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RESUMO 

 

PINTO, AP. Mecanismos moleculares relacionados ao aumento do conteúdo hepático de 

gordura em resposta ao excesso de exercício físico. 2021. 58f. Tese (Doutorado) - Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

O exercício excêntrico excessivo levou ao acúmulo de gordura hepática, o que ocorreu 

concomitantemente com a elevação das principais proteínas do complexo 1 do alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTORC1) e da via de sinalização da insulina. Uma vez que a 

mTORC1 e a insulina podem inibir a via da autofagia e explicar a elevação do conteúdo de 

lipídio no fígado, o principal objetivo da presente investigação foi verificar a resposta dos genes 

e proteínas relacionados as vias da autofagia e lipogênese no tecido hepático de camundongos 

submetidos ao protocolo de corrida excessivo em declive com e sem a administração de 

rapamicina, uma droga que inibe a via da mTORC1. Camundongos C57BL/6 foram divididos 

em quatro grupos experimentais: Controle (CT; sedentário), Excesso de exercício físico em 

declive (EE), Excesso de exercício físico em declive com administração crônica de rapamicina 

(EE/Rapa) e Endurance (END). Ao final do protocolo de 8 semanas de exercício, o sangue e o 

fígado foram coletados para análise sérica, histologia, imunohistoquímica, conteúdo de gordura 

hepática, reação em cadeia da polimerase em tempo real e immunoblotting. Os principais 

resultados foram: 1) elevação dos níveis de glicose, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT e 

colesterol, mas níveis mais baixos de T4 para o grupo EE/Rapa; 2) acúmulo de gordura hepática 

para os grupos EE e EE/Rapa; 3) aumento de LC3 por imunoexpressão e diminuição dos genes 

autofágicos para os grupos EE, EE/Rapa e END; 4) redução da fosforilação de p70S6K e 

aumento da fosforilação de Foxo1A para o grupo EE/Rapa. Em resumo, o exercício excessivo 

com ou sem rapamicina levou ao aumento do conteúdo de gordura no fígado. Embora a 

rapamicina tenha sido eficaz na inibição de mTOR, a via da autofagia não foi regulada 

positivamente. 

 

Palavras Chaves: Autofagia; Exercício; Hormônios; Lipogênese; mTOR. 

 

 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

PINTO, AP. Molecular mechanisms related to increased hepatic fat content in response to 

excessive physical exercise. 2021. 58 pages. Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University 

of São Paulo, Ribeirão Preto, 2021 

 

The excessive eccentric exercise led to hepatic fat accumulation, which occurred concomitantly 

with elevation in the main proteins of the mammalian target of the rapamycin complex 1 

(mTORC1) and insulin signaling pathways. Since mTORC1 and insulin can inhibit the 

autophagy pathway and explain the liver lipid content elevation, the main objective of the 

present investigation was to verify the responses of genes and proteins related to the autophagy 

and lipogenesis pathways in the hepatic tissue of mice submitted to the excessive downhill 

running protocol with and without rapamycin administration, a drug able to inhibit the 

mTORC1 pathway. C57BL/6 mice were divided into four experimental groups: Control (CT; 

sedentary), Excessive exercise in downhill running (EE), Excessive exercise in downhill 

running with chronic administration of rapamycin (EE/Rapa), and Endurance exercise (END). 

At the end of the 8-week protocols, the blood and liver were collected for serum analysis, 

histology, immunohistochemistry, hepatic fat content, reverse transcription-quantitative 

polymerase chain reaction, and immunoblotting. The main results were: 1) higher levels of 

glucose, insulin, HOMA-IR, cortisol, ALT, and cholesterol, but lower levels of T4 for the 

EE/Rapa group; 2) hepatic fat accumulation for the EE and EE/Rapa groups; 3) upregulation of 

LC3 immunoexpression and downregulation of autophagic genes for the EE, EE/Rapa, and 

END groups; 4) reduction of p70S6K phosphorylation and increase of Foxo1A phosphorylation 

for the EE/Rapa group. In summary, excessive exercise in downhill running with or without 

rapamycin led to increased liver fat content. Although rapamycin was effective in inhibiting 

mTOR, the autophagy pathway was not upregulated. 

