar machos sedentarios. Métodos: Os animais foram alocados em quatro
grupos: repouso alimentado (REP), exercicio alimentado (EXA), repouso em jejum (REJ) e
exercicio em jejum (EXJ). O protocolo de exercicio consistiu em uma sesséo de 30 minutos em
esteira, com intensidade de 60% do VO.méax. Os animais realizaram jejum de 8 h pré sessdo de
exercicio. Apés 12 h de recuperacdo, os animais foram mortos e os parametros metab6licos no
sangue, figado, tecido adiposo marrom e musculos gastrocnémio e soleo foram avaliados, assim
como o imunoconteudo de sirtuina 1 (SIRT1) e proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70)
nos mesmos tecidos. Resultados: A concentragdo de glicogénio no s6leo aumentou nos grupos
em jejum, enquanto que o contetdo de triglicerideos aumentou no figado e tecido adiposo
marrom. A combinacdo de exercicio e jejum promoveu diminui¢do da concentracdo sérica de
colesterol total e lactato quando comparado com o grupo REJ. Além disso, 0 imunoconteddo
de HSP70 e SIRT1 ndo sofreram alteracdes estatisticamente significativas, tanto no exercicio
qguanto no jejum, para todos os tecidos analisados. Conclusdes: Uma sess@o de exercicio
aerobico de intensidade moderada quando realizada em jejum € capaz de induzir alteracGes
metabdlicas importantes. A auséncia de alteragdes nas proteinas analisadas, possivelmente

ocorreu pelo diferente tempo de ativacdo e pico de expressao das mesmas pos exercicio.

Palavas-chave: exercicio em jejum; proteinas de choque térmico; sedentarismo;
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ABSTRACT

Introduction: Sedentary behavior is associated with an increased risk for the development of
cardiometabolic diseases. On the other hand, the practice of regular exercise acts as a non-
pharmacological intervention that improves several metabolic factors, such as lipoprotein and
inflammatory profile, insulin sensitivity, weight maintenance and blood pressure, culminating
in a decrease in health risk. Periods of food restriction also seem to reduce baseline
concentrations of biomarkers associated with chronic diseases, as well as to enhance the
expression of heat shock proteins pathway, being able to bring about effects similar to that of
exercise. Recently, studies evaluating fasted state exercise have demonstrated additional
benefits when compared to its isolated effects. Objectives: To evaluate the subacute effects (12
h after) of a bout of moderate-intensity aerobic in a fed or fasted state 8h on metabolic biological
and heat shock pathway-related protein immunocontents in sedentary males wistar rats.
Methods: The animals were allocated in four groups: Fed Rest (FER), Fasting Rest (FAR), Fed
Exercise (FEE), Fasting Exercise (FAE). The exercise protocol consists of a 30-minute
treadmill session at an intensity of 60% of VO.max. The animals fasted for 8h before exercise.
After 12h of recovery, the animals were killed and the blood sample, brown adipose tissue and
gastrocnemius and soleus muscle was collected, as well as immunocontent of sirtuin 1 (SIRT1)
and heat shock protein 70kDa (HSP70) in the same tissues. Results: Soleus glycogen
concentration increase only in the fasting groups, whereas the triglyceride content increased in
brown adipose tissue and liver. Exercise and fasting decrease serum total cholesterol
concentration and lactate when compared with the FAR group. In addition, immunocontent
HSP70 and SIRT1 did not change significantly, at any tissue investigated. Conclusions: Bout
aerobic exercise when performed in a fasted state is able to reduce important metabolic changes.

The absence of changes in those proteins, possibly, occurred due different activation time.

Key-words: fasting exercise; heat shock protein; sedentary behaviour.
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1 INTRODUCAO

1.1 SEDENTARISMO, INATIVIDADE FiSICA E DOENCA METABOLICA

Embora sejam utilizados como sindnimo, os termos sedentarismo e inatividade fisica
tém significados distintos. Tremblay et.al. (2012) definem comportamento sedentario como
qualquer comportamento de vigilia que envolva baixos niveis de gasto energético, mais
especificamente < 1,5 equivalentes metabdlicos da tarefa (METs, do inglés metabolic
equivalent of task). MET é uma unidade utilizada para classificar a intensidade da atividade
fisica em sedentéria, leve, moderada ou intensa, representando um consumo de oxigénio de
aproximadamente 3,5 mL/kg/min, correspondente a energia necessaria para se manter em
repouso. Sendo assim, 0 comportamento sedentario pode ser visto em atividades como postura
sentada, reclinada ou deitada (HOLTERMANN; STAMATAKIS, 2019).

Jé a inatividade fisica se refere ao ndo cumprimento do tempo minimo em atividades
fisicas programadas recomendado pela organizacdo mundial da saude (WHO, do inglés World
Health Organization). A WHO propde o engajamento em atividades de moderada a alta
intensidade por pelo menos 150 min por semana para a populacdo adulta de 18 a 64 anos, a fim
de combater o comportamento sedentdrio e inatividade fisica para assim ajudar a
prevenir/controlar doengas como diabetes do tipo 2, obesidade, doenca cardiovascular e ainda
alguns tipos de cancer (WHO, 2016).

Evidéncias recentes sugerem que ter um alto nivel de comportamento sedentario é capaz
de afetar negativamente a salde por aumentar o risco para o desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas, independente de fatores intervenientes como alimentacéo e controle de peso
corporal (THORP et al., 2011; WHITAKER et al., 2017). Owen et al., (2010) sugerem que
comportamento sedentario continuo estd associado com mortalidade geral, morbidade
cardiometabdlica e metabolismo anormal de glicose. Em uma visdo geral de revisGes
sistematicas a respeito do tema Saunders et al. (2020) ainda suportam a ideia de que reduzir ou
cessar comportamento sedentario beneficia marcadores de risco cardiometabolico. Alguns
estudos ainda documentaram associagfes relacionadas a comportamentos sedentéarios em geral
(incluindo tempo de tela) com adiposidade central e niveis de triglicerideos, insulina em jejum
e glicemia de 2 horas prejudicados (DUNSTAN et al., 2007; FORD et al., 2010; HEALY etal.,
2007, 2008; THORP et al., 2010).

Assim como outros trabalhos também enfatizaram que periodos prolongados de postura

sentada podem resultar em uma série de danos a saude, como redugdo da atividade da
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lipoproteina lipase, depuracdo de triglicerideos, reducdo da depuracdo de uma carga oral de
glicose e menor secre¢cdo de insulina estimulada por glicose (BEY; HAMILTON, 2003;
HAMBURG et al., 2007; HAMILTON; HAMILTON; ZDERIC, 2007).

Em algumas subpopulagdes adultas a prevaléncia da inatividade fisica pode chegar a
mais de 80% em algumas regides como Mediterraneo Oriental, Américas, Europa e Pacifico
Ocidental, isso parece estar relacionado com o uso da tecnologia, modificacdo nos padroes de
transporte ao longo dos anos, urbanizacao e cultura em geral. Bem como devem ser levadas em
conta questbes relacionadas ao acesso a pratica de atividade fisica, tanto a partir da
disponibilidade e acessibilidade de lugares seguros, como pragas e parques, quanto diferencas
de género, nivel socioeconémico e inclusdo de pessoas com deficiéncia e doencgas crbnicas
(SALLIS et al., 2016; WHO, 2018).

Estima-se que globalmente a inatividade fisica tenha um custo de cerca de $54 bilhdes
por ano, valor que contribui para um impacto econémico negativo nos sistemas de saude.
Afetando também o desenvolvimento econémico em geral, 0 meio ambiente, bem estar e
qualidade de vida da populacdo (DING et al., 2016).

Em vista dos motivos supracitados e do prejuizo global em que culmina néo realizar o
minimo necessario de atividade fisica a fins de salde, Kohl et al.(2012) estabelecem que a
inatividade fisica deve ser adequadamente caracterizada como pandemia.

Trabalhando para atenuar esses prejuizos a WHO move um plano de acdo global de
atividade fisica que visa tornar as pessoas mais ativas em prol de um mundo mais saudavel,
contribuindo para o desenvolvimento social, econdmico e cultural. Com o intuito de até o ano
de 2030 atingir uma reducdo relativa de 15% na prevaléncia global de inatividade fisica em
adultos e adolescentes (WHO, 2018). Segundo Guthold et al. (2018) na populagéo brasileira de
adultos com >18 anos a prevaléncia de tempo insuficiente em atividades fisicas (estabelecido
pela WHO) atinge quase 50%.

O conjunto de comportamento sedentario e inatividade fisica pode afetar
importantemente um sistema de salde conforme ja exposto, acumulando uma série de
agravantes como riscos aumentados nestas populac¢des para adquirir doencgas ndao transmissiveis
e engatilhar outras desordens como sobrepeso, obesidade, diabetes do tipo 2, doengas
psicologicas, diminui¢do de qualidade de vida, e até mesmo menor produtividade em atividades
laborais. Fatores que corroboraram para que a inatividade fisica ocupasse o quarto lugar no
ranking de causas de morte em escala global (FIUZA-LUCES et al., 2018; KOHL et al., 2012).

O comportamento sedentario por si € um importante fator relacionado a

morbimortalidade cardiovascular e metabdlica promovendo alteracBes a nivel celular como
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aumento da resisténcia periférica a insulina, alteracfes no metabolismo lipidico, acimulo de
gordura corporal, disfuncdo musculoesquelética, estado pro-inflamatério sistémico e
remodelacdo cardiaca (DE MELO et al., 2021; EKELUND et al., 2016; GONZALEZ;
FUENTES; MARQUEZ, 2017).

Além disso, a aderéncia por menores niveis de atividade fisica expbe a populagdo a um
cenario propicio para desenvolvimento de sindrome metabdlica, caracterizada por um acimulo
de riscos cardiometabdlicos que incluem: obesidade, metabolismo da glicose prejudicado,
dislipidemia e hipertensdo (ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013).

O metabolismo da glicose prejudicado compromete a sensibilidade de insulina nos
seguintes 6rgdos-alvo: tecido adiposo, figado e musculo. Algumas adipocinas secretados pelo
tecido adiposo promovem resisténcia a insulina e atuam no masculo e no figado, causando
inflamacéo do tecido por meio de aumento de adiposidade, diminui¢cdo de adiponectina (uma
adipocina anti-inflamatéria) enquanto aumenta leptina e fatores pro-inflamatorios como
interleucina 1B (IL1p), interleucina 6 (IL6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa). Ainda,
resisténcia a insulina parece aumentar recrutamento de macréfagos, diminuicao de absorcao de
glicose pelo musculo e aumento de producdo de glicose no figado (MYERS; KOKKINOS;
NYELIN, 2019; ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013). Diante do exposto, o tecido
adiposo é reconhecido como 6rgdo enddcrino capaz de intermediar diversas funcGes do
organismo ligadas a algumas doencas, assumindo papel importante na regulacdo do
metabolismo (WIRTH; WABITSCH; HAUNER, 2014).