 

Keywords: Autophagy; Exercise; Hormones; Lipogenesis; mTOR. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1. O fígado 

O fígado é um dos maiores órgãos do corpo humano e sua unidade funcional básica é o 

lobo hepático. O fígado processa e sintetiza muitas substâncias como carboidratos, lipídios e 

proteínas (1). No metabolismo de carboidratos, o fígado executa o armazenamento de 

glicogênio, realiza gliconeogênese, conversão de frutose e galactose em glicose e formação de 

compostos químicos a partir do metabolismo de carboidratos (2). Já as funções do fígado no 

metabolismo lipídico estão envolvidas na oxidação de ácidos graxos para fornecer energia, 

síntese de gordura a partir de carboidratos e proteínas, bem como na síntese de colesterol, 

fosfolipídios e lipoproteínas. O metabolismo das proteínas está relacionado à desaminação de 

aminoácidos, à formação de proteínas plasmáticas, à formação de ureia para remover a amônia 

e à síntese de outros compostos a partir dos aminoácidos (1).  

O fígado é essencial para manter a glicose no sangue. O armazenamento de glicogênio 

hepático permite a retirada dos níveis excessivos de glicose no sangue e o retorno desse 

substrato do fígado ao sangue quando os níveis de glicose são reduzidos. A gliconeogênese 

ocorre quando as concentrações de glicose caem abaixo dos níveis normais. Assim, o fígado 

converte os aminoácidos e o glicerol dos triglicerídeos em glicose, ajudando a manter níveis 

glicêmicos aceitáveis (1). A energia dos lipídios precisa da decomposição da gordura em 

glicerol e ácidos graxos. Os ácidos graxos são divididos em radicais acetil de dois carbonos, 

formando a acetil-coenzima A (acetil-CoA), que pode entrar no ciclo do ácido cítrico para ser 

oxidada e liberar energia. No entanto, o fígado não pode usar toda a acetil-CoA formada, assim, 

parte do Acetil-CoA é convertida em ácido acetoacético - um ácido solúvel que passa das 

células do fígado para o fluido extracelular - sendo transportado para o corpo e absorvido por 

outros tecidos. Esses tecidos convertem o ácido acetoacético em acetil-CoA e o oxidam da 

maneira usual (1). 

A formação hepática de ureia é essencial para a remoção de amônia dos fluidos 

corporais.  A amônia é formada principalmente pela desaminação de aminoácidos, que ocorrem 

antes de poder ser usada como energia ou convertida em carboidratos (1). Devido à importância 

do fígado para o metabolismo, o processo e a síntese de substâncias, distúrbios ou disfunções 

estão associados a sintomas patológicos (1). A autofagia permite que o fígado controle de forma 

eficiente e precisa a qualidade e a quantidade de organelas citoplasmáticas, incluindo 

mitocôndrias, peroxissomos e gotículas lipídicas (3). 
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1.2. Via da autofagia 

Autofagia é derivada das palavras gregas “auto”, que significa “eu”, e “fagia”, que 

significa “comer”, ou seja, “comer a si mesmo” (4). A autofagia foi descrita pela primeira vez 

no rim e no fígado, como uma resposta à inanição (5). A autofagia gera diversas reações 

moleculares que resultam na degradação de componentes intracelulares, tendo o lisossoma 

como destino final (6-8). Alguns tipos de autofagia diferem na forma como o material 

citoplasmático é entregue aos lisossomos, sendo elas a macroautofagia, microautofagia e 

autofagia mediada por chaperona (3, 8). 