A insulina ¢ um horménio regulador central na manutencdo da homeostase da glicose e
também estd envolvida em processos anabdlicos, como crescimento e desenvolvimento de
tecidos. Ela ¢ secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas de Langerhans em resposta a
glicose e aminoacidos consumidos a partir de uma refeicdo (ROBERTS; HEVENER,;
BARNARD, 2013). A inflamacdo sendo um dos mecanismos iniciais da resisténcia a insulina
é promovida inicialmente através do comprometimento na transducdo do sinal de insulina,
contribuindo para um prejuizo na acdo da mesma, ou Seja, aumento na resisténcia a insulina
iniciados em parte através de aumento na captagdo de &cidos graxos com seguinte dano na
funcdo mitocondrial, acimulo de lipideos bioativos, produgdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) e por final inflamacéo do tecido em si, conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 - Mecanismos envolvidos no comprometimento da transducdo do sinal da insulina.
AP-1: proteina adaptadora 1; IKK, I kapa B quinase; IKKquinase; IkB-a, inibidor de kappa B; IL,
interleucina; IRAK, quinase associada ao receptor de interleucina; JAK, janus quinase; JNK, quinase
N-terminal c-Jun. Familia de quinases originalmente identificada que se liga e fosforila c-Jun em Ser-
63 e Ser-73 dentro de seu dominio de ativagdo transcricional. MAPK2, proteina quinase 2 ativada por
mitégeno; MAPKS3, proteina quinase 3 ativada por mitdgeno; NF-«B, fator nuclear k B (fator nuclear
kappa-potenciador de cadeia leve de células B ativadas); RIP, serina/treonina-proteina quinase que
interage com o receptor; ROS: espécies reativas de oxigénio; STAT, transdutor de sinal e ativador de
transcri¢do; TLR, receptor tipo toll; TRADD, proteina do dominio DEATH associada ao receptor do
fator de necrose tumoral tipo 1 (proteina adaptadora); TRAF, fatores associados ao receptor de TNF.
Fonte: (ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013).

Em uma pessoa saudavel a glicose é mantida dentro de limites controlados no sangue,
em decorréncia de uma administracdo na producdo de glicose feita pelo figado, com uma
pequena participacdo do rim, assim como pela captacéo a partir de tecidos periféricos, como o
proprio figado, musculo esquelético e tecido adiposo. A insulina, além de controlar a glicemia,
também exerce forte controle sobre o metabolismo de lipideos, estimulando a sintese lipidica

no figado e nas células adiposas e atenuando a lipolise, ou seja, a quebra de triglicerideos (TG)
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em &cidos graxos livres e glicerol. A glicose € utilizada pelas células para producéo de trifosfato
de adenosina (ATP), principal fonte de energia nas células. Para que a glicose entre na célula,
se faz necessaria a presenca de carreadores, particularmente o transportador de glicose do tipo
4 (GLUT4, do inglés glucose transporter 4) que é expresso em tecidos dependentes da acédo da
insulina (ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013).

A glicose é entdo transportada através da membrana plasmatica, onde é imediatamente
fosforilada e armazenada como glicogénio hepatico (no figado), muscular (no musculo) ou
entdo metabolizada para produzir ATP. As miocinas, citocinas produzidas e liberadas nos
musculos, podem em parte, mediar aspectos dos efeitos induzidos pelo exercicio. As melhorias
estimuladas pelo exercicio na sensibilidade a insulina parecem estar mais relacionadas a ganhos
na acdo muscular da insulina, e ndo da acdo hepatica (KIRWAN et al., 2009; ROBERTS;
HEVENER; BARNARD, 2013; WINNICK et al., 2008).

Resumidamente, a insulina é um horménio que possui papel importante em regular a
captacdo da glicose, assim como as concentragdes de acidos graxos livres (AGL) presentes na
circulacdo. Nos tecidos a insulina exerce papéis distintos, sdo eles: diminuicdo da lipdlise no
tecido adiposo com consequente reducéo do efluxo de AGL localizados nos adipdcitos; inibicéo
da gliconeogénese no figado, reduzindo com isso atividades enzimaticas-chave; captacdo de
glicose no masculo esquelético, estimulada por translocacdo do GLUT4 para a membrana.
Concentragfes aumentadas de AGL podem ser vistas em um quadro de resisténcia a insulina,
seguido de acumulo de gordura demasiado, por consequéncia impedindo a captacdo de glicose
no musculo e no figado elevando niveis de glicose. Essas complicagfes de resisténcia a insulina
e problemas na secregdo desse horménio levam a desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (DM2)
(ZEYDA; STULNIG, 2009). Segundo Lechleitner (2008) o risco para DM2 é aumentado com
o envelhecimento. Esse fato é atribuido principalmente ao acréscimo da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade em idosos. Em vista da relacdo da obesidade, resisténcia a insulina e
inflamacdo, as estratégias substitutivas de tratamento e prevencao desses quadros sao de suma
importancia para reduzir a morbidade e melhorar a qualidade de vida da populacdo em geral
(ZEYDA; STULNIG, 2009).

A obesidade é uma doenca caracterizada por um estado de inflamacg&o cronica de baixo
grau ocasionado, em parte, por infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo, local onde também
sdo produzidas citocinas pro inflamatorias (CHEN et al., 2015; NIMPTSCH; KONIGORSKI;
PISCHON, 2019). Uma maior captacdo de &cidos graxos pelos macrofagos provinda de uma
dieta inadequada rica em lipideos pode causar alteracdo na configuracdo fenotipica de

macrofagos M2 para M1, de um estado anti-inflamatorio para um estado inflamatorio,
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respectivamente, ocasionando o que é visto como uma polarizagdo inflamatdria e consequente
inflamacdo do tecido adiposo (KLEIN-WIERINGA et al., 2013; LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007; MORIGNY et al., 2016; PRIEUR et al., 2011).

Os riscos a saude acima citados podem ser amenizados em pessoas fisicamente ativas,
conforme Ekelund et al. (2016) pessoas que praticam entre 60 a 75 minutos por dia de atividade
fisica em intensidade moderada parecem ndo ter risco aumentado de mortalidade, ainda que as
mesmas possuam um estilo de vida sedentario. O que evidencia a importancia de um estilo de
vida mais ativo.

Sendo assim, a inatividade fisica é um fator de risco conhecido, porém modificavel, ou
seja, a intervencdo atraves da atividade fisica e exercicio fisico € uma alternativa para melhora
em diversas condic@es clinicas, fisicas e psicologicas (COLBERG et al., 2016; GARBER et al.,
2011; ROSS et al., 2016). Os beneficios de um estilo de vida ativo vém sendo documentados
desde meados de 1950, e com o passar dos anos até os dias atuais s6 aumentam os resultados
positivos encontrados atraves da pratica regular de exercicio, com isso torna-se imprescindivel

investigar o metabolismo envolvido nessas atividades e como melhor manipula-lo.

1.2 METABOLISMO NO EXERCICIO

As adaptacBes induzidas pelo treinamento provém de estimulos bioquimicos e biofisicos
gue resultam em mudancas em proteinas de funcdo contrétil, altera¢6es na funcdo mitocondrial,
regulacdao do metabolismo, sinalizacdo intracelular, modificacdo de respostas transcricionais e
atividades enzimaticas (ADAMS et al., 1993; BENZIANE et al., 2008; GREEN et al., 1992;
PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003; SPINA et al., 1996; WIDRICK et al., 2002). Essas
modificacdes envolvem fatores que sdo responsivos ao estresse gerado pelo exercicio. As
alteracdes que ocorrem apds a realizacdo de uma sessao de exercicio incluem mudancas na
transcricdo génica com genes prematuros imediatos, reguladores miogénicos, genes do
metabolismo de carboidratos, mobilizacdo lipidica, transporte, oxidacdo, metabolismo,
biogénese mitocondrial, fosforilacdo oxidativa e reguladores transcricionais de expressdo
génica (EGAN; ZIERATH, 2013).

Uma sessé@o de exercicio é capaz de alterar a atividade do DNA de se ligar a fatores de
transcricdo, como pode afetar a estabilidade da proteina e a localizacdo subcelular de fatores
complexos transcricionais no ndcleo da mitocdndria (MCGEE; HARGREAVES, 2004,
SAFDAR et al., 2011). Assim como a insulina, o musculo esquelético também desempenha

papel no controle glicémico e homeostase metabolica, captando glicose e armazenando na
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forma de glicogénio muscular em quantidade quatro vezes maior que a do glicogénio hepatico
(DEFRONZO et al., 1981).

Por sua vez, 0 que ocorre no exercicio € um estresse que ameaca a homeostase diante
de perturbagdes metabolicas, onde o organismo trabalha ndo s6 para manter o exercicio que
estd sendo realizado, mas também para promover melhor desempenho durante um desafio
futuro, incluindo melhora da resisténcia a fadiga. Nesse sentido o musculo esquelético trabalha
para otimizar a entrega de substrato, melhorar a capacidade respiratdria mitocondrial e funcéo
contratil durante a realizacdo do estresse fisico e mecanico. No periodo de recuperagédo do
exercicio agudo, as modificagbes no mRNA facilitam a sintese de proteinas e promovem
remodelagdo estrutural gradual, além de ajustes funcionais a longo prazo (BOOTH,;
THOMASON, 1991; HOLLOSZY; COYLE, 1984; PERRY et al., 2010).

Conforme exposto na Figura 2, a geracdo de ATP pelo musculo esquelético se da pelas
seguintes vias metabdlicas: (1) Sistema ATP-PCr (Adenosina tri fosfato- creatina fosfato)
degrada PCr em Cr e fosfato inorgénico (Pi) pela acéo da creatina quinase (CK), Cr e Pi sdo
ligados com adenosina difosfato (ADP), para restaurar ATP. Enquanto a adenilato quinase (AK)
catalisa a reacdo de formacdo de ATP e AMP, a partir de duas moléculas de ADP. (2)
Anaerobicamente, a glicose-6-fosfato vinda do glicogénio muscular (GLY) é catalisada pela
glicogénio fosforilase (PHOS) ou glicose sanguinea circulante (GLU) é catalisada pela
hexoquinase (HK), e catabolizada para piruvato (PYR), que se reduz a lactato (LAC) pela acéo
da enzima lactato desidrogenase (LDH) e produz ATP por fosforilagdo. (3) Aerobicamente,
glicolise e p-oxidacdo produzem acetil-CoA (Ac-CoA) que entra no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) na mitocdndria, acoplado a fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte
de elétrons (ETC). A via da glicélise proveniente de carboidratos e a fosforilacdo oxidativa
estdo ligadas pelo complexo da piruvato desidrogenase (PDH). O transportador de glicose
GLUT4 facilita a captacdo de glicose para o sarcoplasma. A glicose pode sofrer glicolise ou
durante periodo inativo/repouso é armazenada como glicogénio via glicogénio sintase (GS). No
sarcolema, a acil graxo translocase (FAT/CD36) facilita o transporte de acidos graxos de cadeia
longa e através da membrana e conta com o auxilio da proteina de ligacdo de acidos graxos
(FABPpm) e carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1). Os acidos graxos livres (FFAs, do inglés
free fatty acids) dentro da célula podem ser oxidados via B-oxidacdo ou armazenados como
triglicerideo intramuscular (IMTG) via esterificagdo por monoacilglicerol aciltransferase
(MGAT) e diacilglicerol aciltransferase (DGAT). A liberacdo de AGL a partir de IMTG no
musculo durante a realizacdo do exercicio ocorre por meio da atividade da enzima lipase

horménio sensitiva (HSL, do inglés hormone-sensitive lipase) e lipase trigliceridica adiposa
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(ATGL, do inglés adipose triglyceride lipase) (EGAN; ZIERATH, 2013; WATT; SPRIET,
2010).

Como produtos do TCA também sdo formados intermediarios reduzidos como NADH
(do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen) e FADH (do inglés, flavin adenine
dinuclotide hydrogen), dinucleotideos de alto nivel energético que serdo oxidados no sistema
de cadeia de transporte de elétrons (EGAN; ZIERATH, 2013).

Ainda que todas as vias de geracdo de ATP estejam ativas durante o exercicio, a via
metabolica predominante de producéo de energia para a manutencdo do exercicio é determinada
pela intensidade e duracdo do mesmo. A producdo de ATP e quantidade potencial de ATP
produzida, também € influenciada ainda pelo modo ou tipo de estimulo do exercicio e pelas
variaveis ambientais impostas.

Em demanda aerdbica, ambos, glicogénio e triglicerideos intramusculares, fornecem
energia durante o exercicio (KOOPMAN et al., 2006). Cada via de sinalizacdo envolvida neste
metabolismo possui funges que parecem exercer uma conversa cruzada por ter um grau de
dependéncia, interferéncia e importancia dentre estas, o que torna dificil o entendimento de
guanto cada via contribui para mudangas medidas na expressdo génica (EGAN; ZIERATH,
2013).

Segundo Coyle et al., (1997) o aumento do fluxo glicolitico claramente regula o
metabolismo em condi¢des alimentadas. A caracterizacdo do fluxo de glicose nas refeicdes €
importante porque determina a glicemia pos-prandial, um preditor de risco de doenca
cardiovascular (NING et al., 2012; PEKKANEN J, TUOMILEHTO J, QIAO Q, JOUSILAHTI
P, 1999). Dados demonstraram um aumento na captacdo de glicose plasmatica durante refeicdo
pos exercicio, em individuos que consumiram uma refeicdo pré exercicio, apesar da menor
insulinemia. A captacédo de glicose plasmatica do musculo esquelético pos exercicio € elevada
por vias dependentes e independentes de insulina (EDINBURGH et al., 2018).

Uma sessdo aguda de exercicio intervalado de alta intensidade (HIT do inglés high
intense interval training) aumenta a abundancia nuclear do coativador transcricional PPAR-c

coativador-1 (PGC-10) e ativa a biogénese e capacidade mitocondrial no musculo esquelético

humano. Little et al. (2011) submeteram oito homens saudaveis a uma sessao de 4 séries de 30
s de ciclismo de intensidade méxima intercaladas com 4 min de descanso. O protocolo ativou
a p38 MAPK e a AMPK no citosol. PGC-1a aumentou 3 h pos-recuperacao, juntamente com
aumento da expressdo de mRNA de genes mitocondriais.

No musculo, a PGCl-a induzida pelo exercicio estimula: biogénese mitocondrial,

angiogénese, metabolismo oxidativo, alteracdes no tipo de fibra e também fornece resisténcia
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a distrofia muscular e atrofia muscular ligada a denervacao. Além disso, a PGC-1 a controla a
biogénese mitocondrial e 0 metabolismo oxidativo em muitos tipos de células. Desempenha um
papel importante por estimular um aumento na expressdo de uma proteina de membrana
(FNDC5) que € clivada e secretada como um horménio a pouco reconhecido, a irisina, que é
secretada do musculo para o sangue e ativa a fungdo termogénica nos tecidos adiposos. A irisina
induzida pelo exercicio, atua nas células adiposas brancas em cultura e in vivo para estimular a
expressao de uma proteina de desacoplamento (UCP1, do inglés uncoupling protein), e niveis
levemente aumentados de irisina no sangue causam um aumento no gasto de energia em
camundongos sem um controle na dieta (BOSTROM et al., 2012).

Nesse sentido, a irisina apresenta potencial terapéutico no tratamento de doencas
metabolicas humanas e outros distarbios, como a obesidade e a resisténcia a insulina. Sua acao,
implica no escurecimento de certos tecidos adiposos brancos, tanto em cultura quanto in vivo.
Concentragfes nanomolares de irisina aumentam significativamente (50 vezes ou mais) a
expressdo da UCP1 em culturas de células de gordura branca primaria, resultando em aumento
da respiracdo celular. A PGC1-a presente no musculo de camundongos transgénicos induz uma
notavel resisténcia a obesidade relacionada a idade e ao diabetes. Assim, a irisina parece
contribuir para um importante efeito benéfico induzido pelo exercicio fisico, por induzir o
escurecimento de tecido adiposo branco, resultando no aumentos no gasto de energia
(BOSTROM et al., 2012).
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Figura 2 - Provisao de energia no musculo esquelético durante o exercicio.CK, creatina quinase;
AK, adenilato a reacdo da quinase; GLY, glicogénio muscular; PHOS, glicogénio fosforilase;
GLU, glicose sanguinea circulante; HK, hexoquinase; PYR, piruvato; LAC, lactato; LDH,
lactato desidrogenase; Ac-CoA, acetil-CoA; TCA, é&cido tricarboxilico; ETC, cadeia de
transporte de elétrons; PDH, piruvato desidrogenase; GS, glicogénio sintase FAT/CD36, acido
graxo translocase; FABPpm, proteina de ligacdo de 4&cidos graxos; CPT1, carnitina
palmitoiltransferase 1; MGAT, monoacilglicerol aciltransferase; DGAT diacilglicerol
aciltransferase; CS, citrato sintase; Cyt c, citocromo c; PFK, fosfofrutoquinase. Fonte: (EGAN;
ZIERATH, 2013)
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1.3 ALTERACOES METABOLICAS NO JEJUM

Em jejum a via de oxidacdo de gordura € predominantemente utilizada em exercicios de
baixa intensidade (< 45% VO,maéx), sendo que para suportar intensidades moderadas (45- 65%
VO2max) sdo requisitados carboidrato e gordura. J& para intensidades mais altas (>65%
VO2max) a utilizagdo de energia provinda de carboidratos predomina (WALLIS; GONZALEZ,
2018).

Estudos que avaliaram individuos considerados saudaveis em jejum demonstraram a
utilizacdo prioritaria de acidos graxos em relagdo a glicose, quando comparado com individuos
que realizaram exercicio em estado alimentado (AIRD; DAVIES; CARSON, 2018; VAN
PROEYEN et al., 2011).

Van Proeyen et.al. (2011) ainda ressalta que o exercicio em um estado de restri¢do de
carboidratos eventualmente causa adaptacfes moleculares nas células musculares para regular
capacidade de producéo de energia via oxidacao de gordura.

Pesquisas anteriores estabeleceram que tanto o aumento da oxidacdo de acidos graxos
de cadeia longa no plasma quanto a utilizacdo de TAG (triacilglicerol) intramuscular, sdo
importantes para suportar o aumento da oxidacao de gordura observado durante o exercicio no
estado de jejum noturno, pelo menos em individuos magros (COYLE et al., 1997; DE BOCK
et al., 2005).

Em uma revisdo sobre os efeitos do exercicio realizado em jejum comparado ao estado
alimentado no metabolismo de gorduras e carboidratos Vieira et.al. (2016) concluiram que
ingestdo de uma refeicdo contendo carboidrato antes do exercicio reduziu oxidacao de gordura
enquanto aumentou de carboidrato durante a realizagdo do exercicio de até 2h de duracdo com
intensidade de 70% VOomax. Isso sugere que os beneficios do exercicio podem ser
potencializados quando este for realizado em jejum, considerando maior mobilizacdo e
oxidacdo de lipideos e adaptacdes metabdlicas superiores comparado ao exercicio em estado
alimentado.

Hoje se sabe que a maior contribui¢do durante o exercicio é provinda de carboidratos e
lipideos intra e extra muscular (HAWLEY; MAUGHAN; HARGREAVES, 2015). Durante o
estado de jejum aumenta-se a lipdlise no tecido adiposo enquanto se estimula oxidacdo de
gordura periférica, o que resulta, segundo Zouhal et al. (2020), em perda de peso por aumentar
a utilizagdo de gordura.

Nos ultimos anos, estratégias com periodos de restri¢cdo na alimentacgdo, tanto na pratica

clinica quanto na area da pesquisa, relacionada a saude metabolica tém estado em ascenséo.



24

Pesquisadores buscam investigar os efeitos do jejum sob diferentes parametros, entre eles
melhorias em biomarcadores metabodlicos, perda de peso e modificacdo da utilizacdo do
substrato energético durante a realizagdo do exercicio (PATTERSON; SEARS, 2017; VAN
PROEYEN et al., 2011).

Jejum é caracterizado por abster-se de alimentos e/ou bebidas por um determinado
periodo de tempo, podendo este variar desde horas ha dias sem ingestdo de energia. Entre os
tipos de jejum conhecidos na literatura destacam-se diversas estratégias que objetivam
beneficios fisioldgicos como jejum completo em dias alternados, regimes de jejum modificado
e alimentagdo com restricdo de tempo. Além disso, uma diversidade de estratégias com cunhos
religiosos e espirituais também séo praticadas (PATTERSON; SEARS, 2017).

Uma destas praticas religiosas bem conhecida e investigada na literatura € 0 Ramadan,
um tipo de jejum intermitente praticado por muculmanos com duracdo de um més, que trata-se
da privacdo de alimentos e bebidas do periodo do nascer ao pér do sol durante um més, que é
tido como més santo para esta populagdo (ZARE A et al., 2011).

Independente da pratica, metabolicamente durante o periodo de jejum 0s niveis séricos
de glicose diminuem e o pancreas secreta glucagon, que inicia uma série de respostas no figado
com o objetivo de restaurar a homeostase. Nas primeiras horas de jejum, o combustivel
dispendido de glicogendlise se faz suficiente para suprir os tecidos extra-hepaticos com glicose.
Com a continuacdo de uma situacdo de privacdo de energia, a sintese de glicose novamente
provinda de outros substratos que ndo carboidratos (gliconeogénese) assume o comando na
producdo de glicose. Em jejum prolongado, a deplecdo de precursores gliconeogénicos como
aminoacidos derivados do musculo, glicerol do tecido adiposo e a sintese de corpos cetdnicos
provenientes de acetil-coa (cetogénese) tornam-se a principal fonte de energia no figado.
Ambos cetogénese e gliconeogénese sdo dependentes de substratos extra-hepaticos (CAHILL,
2006; WALLIS; GONZALEZ, 2018).

O figado responde ao jejum através de um programa transcricional abrangente, do qual
dependem a glicogenolise, oxidacao de acidos graxos e cetogénese. Diversos fatores especificos
de transcrigdo estdo envolvidos nesta resposta complexa, estes também respondem a horménios
como o glucagon e glicocorticoides que quando ativados regulam os genes envolvidos em vias
metabolicas que atuam para a recuperacdo da homeostase. A utilizacdo de substrato no jejum
predominantemente é alterada de glicogendlise para lipideos (GOLDSTEIN; HAGER, 2015).

Em decorréncia do periodo de sono, a maioria da populagdo normalmente realiza jejum
noturno, este pode variar de 8 a 12h de privacgéo de energia, dependendo do estilo de vida, rotina
de trabalho e padrées de alimentagdo (AIRD; DAVIES; CARSON, 2018).
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Dadas as evidéncias existentes acerca da comparacdo de regimes de jejum vs outras
estratégias nutricionais de restricdo caldrica continua, autores sugerem que 0 jejum ndo parece
exercer um efeito superior sob efeitos metabdlicos gerais (BARNOSKY et al., 2014; HARVIE;
HOWELL, 2016; HEADLAND et al., 2016; SEIMON et al., 2015; VARADY, 2011).