A microautofagia envolve a captação e a degradação do conteúdo citoplasmático que 

está próximo do endossomo e do lisossomo (3). A microautofagia envolve os materiais 

intracelulares para ativar a degradação. A autofagia mediada por chaperona (CMA) é exclusiva 

para proteínas com o pentapeptídeo KFERQ (KFERQ motif), que são reconhecidas pela 

proteína de choque térmico cognata de 71 kDa (HSC70, também conhecida como HSPA8), no 

citosol. Aproximadamente 30% das proteínas citosólicas apresentam o pentapeptídeo KFERQ, 

incluindo enzimas do metabolismo intermediário. O HSC70 promove a translocação das 

proteínas alvo sobre as membranas lisossomais para o lúmen lisossomal por meio de interações 

com a proteína da membrana lisossomal (LAMP2A) (3, 8). 

A via mais estudada é a da macroautofagia, que será aqui chamada de autofagia. A via 

da autofagia é responsável pela reciclagem intracelular e atua em condições basais, mas também 

é estimulada em condições de estresse como restrição calórica e exercício físico (9). A autofagia 

é regulada por mais de 30 genes, 18 dos quais são genes cruciais para a formação dos 

autofagossomos (10). A autofagia abrange várias etapas após a indução (11), como iniciação e 

regulação do pré-fagóforo, também conhecido como PAS; alongamento e expansão do fagóforo 

(ou fagoporo); formação e maturação do autofagossomo, que se funde com os lisossomos para 

formar os autolisossomos para degradação (12). Em aproximadamente 70% do seu contexto, a 

indução da autofagia tem papel citoprotetor (13). A insulina e/ou glicose, assim como os 

aminoácidos, regulam a atividade autofágica (10). 

O processo é iniciado com a formação do complexo da proteína autofágica (ULK), 

composto pela proteína autofágica 1 (ATG1 ou ULK1), ATG13 e a proteína quinase de 

interação familiar de 200 kDa de adesão focal (FIP200 ou ATG17) (14, 15). Com isso, ocorre 

a iniciação do mecanismo e a ativação de um segundo complexo, denominado de BECN, que 

contém o ortólogo em mamíferos de Atg6 de leveduras (BECN1 ou Beclin-1), a 

fosfatidilinositol 3-quinase (PIK3C3/VPS34), ATG14, p150 e a autofagia regulada por Beclin-
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1 (Ambra1) (10, 16). Nessa etapa, a Beclin-1 se encontra dissociada da célula B de linfoma 2 

(BCL-2), e esta dissociação é responsável pela condução do complexo BECN para a membrana 

do fagóforo, iniciando a nucleação (17). 

Após a iniciação e nucleação do PAS, o processo de alongamento do fagóforo é ativado. 

Ambos os complexos (complexo ULK e BECN) sinalizam para ativação da ATG7 que 

catalisará a conjugação da ATG5 e ATG12. Após a conjugação, o complexo ATG5/ATG12 

liga-se à ATG16L gerando o alongamento do fagóforo. As proteínas ATG7 e ATG3 geram a 

lipidação da cadeia leve 3 da proteína 1 associada a microtúbulos (LC3 I), formando a LC3 II 

que se conjuga a uma fosfatidiletanolamina gerando o fechamento do fagóforo em 

autofagossomo. Além disso, o complexo ATG5-ATG12-ATG16L funciona como uma enzima 

semelhante a E3, determinando o local de lipidação de LC3 (18). A LC3 II também interage 

diretamente com a sequestossomo 1 (Sqstm1/p62), proteína que marca quem deve ser envolto 

pelo autofagossoma e degradado por autofagia (7, 11, 12, 19-22). As ações dos microtúbulos 

garantem o transporte preciso do autofagossomo ao lisossoma para fusão (23). Após a fusão 

com o lisossoma para formar o autolisossomo, ocorre a degradação (24). A Figura 1 resume o 

processo autofágico descrito acima. 

 

Figura 1 - Representação esquemática da autofagia. O processo começa com a formação dos complexos ULK e 

BECN iniciando a nucleação. A ativação de ATG7 catalisa a conjunção de ATG5 e ATG12 e, junto com ATG16L, 

resulta no alongamento do fagóforo. ATG7 e ATG3 auxiliam na lipidação de LC3I em LC3II, que é então 

conjugado a uma fosfatidiletanolamina, resultando no fechamento do fagóforo. A fusão com lisossomos forma 

autolisossomos que degrada o conteúdo intracelular. As biomoléculas resultantes são recicladas de volta para o 
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citoplasma. As figuras foram modificadas do Servier Medical Art, licenciado sob uma Creative Common 

Attribution 3.0 Generic License. http://smart.servier.com/. 

 

Ainda não está bem definido como as células identificam a necessidade de aumentar a 

atividade autofágica, mas isso provavelmente ocorre por múltiplos mecanismos, dependente do 

tipo de estímulo. Assim que o sinal de ativação da autofagia é transduzido, os ATGs controlam 

as etapas da via da autofagia (formação de autofagossomo para degradação de carga). Junto 

com sua reorganização de complexos inativos para ativos, a magnitude e a duração da ativação 

da autofagia são moduladas pelos níveis de expressão de ATG em resposta a diferentes 

programas de transcrição (25). Um desses transcricionais é o fator de transcrição EB (TFEB), 

impulsionando a via da autofagia em várias etapas (26). O TFEB aumenta a biogênese 

lisossomal; gerencia a expressão dos genes Atg para prevenir a depleção da proteína ATG; e 

controla os genes necessários em outras etapas da autofagia, como o receptor de fixação de NSF 

solúvel (SNARES) para fusão da membrana e hidrolases específicas (26, 27). Outras moléculas 

também podem regular a autofagia, como no estado de jejum, a qual a proteína de ligação ao 

elemento de resposta do cAMP (CREB) e o receptor-alfa ativado pelo proliferador de 

peroxissoma (PPARα) monitoraram a regulação da transcrição da autofagia (25, 28). 

A autofagia pode ser modificada em três níveis da sua via: 1) antes da formação do 

autofagossomo, por meio da modulação da atividade de fatores de transcrição, como o TFEB; 

2) durante a formação do autofagossomo, em etapas como iniciação e nucleação; 3) durante a 

maturação do autofagossomo quando ele se funde com o compartimento lisossomal (8). A 

interferência no processo da autofagia pode contribuir para a patogênese de diversas doenças, 

como doenças associadas ao fígado, câncer, doenças infecciosas e doenças neurodegenerativas 

(29). Portanto, os esforços atuais estão focados em compreender as vias moleculares que 

conduzem este sistema. 

1.3. Funções da autofagia no fígado 

A autofagia hepática é vital para o clearance de organelas danificadas e anormais, bem 

como proteínas que podem se acumular e levar à hepatotoxicidade (6). O papel central da 

autofagia hepática inclui a adaptação à inanição (fome) por meio do início da glicogenólise, 

lipólise e catabolismo de proteínas, que ocorrem nessa ordem durante a privação severa de 

nutrientes (3). O nível da autofagia hepática está correlacionado com o ciclo alimentação-jejum, 

que é controlado pela insulina, glucagon e aminoácidos (30).  
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A autofagia seletiva regula características importantes do metabolismo hepático, como 

por exemplo a β-oxidação. A autofagia seletiva é um tipo de autofagia que degrada produtos 

em vias metabólicas hepáticas muito reguladas espaço-temporalmente e é controlada 

principalmente por marcação do material a ser degradado (3). A seguir, apresentaremos alguns 

dos mecanismos moleculares da autofagia seletiva no contexto das vias metabólicas. 

Glicofagia 

A autofagia contribui para manter o equilíbrio energético no fígado por meio do 

catabolismo do glicogênio, um dos importantes estoques de energia hepática (6, 31). Os 

autofagossomos envolvem seletivamente os grânulos de glicogênio para o catabolismo em 

glicose. A proteína domínio de ligação de amido 1 (STBD1), que é expressa em altos níveis em 

tecidos de armazenamento de glicogênio, como músculo e fígado, liga o glicogênio por meio 

de um domínio de ligação a carboidrato 20 (CBM20) (32, 33). As mutações no domínio 

STBD1-CBM20 geram um acúmulo de glicogênio em linhas de células humanas. STBD1 se 

conecta preferencialmente ao glicogênio que é menos ramificado para destruição por autofagia 

seletiva (33).  