Evidéncias de estudos em animais e evidéncias sugestivas de estudos em humanos
apoiam uma necessidade de investigacdo clinica rigorosa do uso de regimes de jejum
intermitente para melhora nas condicdes de salde em vista de que a literatura carece de estudos
com controle de jejum e alimentacdo mais rigidos (PATTERSON; SEARS, 2017).

Além disso, jejum ativa a via de inducdo de proteinas de choque térmico como a HSP70
(variacBes de NAD+/NADH) e em sequéncia ativacdo de SIRT1, HSF, nesse caso exercicio
juntamente com jejum talvez potencializaria essa resposta. (CANTO et al., 2010;
NEWSHOLME; DE BITTENCOURT JR, 2014; PARDO; BORIEK, 2011; RODGERS et al.,
2005).

1.4 INTERACAO JEJUM E EXERCICIO

Exercicio e jejum representam quebra da homeostase, e a relacdo complexa entre
nutricdo, exercicio, metabolismo e 0s mecanismos que estdo envolvidos nessa interacdo ainda
ndo sdo totalmente conhecidos (AIRD; DAVIES; CARSON, 2018).

Segundo Egan & Zierath (2013) a pratica regular de exercicio aerébico melhora o
metabolismo em diferentes tecidos periféricos: musculo esquelético, assim como no figado e
tecido adiposo (THOMPSON et al., 2012; TREFTS; WILLIAMS; WASSERMAN, 2015).

Em busca de estratégias que otimizem os beneficios do exercicio com a ideia de que
suas modificacBes benéficas poderiam ser potencializadas quando este realizado em jejum,
algumas evidéncias ja demonstram resultados positivos conforme destacado na Figura 3 sobre
as respostas agudas que podem ser vistas em variados tipos de populagdes e diferentes desenhos
experimentais (BACHMAN; DEITRICK; HILLMAN, 2016; BILET et al., 2015; CHACKO,
2017; CHEN et al., 2017; CIVITARESE et al., 2005; CLUBERTON et al., 2005; COYLE et
al., 1997; DE BOCK et al., 2005; ENEVOLDSEN et al., 2004; FARAH; GILL, 2013; FRAYN
et al., 2012; GONZALEZ, 2014; GONZALEZ et al., 2013; NYGAARD et al., 2017; PETER
etal., 2011; SHAW; CLARK; WAGENMAKERS, 2010; VIEIRA et al., 2016).
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Figura 3 - Principais fatores metabolicos e comportamentais influenciados pelo exercicio
aerobico realizado jejum noturno. TAG, triacilglicerol; IMTAG, triacilglicerol intramuscular;
GLUT4, transportador de glicose do tipo 4; FAT/CD36, acido graxo translocase; CPT1,
carnitina palmitoil transferase 1; PDK4, piruvato desidrogenase quinase 4; AMPK, proteina
quinase ativada por AMP; NEFA, &cidos graxos néo esterificados; IRS, substrato 2 do receptor
de insulina. Fonte: Adaptado de Wallis & Gonzalez (2018).

De acordo com Michalsen & Li (2013) o jejum é uma estratégia que beneficia efeitos
fisiol6gicos e contribui na prevencdo de varias doencas cronicas nao infecciosas. Estratégias de
jejum sozinho ou em combinacdo com exercicio fisico sdo frequentemente usados para
investigar a regulacdo do metabolismo intermediario (MAUGHAN; FALLAH; COYLE, 2010).

Exercicio em jejum tem demonstrado melhorias a longo prazo no metabolismo de
lipidios e glicose. O tecido adiposo desempenha um papel relevante para a lipemia pos-prandial
através do armazenamento de gorduras ingeridas e minimizando o armazenamento improprio
ou demasiado de lipidios. A alta renovagédo dos estoques lipidicos do tecido adiposo tem sido
associada a melhora da satide metabdlica (FRAYN et al., 2012; PETER et al., 2011). Sugerindo
que a oxidacéo frequente dos acidos graxos do tecido adiposo aumenta a capacidade do tecido
adiposo de tamponar o fluxo lipidico. Modifica¢fes nos padrdes de alimentacdo podem alterar
a fisiologia do tecido adiposo com implica¢des a saude (WALLIS; GONZALEZ, 2018).

No exercicio em estado alimentado as respostas agudas nas vias moleculares do musculo
esquelético associadas a regulacdo positiva do metabolismo oxidativo, lipidico e de
carboidratos tendem a ser atenuadas (por exemplo, expressdo génica de FAT/CD36, CPT1,
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UCP3, PDK4, GLUT4, AMPKa2), enquanto aperfeicoados no jejum os efeitos na expresséo
de genes relacionados ao metabolismo lipidico, sensibilidade a insulina e captacdo de glicose
pelo tecido adiposo (CHEN et al., 2017; CIVITARESE et al., 2005; CLUBERTON et al.,
2005).

Além disso, em homens jovens eutréficos, exercicios em jejum noturno aumentaram a
utilizacdo de IMTAG em fibras musculares esqueléticas tipo 1 (DE BOCK et al., 2005). Visto
que altas taxas de renovacdo IMTAG implicam na manutencdo da sensibilidade muscular a
insulina em decorréncia de ocasionar armazenamento e degradacao para oxidacdo de acidos
graxos livres néo esterificados (SHAW; CLARK; WAGENMAKERS, 2010).

ModificagOes geradas pelo treinamento a longo prazo nos marcadores de adaptacéo
como o contelido de proteinas, de GLUT4, FAT/CD36 e FABP e as atividades aprimoradas das
enzimas mitocondriais, CS e p-hidroxiacil-coA desidrogenase foram observadas com
treinamento fisico associado a jejum noturno (DE BOCK et al., 2008; VAN PROEYEN et al.,
2010, 2011; WALLIS; GONZALEZ, 2018).

1.5 RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO E PAPEL CITOPROTETOR DAS HSP70

A resposta ao choque térmico (HSR, do inglés heat shock response), € vista como um
mecanismo de protecdo celular. Um dos sistemas mais altamente conservados existentes em
todos os organismos em que foi analisado desde arque bactérias a animais (LINDQUIST;
CRAIG, 1988).

Todos os organismos respondem ao calor induzindo a sintese de um grupo de proteinas
de choque térmico, chamadas de HSP (do inglés heat shock protein). Em mamiferos, sdo
separadas de acordo com seu peso molecular, nas seguintes familias: HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 e HSP20. As proteinas de choque térmico estdo fortemente presentes em células
danificadas (tumorais ou infectadas por virus) (MULTHOFF, 2007). As HSP formam um grupo
de proteinas altamente conservadas em todos 0s organismos, constituem um conjunto
diversificado de proteinas que tem como funcéo bioldgica a prevencéo e correcdo de problemas
de enovelamento proteico e agregacdo, os quais sao responsaveis por diversas patologias. Em
reposta ao estresse, a expressdo de HSP previne agregacdo proteica, reconstitui proteinas
danificadas, e promove a degradacdo de proteinas irreversivelmente desnaturadas. auxiliando
no renovelamento de proteinas mal formadas e acumuladas por estresse fisiolégico ou
ambiental (ASEA; CALDERWOOD, 2010).
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Em condigdes de auséncia de estresse, as HSP sdo responsaveis por manter a homeostase
proteica no citosol, facilitando o transporte, mediando assim um efeito citoprotetor. Os niveis
de HSP intracelular regulados positivamente protegem as células de danos induzidos por
estresse ambiental ou fisiologico. As da familia de 70 quilodaltons (HSP70) foram identificadas
como sendo as principais reguladoras do sistema imunolégico do hospedeiro, bem como as
HSP90 (MULTHOFF, 2007).

A acdo anti apoptética da HSP70 se da por impedir a saida do citocromo C da
mitocondria, quando em meio intracelular produz efeito antinflamatorio por meio da interacéo
fatores de transcricdo nucleares da familia kB (NFxB), bloqueando sua translocacdo para o
nucleo e dessa maneira cessando processo inflamatério (HOMEM DE BITTENCOURT et al.,
2007; KRAUSE et al., 2015).

Enguanto a AMPK (Proteina Kinase ativada por AMP) é vista como guardid do
metabolismo e homeostase mitocondrial e encontra-se ativada quando em privacao energética
celular, como por exemplo em situacdes de jejum e exercicio. Quando ATP esta diminuido e
AMP elevado, a AMPK ¢é responsavel por ativar as vias catabolicas designadas para produzir
energia por meio do metabolismo oxidativo e na biogénese mitocondrial, ao mesmo tempo que
inativa vias anabolicas que consomem ATP (lipogénese) AMPK também é responsavel pelo
aumento da SIRT1, por meio do aumento de NAD oxidado(NAD") e diminuicdo de NAD
reduzido (NADH), que posteriormente ativa a via de resposta ao choque térmico ¢ PGCla,
aumentando biogénese mitocondrial (CANTO et al., 2009; MENSHIKOVA et al., 2006;
TONKONOGI; SAHLIN, 2002; ZANG et al., 2004).

Ao mesmo tempo que a proteina SIRT1 também se encontra ativa em ambientes de
deprivacdo de energia celular, em decorréncia do aumento das razdoes NAD'/NADH.
Trabalhando como importante proteina deacitilase removendo grupamento acetil de proteinas
especificas regulatérias do metabolismo, como PGCla, responsavel quando deacetilada por
aumento na biogénese mitocondrial proporcionando maior eficiéncia na producdo energética.
Além disso a sirtuina 1 constitui a via de choque térmico iniciando a HSR, responsavel pela
sintese da proteina de choque térmico de 70kDa (HARDIE; ROSS; HAWLEY, 2012).

Embora as respostas em cada organismo sejam variadas, alguns comportamentos das
HSP se repetem, ainda que a gama de indutores sofra variagcdo de organismo para organismo.
Mais recentemente também se viu que as HSP ou seus parentes mais proximos estdo presentes
em todos os organismos em temperaturas normais e desempenham papeis vitais na fungéo
celular normal. Esta Ultima descoberta forneceu informacBes importantes sobre as funcGes

moleculares especificas das proteinas. Uma das suposic¢@es iniciais da resposta ao choque
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térmico era que as HSP protegem a célula de efeitos toxicos do calor e de outros estresses.
Primeiro porque a resposta de inducéo das HSPs € rapida e intensa, ou seja, de emergéncia. E
segundo que existe uma relacdo entre a temperatura de inducdo e o ambiente em que o
organismo se encontra. E o0 mais convincente dos argumentos é a forte correlacdo entre sua
inducdo e a indugdo da termotolerancia um grupo de células ou organismos quando deslocado
diretamente de sua temperatura normal de crescimento para uma temperatura mais alta ¢ morto
rapidamente, enquanto um grupo correspondente dado um tratamento suave para induzir HSPs
€ morto mais lentamente (LINDQUIST; CRAIG, 1988).

Tratamentos pré aquecimento induzem tolerancia a outras formas de estresse, e outras
formas de estresse induzem tolerancia ao calor. Assim entdo as proteinas de choque térmico sdo
induzidas por estresse moderado, que ndo necessariamente letais, a fim de proteger 0s
organismos de estresses mais severos. O sistema parece fazer um sentido bioldgico eminente
(LINDQUIST; CRAIG, 1988).