Lipofagia 

A lipofagia é uma autofagia seletiva e foi observada pela primeira vez no fígado de 

camundongos, onde as gotículas de lipídios foram englobadas pelo autofagossomo e 

transportadas para os lisossomas para serem decompostas pelas lipases lisossomais residentes 

(34). Durante a inanição, um programa de transcrição é iniciado no fígado para preparar o 

sistema autofágico/lisossomal, que inclui organelas e conteúdo enzimático para a chegada e 

processamento dos lipídios (27). A contribuição da lipofagia para a lipólise em condições 

normais pode ser discreta, mas a lipofagia evita o acúmulo de lipídios hepáticos em resposta à 

sobrecarga de lipídios na dieta (6).  

A inibição da autofagia nos hepatócitos aumenta o armazenamento de triacilglicerol em 

gotículas de lipídios, levando ao acúmulo de lipídios hepáticos. Além disso, o aumento do 

armazenamento de triacilglicerol é devido ao comprometimento da lipólise e não ao aumento 

em sua síntese, sugerindo que a autofagia desempenha um papel essencial na lipólise (35, 36). 

Animais com superexpressão de ATG7 no fígado tiveram indução da autofagia levando à 

redução da esteatose hepática, reforçando assim a função lipolítica da autofagia (37). Não são 

apenas os ácidos graxos, mas também a composição lipídica da membrana que podem 

influenciar o comportamento da via autofágica. A exposição a altas concentrações de lipídios 
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modifica a composição da membrana, diminuindo a capacidade de fusão dos autofagossomos 

e lisossomos (38). 

 

1.4. Exercício e autofagia hepática  

O exercício físico tem vários benefícios à saúde, como a expansão da expectativa de 

vida e proteção contra doenças como diabetes, hipertensão, doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas, câncer e outras (39). O exercício físico é dividido em duas categorias 

básicas: a) atividades aeróbicas, também conhecidas como exercício de endurance, que são 

rítmicas e envolvem grandes músculos, como a corrida; b) exercícios de resistência ou força, 

que utilizam a resistência à contração muscular (40, 41). 

A alta demanda metabólica do músculo em atividade durante o exercício não pode ser 

atendida sem uma resposta robusta do fígado (42). O fígado armazena, libera e recicla energia. 

As demandas energéticas do fígado são alcançadas pelo aumento da oxidação de ácidos graxos, 

mobilizados do tecido adiposo. As adaptações após o exercício físico facilitam a reposição dos 

estoques de glicogênio. O glucagon e a insulina orquestram a resposta hepática durante e após 

o exercício físico. O fígado se adapta às repetidas demandas do exercício, assim como o 

músculo esquelético, aumentando a capacidade de produção de energia e oxidação de gordura 

(42, 43). 

Uma das principais questões ainda desconhecidas nos estudos sobre autofagia hepática 

e exercício físico é como o músculo se comunica com os outros órgãos, como o fígado, 

sinalizando o início da autofagia (44).  O músculo esquelético é um órgão endócrino que secreta 

hormônios, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, que coletivamente são denominadas 

miocinas. As miocinas podem estar envolvidas na indução da autofagia durante e após o 

exercício físico (45).  

O exercício de endurance é um indutor não farmacológico da autofagia (46). O benefício 

do exercício de endurance depende de sua intensidade (47). No entanto, os mecanismos 

fisiológicos e moleculares pelos quais o exercício de endurance ativa a autofagia hepática ainda 

não estão claros (46). Até onde sabemos, poucos estudos demonstraram o impacto do exercício 

físico na via autofágica em fígados saudáveis, sem a presença de patologias ou dietas 

hiperlipídicas (46-49). 
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Kwon et al. (46) verificaram a ligação entre autofagia e exercício de endurance de curto 

prazo no tecido hepático. Camundongos machos C57BL/6 correram em uma esteira por cinco 

dias por 60 minutos. O exercício promoveu a ativação da LC3 II, ATG7, e fosforilação da 

proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (p-AMPK), bem como inibição da 

Sqstm1/p62 (46). Uma vez que a Sqstm1/p62 e a LC3 II se ligam a moléculas celulares para 

serem degradadas pelos lisossomos, uma diminuição dos níveis de Sqstm1/p62 com um 

aumento da LC3 II é considerada uma indicação do fluxo autofágico na maioria dos estudos. 