As HSP70, 60 e 90KDa sdo as mais abundantes até agora nos organismos e células
investigados. O aumento na sintese de proteinas de choque térmico sob condicgdes de estresse
é conhecido h& pouco mais de 50 anos até onde se tem conhecimento (BECKER; CRAIG,
1994). O que ainda se investiga é a funcdo das HSPs , contudo ja se sabia que estdo diretamente
ligadas em processos vitais como de biogénese mitocondrial, e por conta desse envolvimento
séo chamadas de chaperonas moleculares (ELLIS; VAN DER VIES, 1991).

Os genes HSP70 codificam abundantes HSPs de 70KDa induziveis pelo calor, todas as
HSP70 e proteinas relacionadas tem alta afinidade com ATP (CHAPPELL et al., 1986;
WELCH; FERAMISCO, 1985). Muitas delas sdo abundantes nas células e frequentemente
encontradas em associacdo com outras proteinas (LINDQUIST; CRAIG, 1988). Todos 0s
organismos tem ao menos uma HSP70 no citosol, em mamiferos existe uma abundante forma
constitutiva HSP73 e uma forma induzivel HSP72. Condi¢des de estresse comprometem a
integridade estrutural de proteinas, o que expfe dominios interativos ocultos, as HSPs
funcionando como chaperonas se ligam a essas proteinas danificadas protegendo esses
dominios e impedindo que essas proteinas se agreguem. A estabilizacdo de proteinas
danificadas em uma conformacdo parcialmente “dobrada” pode fornecer a oportunidade de
redobramento ou degradacdo daquelas danificadas. (BECKER; CRAIG, 1994).

A transcri¢do de HSP70 bem como outras HSP € induzivel pelo fator de transcri¢do de
choque térmico conhecido como HSF (do inglés heat shock factor). Controlada por uma alga
reguladora que liga a fungéo de HSP70 a atividade de HSF (ABRAVAYA etal., 1992; STONE;
CRAIG, 1990).
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A ligacdo de proteinas parcialmente desdobradas esgota 0 montante de proteinas de
choque térmico de 70KDa livres, que possivelmente desencadeia a HSR. A expressdo
aumentada de HSP70 satisfaz a demanda por mais chaperonas HSP70, um pool restabelecido
de HSP70 néo ligado reprime a transcricdo, possivelmente por ligacéo direta ao HSF (BALER,;
WELCH; VOELLMY, 1992).

Portanto, a capacidade de HSP70 de se ligar a proteinas fornece os meios para proteger
a célula e regula sua propria expressdo em resposta a mudancas no ambiente (CRAIG; GROSS,
1991; MORIMOTO, 1993) que podem ser vistas em situacdes como jejum e/ou exercicio.

Asea et al. (2000) demonstraram que a HSP70 exdgena atua como uma citocina para
mondcitos humanos estimulando uma cascata de transducdo de sinal pré-inflamatéria que
resulta em uma regulacéo positiva na expressdo de interleucina (IL)-1p, IL-6 e fator de necrose
tumoral (TNF)-a :via dependente de CD14 e calcio intracelular. E uma via independente de
CD14 mas dependente de célcio intracelular que resulta na producéo de TNF-o mas néo de IL-
1B ou IL-6. Assim, HSP70 funciona em um papel duplo atuando tanto como citocina, que sdo
proteinas reguladoras secretadas por células, modificando as propriedades funcionais das
células imunocompetentes, quanto como acompanhante (chaperona).

Esse duplo papel, tanto como chaperona quanto como citocina, elucida que HSPs podem
ser potentes indutoras de respostas imunes e poderosas indutoras de imunidade antitumoral.
Sendo assim a inducdo de HSPs por meio do exercicio provém um possivel alvo terapéutico

capaz de proporcionar melhorias metabolicas para doencas de carater inflamatorio.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo geral
Investigar o efeito subagudo de uma sessao de exercicio aerébico, em jejum ou no estado

alimentado, em ratos wistar machos sedentarios sobre variaveis metabdlicas e sinalizacdo
celular.
2.1.2 Objetivos especificos
Verificar as concentracfes plasmaticas de:

e Glicose

e Triglicerideos

e Colesterol
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e Proteinas totais
e Lactato
Verificar as concentracdes de glicogénio e triglicerideos nos seguintes tecidos:
e (Qastrocnémio
e so0leo
e tecido adiposo marrom
e figado
Determinar o imunocontetdo de SIRT1 e HSP70 nos seguintes tecidos:
e gastrocnémio
e soleo
e tecido adiposo marrom

o figado.

2.2 TIPO DE ESTUDO, POPULACAO E AMOSTRA

2.2.1 Abordagem Experimental

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa de carater quantitativo,

experimental, in vivo, com animais randomizados em distintos grupos controle ou intervencéo.

2.2.2 Animais

Foram utilizados ratos wistar rattus novergicus (n=32) provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL), da Universidade do Rio
Grande do Sul, com 60 dias de idade. Os animais foram mantidos no biotério setorial do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), UFRGS. Seguiram-se ao longo do estudo as
condigdes padrao de biotério, como ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (21
* 2°C), umidade relativa do ar de 70%, com racdo e dgua ad libitum. As instalacGes 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
Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRGS (protocolo 34271).
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2.2.3 Célculo Amostral

O calculo 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, ¢ poder do teste estatistico igual a 0,80. Utilizou-se também como
base para célculo os resultados de protocolos experimentais de um dos laboratérios do
departamento de Fisiologia da UFRGS (COZER et al., 2017). Assim, estimou-se um “n” total
igual a 30 animais.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Conforme ilustrado na Figura 4, todos os animais realizaram uma Semana de
aclimatacdo a esteira, que consistiu em cinco sesses diarias de 15min em velocidade de
5m/min sem inclinacdo da esteira. Um periodo de washout de 5 dias, entre o Gltimo dia de
aclimatacdo e a sessdo de exercicio agudo, foi incluido para evitar quaisquer adaptagdes ou
efeitos subagudos da ultima sessdo de aclimatacdo. Ao final disso, os animais foram alocados
aleatoriamente em um dos quatro grupos experimentais: repouso alimentado (REA), exercicio
alimentado (EXA), repouso em jejum (REJ) e exercicio em jejum (EXJ).

Antes da sessao de exercicio, os animais dos grupos REJ e EXJ foram submetidos a um
periodo de jejum noturno de 8 h. O exercicio agudo consistiu em uma sessdo de 30 min na
esteira, com velocidade correspondente a uma intensidade de 60% do VO2max (10m/min, sem
inclinacdo), segundo Rodrigues et al. (2007). Para testar os efeitos subagudos de nossa
intervencdo, os animais foram eutanasiados 12h ap06s a sessdo de exercicios. Os animais de
grupos controle foram mantidos em repouso e mortos a0 mesmo tempo. Os animais foram
mortos por decapitacdo e as amostras de sangue, figado, coracéo, s6leo, gastrocnémio e tecido
adiposo marrom foram coletados. As amostras de sangue foram centrifugadas (10min, 1510x
g), e o soro foi usado para avaliar os niveis de glicose, proteinas totais, colesterol total,
triglicerideos e lactato. As concentragdes de glicogénio e triglicerideos foram determinadas
para as amostras dos tecidos. O imunoconteido de HSP70, sirtuina 1 (SIRT1) foi determinado

para amostras de musculo esquelético, figado e tecido adiposo marrom.
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Figura 4 - Desenho experimental. REA, Repouso alimentado; EXA, Exercicio alimentado; EXJ,
Exercicio jejum; REJ, Repouso jejum.

3 INSTRUMENTOS DE MEDIDA E PROCEDIMENTOS DE COLETA

3.1 ANALISES BIOQUIMICAS

Glicose, lactato, colesterol total, triglicerideos e proteinas totais foram quantificados
com a utilizacdo de kits enzimaticos (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil) para andlise. As concentracdes de glicose, triglicerideos, e colesterol total foram

expressas em mg-dL* de soro, proteinas totais em g-dL ! e lactato em mmol.Lt.

3.1.1 Amostras de tecido

Resumidamente, as amostras de tecido foram primeiramente homogeneizadas com 30%
de KOH, depois lavadas com etanol, hidrolisadas com HCI 4N, neutralizadas com Na2CO3 2M

e finalmente diluidas com agua destilada.

3.1.1.1 Triglicerideo tecidual

Para extrair os triglicerideos teciduais, as amostras de tecido foram homogeneizadas
com solucéo salina a 0,9% e a concentracdo de triglicerideos foi determinada com o mesmo kit
usado para o ensaio de plasma (MODEL et al., 2021). Os resultados foram expressos em mg

de triglicerideos.g de tecido™ (peso (imido).
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3.1.1.2 Glicogénio tecidual

A concentracdo de glicogénio nas amostras de tecido foi determinada como descrito
anteriormente (MODEL et al., 2021). Amostras de tecidos foram depositadas em tubos
plasticos com capacidade para 15mL contendo 0,5 mL de KOH 30%, e submetidas a digestéo
em banho fervente por 60 minutos. Para a precipitagdo do glicogénio, foram adicionados aos
tubos uma gota de Na»SO4 saturado e 1mL de alcool etilico 96% e, em seguida, centrifugadas
por dez minutos a 800 g a 4°. Terminada essa etapa, 0s tubos foram invertidos para que fosse
descartado o sobrenadante.

O glicogénio foi ressuspenso com 0,5mL de agua destilada e adicionou-se 1mL de
alcool 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 &gua destilada. Em novos tubos,
essa suspensdo foi diluida 3 vezes e foram acrescentados 0,3mL de HCI 4N para novo banho
fervente por mais 60 minutos.

Apdbs as amostras esfriarem em temperatura ambiente, estas foram neutralizadas com
0,3mL Na>COz 2M. Apos a hidrdlise acida, a glicose resultante foi quantificada pelo método
enzimatico da glicose-oxidase com o Kit Glicose Liquiform (Labtest Diagnostica SA) em
10puL de amostra. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdometro com
comprimento de onda de 505nm. Uma curva padrdo de glicogénio (1mg/mL) foi utilizada
como fator de calibracéo e os resultados foram expressos em miligramas de glicogénio.grama
de tecido™. As concentragdes de glicogénio foram determinados como equivalentes de glicose
usando um kit de glicose e expressas como mg de glicogénio.g de tecido-1 (peso Umido).

3.2 WESTERN-BLOT

Para a separacdo das proteinas, utilizou-se 0 método SDS-PAGE (eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio), com uma concentracdo de poliacrilamida de
10%. Parte do tecido adiposo marrom, figado, musculos s6leo e gastrocnémio foram
processados por homogeneizador de facas (Ultra Stirrer modelo Ultra.80 ser.no: 175418) em
SDS 0,1 % (5 mL/ g de tecido) e coquetel de inibidores de protease e fosfatase. A concentracdo
proteica foi determinada por kit BCA (Thermo Fisher) e preparadas com solugdo de Laemmli
(LAEMMLLI, 1970), fervidas 5 min a 100 °C e aplicados 40 pg de proteina em cada poco do gel

para eletroforese. O equipamento utilizado foi 0 mini-PROTEAN® 3 Electophoresis Cell
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(BioRad, EUA). Depois de efetuada a eletroforese, retirou-se o gel de poliacrilamida das placas
de vidro, e esse foi colocado no mddulo de eletrotransferéncia em contato com a membrana de
nitrocelulose (NC), coberto com tampédo de transferéncia. A transferéncia foi realizada no
sistema Trans-Blot SD — Semi Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, EUA) por 2 horas,
a uma diferenca de potencial de 100V.