Pauly et al. (11) investigaram os efeitos do treinamento de alta intensidade (HIT) em hipóxia e 

verificaram que no tecido hepático as proteínas da via da autofagia não foram moduladas com 

o exercício (11). 

Gunadi et al. (47) verificaram os níveis autofágicos em ratos Wistar submetidos a 

diferentes intensidades de exercício (baixa, moderada e alta intensidade). Oito semanas de 

treinamento em esteira foram realizadas cinco dias na semana, durante 30 minutos, a 10, 20 e 

30 m/min, respectivamente. A expressão de RNAm de Map1lc3b diminuiu no fígado dos 

animais submetidos a intensidades baixa, moderada e alta, enquanto a expressão de RNAm de 

Sqstm1 diminuiu nas intensidades moderada e alta. Os níveis proteicos de Beclin-1 e LC3 II 

aumentaram em todas as intensidades de exercício. Enquanto os níveis da proteína ATG5 

aumentaram nas intensidades moderada e alta, Sqstm1/p62 diminuiu nessas sessões de 

exercício. O aumento dos níveis proteicos de Beclin-1, LC3 II e ATG5, seguido pela redução 

dos níveis de Sqstm1/p62, reflete um aumento da atividade da autofagia (47). Santos-Alves et 

al. (48) verificaram o impacto do treinamento crônico de endurance (END) e da atividade física 

voluntária (AFV) no controle celular e mitocondrial do fígado. Ratos Sprague–Dawley 

correram na esteira ou foram expostos a roda livre voluntária por 12 semanas. O protocolo de 

END aumentou o conteúdo proteico da Beclin-1, Sqstm1/p62, enquanto o AFV reduziu o 

conteúdo proteico da Beclin-1. Ambos os protocolos de exercício aumentaram o conteúdo 

proteico de LC3 II. Apesar das diferenças entre os efeitos do exercício na regulação das 

proteínas avaliadas, tanto o END quanto o AFV aumentaram a sinalização autofágica, o que 

pode estar envolvido na fisiologia hepática (48). 

Bayod et al. (49) analisaram os efeitos do treinamento em esteira (36 semanas) no 

processo de autofagia em ratos Sprague-Dawley. A razão LC3II/I e Beclin-1 não tiveram 

alterações significativas. A fosforilação do alvo mecanístico da rapamicina (mTOR) e os níveis 

de Sqstm1/p62 aumentaram após o exercício. Assim, os autores acreditam que a ativação de 
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mTOR e os níveis mais elevados de Sqstm1/p62 no fígado após o exercício podem estar 

relacionados aos efeitos metabólicos em vez de inibição da autofagia, regulando aspectos como 

controle de energia e adipogênese (49). Diversas investigações (46-51) demonstraram aumento 

de LC3 II e diminuição dos níveis de Sqstm1/p62; no entanto, esses estudos não mediram 

especificamente o fluxo autofágico. As recomendações atuais para avaliar o fluxo autofágico 

in vivo empregam o uso de inibidores para monitorar o autofagossomo e o turnover específico 

de proteínas autofágicas. Avaliar genes e proteínas da autofagia sem considerar o fluxo tem 

suas limitações, uma vez que as possíveis alterações encontradas não fornecem uma distinção 

clara entre ativação ou inibição autofágica (52). Apenas dois estudos (53, 54) avaliaram o fluxo 

autofágico usando um inibidor farmacológico no fígado após o exercício, enquanto a maioria 

não (11, 46, 47, 49-51, 55-57). Esses dois estudos verificaram que o fluxo de LC3 II e 

Sqstm1/p62 não foi modulado pelo exercício físico crônico (53, 54). 

Possíveis hipóteses para o mecanismo que coordena os eventos de controle de qualidade 

no fígado após o exercício podem estar associadas à modificação no conteúdo e/ou atividade 

de proteínas essenciais que estão no controle das alterações pós-traducionais, influenciando a 

atividade, o tráfego ou os processos de translocação através de (des)fosforilação, (de)metilação 

e (des)acetilação. (49, 58). Nas últimas décadas, diversos estudos investigaram a respeito da 

regulação da autofagia e sua função na fisiologia e fisiopatologia dos tecidos. No entanto, sabe-

se relativamente pouco sobre a regulação autofágica hepática durante o exercício, 

principalmente sua resposta a diferentes protocolos de exercício físico. Embora algumas 

investigações tenham avaliado os efeitos do exercício na autofagia hepática, pesquisas futuras 

devem se concentrar no uso de ensaios adicionais para medir o fluxo autofágico. É necessário 

controlar as variáveis relacionadas à prescrição do treinamento como intensidade, volume e 

frequência. 

2. INTRODUÇÃO 

O treinamento físico induz a uma quebra da homeostase, gerando melhora do 

desempenho físico devido ao princípio da supercompensação. Para atingir essas adaptações 

positivas, o treinamento de sobrecarga excessiva deve ser evitado (59). O desequilíbrio entre o 

treinamento físico de alta intensidade e períodos inadequados de recuperação (ou seja, 

overtraining/OT) pode levar à estagnação ou diminuição do desempenho (59). Utilizando um 

protocolo de overtraining baseado em sessões de corrida em excesso em declive, da Rocha et 

al. (60, 61) observaram aumento nas proteínas principais do complexo 1 do alvo da rapamicina 
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em mamíferos (mTORC1) e na via de sinalização da insulina, acompanhado de sinais de 

inchaço celular, inflamação aguda e acúmulo de gordura no tecido hepático de camundongos. 

A ativação das vias de sinalização da mTORC1 e insulina estão relacionadas à inibição da 

autofagia (21, 62), enquanto a administração de rapamicina, uma droga que inibe a proteína 

mTORC1, pode estimular a autofagia (63). 

No fígado, especialmente na forma de microlipofagia ou lipofagia, a autofagia regula o 

armazenamento intracelular de lipídios degradando gotículas de lipídios e liberando ácidos 

graxos no citosol, o que ocorre como uma resposta rápida ao jejum (35). A inibição da autofagia 

nos hepatócitos aumenta o armazenamento de triglicerídeos nas gotículas lipídicas, levando ao 

acúmulo de gordura no fígado. A elevação no armazenamento de triglicerídeos ocorre devido à 

lipólise prejudicada e não à sua síntese elevada, sugerindo que a autofagia desempenha um 

papel vital na lipólise (35, 36). Além disso, a ativação da autofagia por superexpressão 

específica no fígado do gene Atg7 diminuiu a esteatose significativamente, destacando o papel 

lipolítico da autofagia (64).   

Com base nos achados publicados anteriormente por da Rocha et al. (2, 3), é possível 

hipotetizar que a ativação de ambas as vias de sinalização de mTORC1 e insulina podem ter 

desempenhado um papel fundamental no acúmulo de gordura hepática através da inibição da 

autofagia (21, 62), o que prejudicaria a lipofagia e, portanto, a degradação das gotículas de 

lipídios. Portanto, o objetivo principal da presente investigação foi verificar as respostas dos 

genes e proteínas relacionadas às vias da autofagia e lipogênese no fígado de camundongos 

submetidos ao protocolo de corrida em excesso em declive com e sem administração de 

rapamicina. Como grupo controle positivo, para comparar os resultados observados nos 

camundongos overtreinados, utilizamos um protocolo de treinamento físico de endurance 

vinculado a resultados positivos (65). 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais experimentais 