A fim de conferir o sucesso dos procedimentos descritos acima, corou-se as membranas
com Red Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sodio 0,3%, Sigma, em solucdo de acido
tricloroacético a 3%), e, logo apos, 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 entéo incubadas durante 30 minutos
em solucdo de BSA 2% (Albumina de soro bovino). Esta solucéo é responsavel por saturar sitios
de ligacdo inespecificos na membrana de NC. Apds o bloqueio, as membranas de NC foram
incubadas overnight a 4°C no anticorpo primario e em temperatura ambiente por 1 h com os
anticorpos secundarios ou terciario, quando necessario, lavando-se trés vezes de 10 min em
TTBS entre as incubacdes. Para determinar a expressdo de HSP72 e HSP73 foi utilizado
anticorpo monoclonal anti HSP70 1:1000 (Sigma Aldrich H5147) que reconhece tanto a forma
induzivel de 72 kDa quanto a forma constitutiva de 73 kDa.; como anticorpo secundério foi
utilizado o anti-mouse peroxidase HRP 1:10000 (Sigma Aldrich A9044); para SIRT1 foi
utilizado anticorpo policlonal anti SIRT1 1:500 (Sigma Aldrich 2501994), com secundario
biotinilado anti-goat 1:50000 (Sigma Aldrich B7014) e terciario streptavdina 1:1000 (Sigma
Aldrich S2438); como normalizador foi utilizado GAPDH detectado pelo anticorpo policlonal
anti GAPDH 1:1000 (Sigma Aldrich G9545), como anticorpo secundario foi utilizado anti-
rabbit 1:10000 (Sigma Aldrich A0545), diluidos em BSA 0,1% com TTBS. A reacdo de
qguimiluminescéncia se deu por meio do sistema de deteccdo baseado em substratos
luminescentes (utilizado kit comercial ECL™ Select Western Blotting Detection Reagent.
GERPN2106, Sigma Aldrich).

Ap0s a incubacdo com a solucdo de quimiluminescéncia por 3 minutos, as membranas
de NC foram reveladas no equipamento (ImageQuant™ LAS 4000) Video Documentation
System de aquisicao digital e processamento de imagens com software Image Quant TL 7.0 para
Windows. As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria dptica 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 (GAPDH).
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4 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuicdo dos dados e, posteriormente, ao teste de
homogeneidade de Levene. Os dados paramétricos foram analisados usando ANOVA de duas
vias para comparar os efeitos do jejum (alimentado x jejum) e exercicio (repouso x exercicio),
bem como a interacdo entre esses fatores, com o post hoc de Bonferroni para dados homogéneos
ou Games-Howell para dados ndo homogéneos. Os dados ndo paramétricos foram examinados
com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado pelo pds-teste de Dunn. Os
resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05. As analises foram
feitas com o Statistical Package for Social Sciences (SPSS versdo 25.0, IBM, Armonk, NY,

EUA) e os graficos representativos foram feitos utilizando o Graph Pad Prism versdo 8.0.1.

5 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram submetidos ao Comité de Pesquisa e Etica desta
universidade, e estiveram em comprometimento com a perturba¢do 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 pelo Comité de Etica no Uso de Animais (nGmero
34271).

6 RESULTADOS
6.1 GLICEMIA
Conforme figura 5 a concentracdo de glicemia nos animais ndo apresentou diferenca

entre os diferentes protocolos jejum p=0,440 e exercicio p=0,065. Tado pouco entre a

combinacdo dos protocolos jejum e exercicio p=0,303.



37

GLICEMIA
O REPOUSO
250 . _ B EXERCICIO
200
"
S
S 1501
100-
50
ALIMENTADO JEJUM

Figura 5 - Concentracdo de glicose. Concentragdo de glicose ao final do tratamento experimental.
Dados expressos como média +DP. Valor de p > 0,05.

6.2 TRIGLICERIDEMIA

A concentracdo de triglicerideos ao final do tratamento ndo apresentou resultado
significativo tanto em relagdo ao jejum quanto ao exercicio e a combinacdo dos dois protocolos
(p=0,278, p=0,615 e p=0,214, respectivamente) conforme Figura 6 a seguir.
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Figura 6 - Concentracdo de triglicerideos. Concentracdo de triglicerideos ao final do tratamento
experimental. Dados expressos como média £DP. Valor de p > 0,05.

6.3 COLESTEROLEMIA

Em relacdo a colesterolemia dos animais tanto o jejum quanto o exercicio diminuiram a
concentracdo de colesterol total (p=0,023 e p=0,005, respectivamente). No entanto a
combinacdo de exercicio e jejum ndo apresentou diferenca significativa (p=0,216). Conforme
demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Concentracdo plasmatica de colesterol total. Concentragéo plasmatica do colesterol total
ao final de tratamento experimental. Dados expressos como média + DP. Valor de significancia p <
0,05. * representa diferenca significativa entre 0s grupos.

6.4 PROTEINAS TOTAIS

A concentracdo de proteinas totais ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos jejum e exercicio (p=0,877 e p=0,618, respectivamente) e jejum + exercicio (p=0,110)
conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Concentracdo de proteinas totais. Concentragdo de proteinas totais no plasma ao final de
tratamento experimental. Dados expressos como média +DP. Valor de significancia p > 0,05.

6.5 LACTATEMIA

A concentracdo plasmaética de lactato, de acordo com os dados apresentados na Figura
9, aumentou na condicdo de jejum (p=0,001), enquanto a interacdo de exercicio e jejum nao

resultou em mudancas significativas.
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Figura 9 - Concentragdo plasmatica de lactato. Concentracdo plasmatica de lactato ao final de
tratamento experimental. Dados expressos como média £DP. Valor de significancia p < 0,05. Letras
representam diferenca significativa entre cada grupo experimental.

6.6 GLICOGENIO

Em relacdo a concentracdo de glicogénio nos tecidos, 12h pds uma sessao de exercicio
aerdbico em jejum ou em estado alimentado, pode-se observar, conforme o que mostra a figura
10, que o jejum aumentou o glicogénio apenas no musculo séleo (p=0,039), enquanto 0s outros
tecidos ndo apresentaram diferenca significativa.
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Figura 10 - Concentracdo de glicogénio nos tecidos. Concentragdo de glicogénio nos tecidos ao final do
protocolo experimental: Gastrocnémio (A), Séleo(B), Figado (C), Tecido Adiposo Marrom (TAM) (D). Dados

expressos como média +DP. Valor de significancia p < 0.05.*representa diferenca significativa entre os grupos
p <0,05.

6.7 TRIGLICERIDEOS

Conforme demonstrado na Figura 11, o jejum aumentou triglicerideos no figado (p=
0,025) e o exercicio em jejum foi capaz de aumentar a concentracao de triglicerideos no tecido

adiposo marrom (p= 0,010). Enquanto nos musculos gastrocnémio e séleo ndo se obtiveram
alteracoes significativas.
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Figura 11 - Concentracdo de triglicerideos nos tecidos. Concentragéo de triglicerideos ao final do
tratamento experimental. Gastrocnémio (A), Soleo(B), Figado (C), Tecido Adiposo Marrom (TAM)
(D). Dados expressos como média +DP. Valor de significancia p < 0.05. Letras representam diferenca

significativa entre cada grupo experimental.

6.8 IMUNOCONTEUDO DE SIRT1 E HSP70 NOS TECIDOS

O imunocontetdo de proteinas de choque térmico HSP70 e da sirtuinal ndo

apresentaram resultados estatisticamente significativos em nenhum dos tecidos: muasculo séleo

e gastrocnémio, figado e tecido adiposo marrom, conforme demonstrado a seguir nas Figuras

12, 13, 14, 15 respectivamente.
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Figura 12 - Imunoconteddo de SIRT1 e HSP70 no s6leo. Imunocontetdo de SIRT1 e HSP70 no
musculo séleo no tempo de 12h p6s protocolo experimental. SIRT1 (A), HSP70 (B). Dados expressos
como média +DP. Valor de significancia p < 0.05.
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Figura 13 - Imunocontetdo de SIRT1 e HSP70 no gastrocnémio. Imunocontetido de SIRT1 e
HSP70 no musculo gastrocnémio no tempo de 12h p6s protocolo experimental. SIRT1 (A), HSP70
(B). Dados expressos como média +DP. Valor de significancia p < 0.05.
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Figura 14 - Imunocontetdo de SIRT1 e HSP70 no figado. Imunocontetdo de SIRT1 e HSP70 no
figado no tempo de 12h p6s protocolo experimental. SIRT1 (A), HSP70 (B). Dados expressos como

média £DP. Valor de significancia p < 0.05.
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Figura 15 - Imunoconteudo de SIRT1 e HSP70 no tecido adiposo marrom. Imunocontetdo de
SIRT1 e HSP70 no tecido adiposo marrom (TAM) no tempo de 12h p6s protocolo experimental. SIRT1
(A), HSP70 (B). Dados expressos como média £DP. Valor de significancia p < 0.05.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho faz parte de um estudo "guarda-chuva” que visa analisar os efeitos
de uma uUnica sesséo de exercicio fisico aerdbico, de intensidade moderada, realizado no estado
alimentado ou em jejum, em ratos Wistar sedentarios magros e sedentarios obesos (obesidade
induzida por dieta hiperlipidica). Nesse projeto, os tecidos biolégicos dos diferentes grupos
foram analisados em tempos distintos apos a finaliza¢do do exercicio e/ou jejum, sendo eles: i)
imediato; ii) 12 horas e iii) 24 horas pos-exercicio.

Em nosso estudo, tivemos como principal objetivo avaliar os efeitos subagudos (12
horas) de uma sessdo de exercicio aerobico de intensidade moderada, realizado no estado
alimentado ou em jejum, sobre parametros metabdlicos e de sinalizacdo celular, em ratos macho
magros sedentarios. Conforme apresentado nos resultados, os principais efeitos que perduraram
até 12 horas pds-exercicio foram: i) reducéo na concentracdo plasmatica de colesterol total nos
animais dos grupos jejum (repouso e exercicio); ii) aumento na concentracdo de lactato
plasmatico no grupo jejum; iii) aumento na concentracdo de glicogénio no masculo séleo dos
grupos jejum (repouso e exercicio) e iv) aumento do contetdo de triglicerideos no tecido
adiposo marrom do grupo de animais que realizou exercicio em jejum. Esses resultados néo
foram acompanhados por mudancas significativas na expressao das proteinas SIRT1 e HSP70,
em nenhum dos tecidos analisados (figado, tecido adiposo marrom, musculos gastrocnémio e
soleo), ao menos no tempo de recuperacdo estudado.

J& é bem demonstrado na literatura que um grande nimero de doencas esta relacionado
ao sedentarismo, dentre elas a obesidade. Ambas mudancas metabodlicas (sedentarismo e
obesidade) induzem rapidamente resisténcia a insulina, o que resulta no aparecimento de
diversas doencas, tais como dislipidemia, diabetes Mellitus tipo 2, disfuncdo endotelial,
hipertensdo, doenca renal, entre outras (KNUDSEN et al., 2012; NEWSHOLME; KRAUSE,
2014). Embora individuos obesos apresentem uma diminuida capacidade muscular oxidativa,
uma das principais medidas ndo farmacoldgicas de combate a obesidade é a realizacdo regular
de exercicios fisicos, devido a sua capacidade de melhorar o perfil metabdlico e capacidade
oxidativa de seus praticantes (CARBONE et al., 2019; FUJITA et al., 2018). Levando em
consideracdo todos os aspectos relacionados a obesidade e como o exercicio fisico pode
combaté-los, a préatica de exercicios no estado de jejum tem ganhado espaco e popularidade. A
principal hipétese para a realizagdo de tal pratica é que o jejum poderia potencializar os efeitos

metabolicos, particularmente em lipideos, induzidos pelo exercicio.
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E sabido que uma Unica sesso de exercicio aumenta o contetido de mMRNA muscular do
PGC-1a, que ¢ um regulador chave da biogénese mitocondrial (PILEGAARD; SALTIN;
NEUFER, 2003; WU et al., 1999). Além disso, o exercicio induz a expressao de proteinas
transportadoras de acidos graxos (FAT/CD36) e do transportador mitocondrial carnitina
palmitoiltransferase-1 (CPT-1) (TUNSTALL et al., 2002). Desta forma, o exercicio aumenta a
expressdo de proteinas envolvidas ndo somente no transporte como também metabolismo de
acidos graxos, resultando em adaptac6es importantes ao treinamento aerobico. O resultado final
é que o musculo esquelético se torna mais capaz de captar e utilizar gorduras como fonte
energética, particularmente por aumentar a atividade de enzimas mitocondriais, tais como a
citrato sintase (etapa inicial do ciclo de Krebs para a formagao do citrato, e a -hidroxiacil-CoA
desidrogenase (B-HAD), enzima chave na beta-oxidacdo. Apesar de algumas evidéncias,
incluindo revisdes sistematicas com metanalise, terem indicado um possivel efeito adicional na
oxidagdo/utilizacdo de acidos graxos durante o exercicio, outros estudos contestam tal beneficio
(AKERSTROM et al., 2009; DE BOCK et al., 2005, 2008; VIEIRA et al., 2016).

A oferta de carboidratos antes do exercicio poderia, por exemplo, resultar na reducéo de
todas as etapas envolvidas na captacdo e utilizacdo de &cidos graxos, em um mecanismo que
envolve, por exemplo, reducdo na ativagcdo da AMPK e ativacdo da piruvato desidrogenase
cinase (PDK4) (CURI et al., 2016; SIDOSSIS et al., 1996).

E conhecido que a ingest&o de carboidratos durante o exercicio prolongado melhora o
desempenho do exercicio em individuos bem treinados (WIDRICK et al., 1993). No entanto,
em teoria, como ha menos desequilibrio energético durante o exercicio quando o carboidrato €
ingerido, o resultado seria a menor ativagdo de vias de sinalizacdo chave, como a AMPK e,
portanto, menos estimulo para gerar adaptacdo ao treinamento aerébico (SPENCER; YAN;
KATZ, 1991). Da mesma forma, em individuos obesos, onde é ideal uma maior ativacdo da
oxidacdo de gordura e melhora da satde metabdlica/mitocondrial, que a realizacdo de exercicio
no estado alimentado possa, de alguma forma, atenuar os efeitos benéficos do exercicio
aerobico. Desta forma, a estratégia de realizar exercicio no estado de jejum, parece uma
alternativa interessante.

Considerando o potencial efeito da associacdo do exercicio e jejum no metabolismo
lipidico, nossos resultados ndo demonstraram diferencas significativas em relacdo ao contetdo
de triglicerideos 12h pos sess@o na musculatura esquelética (Figura 11). Cabe ressaltar que, em
nosso experimento, os animais realizaram exercicio em jejum por 30 minutos e depois
retornaram ao biotério por mais 12 horas, com livre acesso a alimentagdo. Dessa forma, é

possivel que quaisquer mudancas induzidas pelo jejum ou exercicio tenham retornado aos
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valores originais durante o periodo de recuperacdo. Interessantemente, embora ndo apresentado
neste trabalho (por ser parte de outra tese), imediatamente ap0s a intervencgdo, no séleo, um
musculo predominantemente oxidativo, tanto o0 jejum quanto o exercicio, resultaram em
aumentos na oxidacgdo de glicose e palmitato, porém, sem efeito adicional de exercicio e jejum.
Esse resultado foi acompanhado pelo aumento na expressdo génica da AMPK no s6leo. Desta
forma, é possivel especular que a alteracdo imediata na oxidacdo de palmitato no soleo seja, ao
menos em parte, ligada ao efeito subagudo (12 horas apds) do jejum e do exercicio nos niveis
de colesterol plasmatico total, que foram significativamente reduzidos (Figura 7). Esse efeito,
considerando o colesterol como um marcador de risco cardiovascular, € um resultado promissor
na melhora da salde de individuos sedentarios, ainda mais por se tratar de um efeito que perdura
por até 12 horas. De fato, em um trabalho anteriormente publicado pelo nosso grupo, esse efeito
redutor de colesterol, e ainda de triglicerideos plasmaticos, também pode ser observado em
animais obesos resistentes a acdo da insulina submetidos aos mesmos protocolos de intervencao
(jejum e exercicio) (VOGT et al., 2021).

No séleo, a combinacdo de jejum e exercicio pode ter resultado em um efeito poupador
de glicogénio, possivelmente associado ao aumento da oxidacdo do palmitato. Nossos
resultados apontam que, tanto o0 jejum quanto o exercicio, resultaram em aumentos
significativos do contetido de glicogénio muscular no séleo (Figura 10). Em um estudo anterior,
realizado com humanos realizando exercicio em jejum, foi demonstrado que, particularmente
em ceélulas musculares do tipo I, o exercicio praticado em jejum resultou em aumentos
significativos da ressintese de glicogénio muscular 3 vezes maior que o exercicio realizado no
estado alimentado (DE BOCK et al., 2005), corroborando com nossos resultados. No mesmo
estudo, os autores encontraram reducGes mais significativas do conteudo de triglicerideos
intramusculares (s6leo) nos sujeitos que realizaram exercicio em jejum, além de maior ativacdo
da AMPK. Outro fator importante a ser considerado sdo as modificacdes hormonais induzidas
pelo exercicio e o jejum. Apesar dessas medidas ndo terem sido realizadas em nosso trabalho,
resultados do estudo de De Bock, K., et al.(2005) demonstraram que as concentracfes de
insulina no periodo de recuperacdo foram diferentes quando compararam individuos que
realizaram exercicio em jejum ou no estado alimentado. As concentra¢des plasmaticas de
insulina durante a recuperacdo foram marcadamente maiores em individuos que realizaram o
exercicio em jejum. Essa modificacdo tambem auxilia no entendimento de uma maior reserva
de glicogénio muscular encontrada em decorréncia do jejum e exercicio. Outro dado relevante
a ser considerado € a concentracdo de adrenalina plasmatica, que aumentou mais em condic¢des

de exercicio no jejum. Esse resultado poderia explicar, pelo menos em parte, uma maior



49

utilizacdo/oxidacao (devido a maior disponibilidade pela lipdlise) de palmitato e a redugéo dos
lipidios plasmaticos.

E importante considerar que a resposta até aqui discutida é aguda - subaguda.
Adaptac6es cronicas (de treinamento) devem ser separadamente interpretadas. Embora pareca
sugestivo que, considerando as aparentes vantagens de realizar exercicio em jejum, treinar
sempre em jejum poderia causar mais adaptacdes metabolicas (aerébicas/oxidativas) do que
treinar no estado alimentado, esse pensamento ndo € adequado. De fato, trabalhos que
estudaram os efeitos do treinamento em jejum ou estado alimentado (com ingestdo de
carboidratos), encontraram essencialmente que a ingestao de carboidrato durante o treinamento
fisico tem pouco ou nenhum efeito sobre as adaptacbes metabdlicas ao treinamento fisico
(AKERSTROM et al., 2009; DE BOCK et al., 2008). Embora os autores tenham encontrado
uma diminuicdo da degradacdo do glicogénio induzida pelo exercicio e um aumento em
proteinas envolvidas no manuseio de gordura apos treinamento em jejum (FABPm), a oxidacdo
de gordura durante o exercicio com ingestdo de carboidratos ou em jejum, ndo foi alterada.

Em relacdo aos resultados de lactato (Figura 9) encontramos que a interacéo de exercicio
e jejum nao resultou em mudancas significativas 12 horas ap6s o exercicio. No entanto, animais
que realizaram jejum anteriormente, aumentaram o lactato plasméatico no periodo de
recuperacdo estudado. Neste ponto, é importante ressaltar as diferencas de lactato medido
durante/p6s exercicio e da medida de 12 horas. Em nosso trabalho, utilizamos a coleta de sangue
da cauda do animal (sangue venoso, durante/imediatamente ap0s exercicio) como estratégia de
verificar a intensidade do exercicio, e esta medida foi realizada com fitas e lactimetro portatil
especifico. Conforme demonstrado na Figura 16, as concentracBes de lactato ficaram abaixo
dos 4 mmol/L-1.
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Figura 16 - Lactato no sangue venoso. Lactato no sangue venoso dos ratos antes e imediatamente
depois do exercicio.

Os resultados de lactato apresentados na Figura 9 foram coletados diretamente apds o
periodo de recuperacdo, por decapitacdo. Os valores significativamente maiores sdo,
provavelmente, causados pela mistura de sangue venoso, arterial, do liquido cérebro-espinhal e
de leitos que, na medida do lactato venoso da cauda, ndo sdo incluidos (particularmente de leitos
cuja o fluxo sanguineo é consideravelmente reduzido durante o exercicio - ex: tecido hepato-
esplancnico). Os maiores valores de lactato encontrados ap6s 12 horas de recuperacao no grupo
que realizou jejum, podem refletir alguma contribuicdo deste metabdlito para 0s processos de
gliconeogénese ou ainda, conforme evidéncias mais recentes, estar atuando como molécula
sinalizadora envolvida nos processos adaptativos que se seguem apos estresse metabdlico,
como € o caso do exercicio e do jejum (BROOKS, 2018). Muito mais do que um simples
produto metabolico, o lactato parece estar envolvido em diversas adaptacdes a curto e a longo
prazo, uma vez que pode apresentar funcdes de molécula sinalizadora autdcrina, parécrina e até
mesmo endocrina. Uma das a¢Bes "hormone like™ conhecidas do lactato € a partir de sua ligacdo
com receptores como receptor de acido hidroxicarboxilico 1(HCAR-1, do inglés
hydroxycarboxylic acid receptor 1) no tecido adiposo, que resulta na inibigdo do processo de
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lipdlise e consequentemente em reducdo da disponibilidade de acidos graxos para a oxidacdo
(BROOKS, 2020). O lactato é o principal precursor de carbonos para a gliconeogénese hepética
e renal e parece ser o substrato preferencial (mais que glicose e &cidos graxos) para gerar energia
por oxidacdo, quando disponivel em concentracbes aumentadas. Sendo assim, podemos
especular que o jejum resultou em manutencdo de niveis aumentados de lactato como possivel
fonte de energia ap0s o periodo de jejum, mas que jejum e exercicio ndo resultaram na mesma
(ou maior) resposta porque células musculares do tipo | e outros tecidos, como o figado,
realizaram utilizacdo imediata deste metabdlito como fonte energética durante o exercicio.

Outro resultado interessante encontrado no presente trabalho, foi 0 aumento do contetido
de triglicerideos no tecido adiposo marrom dos animais que realizaram exercicio em jejum
(Figura 11). Conforme ilustrado na Figura 17 a principal funcdo do tecido adiposo marrom
(TAM) é dissipar energia na forma de calor, propriedade impulsionada pela presenca da
proteina mitocondrial UCP1 (uncoupling protein 1) que desacopla a respiragdo mitocondrial
(TOWNSEND; TSENG, 2014). O TAM também é densamente inervado pelo sistema nervoso
simpatico (SNS) e ¢é altamente vascularizado. A capacidade termogénica do TAM pode ser
importante para a producdo de calor em recém-nascidos, essencial para roedores e mamiferos
hibernantes, e possivelmente auxilia na oxidacdo do excesso de consumo de energia dietética.
O TAM dissipa energia como calor para manter a termogénese ideal e contribuir para o gasto
de energia em roedores e possivelmente humanos. Os processos energéticos executados pelo
TAM requerem um fornecimento de combustivel prontamente disponivel, que inclui glicose e
acidos graxos. Os &cidos graxos sdo disponibilizados pela captacao celular, de novo lipogénese
e goticulas lipidicas multiloculares nos adip6citos marrons. O TAM também possui uma grande
capacidade de captacdo e metabolismo de glicose e uma capacidade de regular a sensibilidade
ainsulina. Essas propriedades tornam o TAM um alvo atraente para o tratamento da obesidade,
diabetes e outros distirbios metabdlicos. Experimentos anteriores usando camundongos
expostos ao frio mostraram que 0s genes envolvidos no metabolismo da glicose, lipogénese e
captacdo e catabolismo de AGs séo regulados positivamente como parte da adaptagéo ao frio,
e 0s acidos graxos sdo utilizados para a ativacdo da UCP1 (TOWNSEND; TSENG, 2014).
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Figura 17 — FuncGes do tecido adiposo marrom. Funcdes do tecido adiposo marrom no combate a
obesidade e diabetes. Fonte: Adaptado de Townsend &Tseng (2014).

O exercicio fisico, além do consumo energético adicional para sua manutencgéo, é capaz
de estimular a termogénese, tornando a maquina organica mais eficiente para a metabolizacéo
dos lipideos (BOSTROM et al., 2012). A termogénese no tecido adiposo marrom é resultado
da acdo de uma proteina desacopladora UCP-1 (Uncoupling Protein 1), cuja expressdo é
modulada por coativadores produzidos no tecido muscular durante o préprio exercicio
(BOSTROM et al., 2012) e ainda por catecolaminas (CASSARD-DOULCIER et al., 1993),
horménios da tireoide (CASSARD-DOULCIER et al., 1994), &cidos graxos, insulina (KELLY
et al., 1998) e leptina (ARVANITI et al., 1998). A termogénese pode ainda ser estimulada por
hormdnios como a irisina, por exemplo (FAGUNDO et al., 2016). Este hormonio esta
relacionado ao escurecimento do tecido adiposo, ou seja, conversdo do tecido adiposo branco
em tecido adiposo marrom. Dessa forma, parece que o exercicio fisico atua em varias vias para
que seja possivel um controle efetivo da expressdo desses horménios e fatores relacionados ao
metabolismo celular. O fato de termos observado um aumento na concentragdo de triglicerideos
no TAM, pode indicar que a realizagdo de exercicio fisico em jejum, intensifica a captacdo de
acidos graxos e carboidratos e, possivelmente, a sua utilizacdo posterior, um efeito muito



53

desejavel em pacientes obesos e diabéticos, ou uma possivel compensa¢do no consumo por
déficit energético. Dessa forma, a realizacdo de exercicio em jejum parece exercer efeitos
importantes no que concerne a satde metabdlica.

Em relacdo a expressdo das proteinas SIRT1 e HSP70, ao menos no tempo de
recuperacdo estudado, ndo foram encontradas alteragdes significativas no imunocontettdo em
nenhum dos tecidos analisados (Figuras 12, 13, 14 e 15). O exercicio fisico é capaz de estimular
a sintese de proteinas de choque-térmico, em especial a familia de 72 kDa. Essa grande familia
de proteinas encontra-se relacionada a diversas funcdes celulares, dentre essas o controle da
proteostase celular, através da sua atividade de chaperona molecular (KRAUSE et al., 2015),
podendo interagir com outras proteinas (desnaturadas, ‘desnoveladas’, assim como aquelas que
ndo se encontram na sua conformacdo nativa. Com o propoésito de impedir a formacdo de
interacdes inapropriadas ou de agregados proteicos no citoplasma celular, bem como de auxiliar
na marcacdo de proteinas que devem ser degradadas, além de auxiliar polipeptideos nascentes
a assumirem sua conformacao tridimensional adequada, e, portanto, a sua funcdo bioldgica. A
HSP72 encontra-se ainda relacionada a outras fungbes, como sua acdo anti-apoptética, por
impedir a saida do citocromo C da mitocdndria, bem como sua atividade anti-inflamatoria,
exercendo-a, fundamentalmente, por bloquear a translocacdo do NF-kB para o nucleo celular,
dessa forma cessando o processo inflamatério (KRAUSE et al., 2015). Interessantemente,
trabalhos publicados na altima década demonstram ndo somente que 0s niveis dessa proteina
encontram-se atenuados em pacientes que apresentam distdrbios/doencas de cunho
inflamatdrio, tais quais obesidade e diabetes mellitus tipo 2, como, inclusive, sugerem que a
inducdo de sua expressao, por meio da préatica de exercicio, por exemplo, seja um dos possiveis
alvos terapéuticos capaz de proporcionar melhorias metabdlicas para esses pacientes (CHUNG
et al., 2008; RODRIGUES-KRAUSE et al., 2012).

Além de seu potencial anti-inflamatério e sua essencial participacdo na proteostase
celular, essas proteinas também parecem estar relacionadas com a regulacéo dos processos de
lipolise. O aumento no fornecimento de acidos graxos livres aos tecidos periféricos pode ser
resultado de processos como a autofagia mediada por chaperonas, onde a HSP70 reconhece e
marca proteinas da goticula lipidica (perilipinas) e induz o seu consequente trafego para 0s
lisossomos. Essa diminuicdo da presenca dessas perilipinas na goticula lipidica permite o
recrutamento de enzimas lipoliticas e posterior ativacdo de seus intermediarios especificos,
culminando em maior atividade lipolitica (MORIGNY et al., 2016). A auséncia de resposta no
imunocontetdo de HSP70 no intervalo de recuperagdo estudado pode estar relacionado ao

tempo de analise pds-estresse metabdlico, jejum ou exercicio. De fato, diversos trabalhos tém
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demonstrado que o pico de expressdo da HSP70 pds agente estressor se da, dependentemente
do tecido, entre 4-8 horas ap6s (DE LEMOS MULLER et al., 2019; LOVELL et al., 2007).
Da mesma forma, a auséncia de modificagdes na expressdo da SIRT1 pode ser
decorrente do periodo na qual a mesma foi analisada. A reducdo nas quantidades de energia
disponivel nas células musculares (demonstrada atraves, por exemplo, de aumento nas relacdes
AMP/ATP e NAD+/NADH), promovido em ambientes de deprivacédo energética celular, como
0 exercicio fisico ou restricdo caldrica, resulta na ativacdo de uma importante proteina
deacetilase, denominada SIRT-1. Entre suas principais funcdes, encontra-se a remocdo de
grupamento acetil de diversas proteinas regulatérias do metabolismo, como o PGC-la,
responsavel, em dltima instancia, quando deacetilado, por um aumento na biogénese
mitocondrial, proporcionando uma maior eficiéncia na producéo energética. Além disso, essa
proteina € um dos constituintes da importante via HSR, responsavel, em ultimo grau, pela
sintese das proteinas de choque térmico (HSP70, por exemplo). Da mesma forma que nossos
resultados para HSP70, a auséncia de alteracGes significativas na expressdo da SIRT1 no
periodo de 12 horas de recuperacdo, deve-se, provavelmente, em funcdo do periodo de pico de
ativacdo desta proteina frente a estresse metabolico, como o exercicio e o jejum. De fato,
diversas evidéncias demonstram que, apds o estresse (jejum ou exercicio), as mudancas de
NAD+/NADH induzem o aumento da atividade da SIRT1 somente 3 horas ap6s a queda no
contetido energético/redox das células (CANTO et al., 2009; KRAUSE et al., 2015). Sendo
assim, sugerimos que as alteracdes do imunocontetddo de SIRT1 bem como suas a¢des, ao
menos em individuos (ratos) magros, ocorreram anteriormente ao periodo de 12h pds-
exercicio/jejum. Além disso, considerando que os animais voltaram a se alimentar (ad libitum)
durante a recuperacdo, 0s niveis energéticos celulares ja haviam retornado a normalidade, sem
a necessidade de manter essa via de sinalizacdo ativa. Em funcdo disso, sem a ativacdo da
SIRT1, a via das HSR e, consequentemente a expressao de HSP70, estariam mais baixas, como
observado em nosso estudo. Dados do nosso estudo anterior, que analisou o0 imunocontetdo de
SIRT1 e HSP70, também 12 horas apds exercicio e jejum, mas em animais obesos resistentes
a insulina, verificaram que, SIRT1 e HSP70 ainda estdo aumentados (VOGT et al., 2021), o
que néo foi observado em nosso grupo de animais magros. Conforme demonstrado para outras
proteinas centrais no metabolismo, como a AMPK, que também é ativadora da SIRT1 e HSR,
ao contrario de individuos magros e saudaveis, individuos diabéticos tem a inducdo desta
proteina de forma atrasada (SRIWIJITKAMOL et al., 2007) ap0s o estresse. Novamente, essas
evidéncias reforcam nossa sugestdo de que a auséncia nas respostas destas proteinas analisadas

foi decorrente do tempo de recuperacao de 12 horas.
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8 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Apesar das limitacdes, este foi o primeiro estudo, realizado em uma populacdo de
animais sedentarios, que avaliou os efeitos do exercicio, do jejum, e da combinacdo de ambos,
12 horas apds o estresse metabdlico, em parametros metabdlicos e de sinalizagdo celular em
diversos tecidos. Nossos resultados indicam que a realizagdo de exercicio fisico em jejum, pode
resultar em efeitos metabdlicos benéficos para individuos sedentarios. Particularmente, a
reducdo do colesterol plasmatico total e 0 aumento na capacidade do tecido adiposo marrom
em metabolizar e armazenar nutrientes na forma de triglicerideos. O fato de termos observado
um aumento na concentracdo de triglicerideos no TAM, pode indicar que a realizagcdo de
exercicio fisico em jejum, intensifica a captacdo de acidos graxos e carboidratos e,
possivelmente, a sua utilizacdo posterior, um efeito muito desejavel em pacientes obesos e
diabéticos.

Como perspectivas, sugerimos analisar outras proteinas envolvidas na lipogénese e
lipolise no tecido adiposo marrom, assim como sua capacidade de oxidar os triglicerideos,
observando a expressdo de proteinas como a UCP-1, os transportadores de acidos graxos e as
enzimas mitocondriais envolvidas na beta-oxidacdo e ciclo de Krebs. Além disso, nosso
trabalho analisou apenas os efeitos subagudos do exercicio e jejum. Como continuagdo deste
trabalho sugerimos a anélise dos efeitos do treinamento aerdbico + jejum nos mesmos

parametros analisados.
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