Camundongos machos C57BL/6 com 6 semanas de vida provenientes do Biotério 

Central da Universidade de São Paulo (USP), campus de Ribeirão Preto foram mantidos em 

micro-isoladores, em rack ventilada (INSIGHT®, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil), três 

animais por gaiola, com temperatura controlada (22 ± 2 ° C) em um ciclo normal de 12h claro-

escuro, com livre acesso a ração (Purina) e água. Os animais foram divididos em quatro grupos 

experimentais: Controle (CT; sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso 

de exercício físico em declive com administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance 
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(END). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Escola de Educação Física e Esportes de Ribeirão Preto da USP 

(ID.2017.5.30.90.8). 

3.2. Avaliação do desempenho físico 

Após duas semanas de adaptação, camundongos machos C57BL/6 com oito semanas de 

vida foram adaptados ao exercício em esteira rolante (INSIGHT®, Ribeirão Preto, São Paulo, 

Brasil) por cinco dias, por 10 min/dia, com velocidade inicial de 6m/min e incrementos de 

3m/min por dia. A avaliação do desempenho físico ocorreu na semana 0 e 48h após a última 

sessão de treinamento dos protocolos EE, EE/Rapa e END nas semanas 4 e 8. Para as avaliações 

utilizou o teste de carga incremental e o teste de rotarod (61, 66-68). O grupo CT não foi 

submetido a nenhuma manipulação experimental para garantir que não houvesse interferência 

dos testes físicos nos parâmetros moleculares. A eficiência ou não dos protocolos de 

treinamento em aumentar o desempenho foi mensurada comparando seu estado inicial (ou seja, 

os resultados dos testes físicos antes de qualquer manipulação experimental) com seus dados 

após cada protocolo de exercício crônico. As Figuras 2A.1 e 2A.2 resumem o desenho 

experimental. 

3.3. Teste de carga incremental (TCI) 

O teste de carga incremental iniciou com uma velocidade de 6 m/min com incrementos 

de 3 m/min a cada 3 min até a exaustão voluntária. A exaustão ocorre quando os animais tocam 

o final da esteira cinco vezes em um intervalo de 1 minuto. A potência máxima (Pmax), definida 

como a velocidade de exaustão do animal (m/min), foi utilizada para a prescrição das 

intensidades dos protocolos EE, EE/Rapa e END (69). Enquanto os grupos EE e EE/Rapa 

realizaram o TCI a 0% de inclinação na semana 0, e −14% de inclinação nas semanas 4 e 8, o 

grupo END realizou a 0% de inclinação em todas as avaliações. 

3.4. Teste de rotarod 

Vinte e quatro horas após o TCI, a coordenação motora e o equilíbrio dos camundongos 

foram mensurados em um acelerador de estação única, o rotarod (INSIGHT®, Ribeirão Preto, 

São Paulo, Brasil). Os camundongos foram colocados no rotarod configurado para uma 

velocidade inicial de 1rpm e final de 40rpm que foi alcançada 300s após o início do movimento. 

Os camundongos realizaram três tentativas, e o tempo médio que cada roedor foi capaz de 

permanecer no topo do rotarod foi registrado (61, 70).  

3.5. Excesso de exercício físico em declive (EE) 
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O protocolo de excesso de exercício físico de corrida em declive teve duração de 8 

semanas, e cada semana experimental consistiu em cinco dias de treinamento e dois dias de 

descanso (68). Da semana 1 a semana 4, a intensidade do exercício foi realizada a 60% da Pmáx 

com 0% de inclinação, enquanto a duração do exercício iniciou em 15 min (semana 1) com 

incrementos de 15 min a cada semana. Na quinta semana, enquanto a intensidade e o volume 

do treinamento foram mantidos semelhantes aos da quarta semana, os camundongos correram 

a -14% da inclinação. Na sexta semana, a intensidade do treinamento aumentou para 70% da 

Pmáx. Na sétima semana, a intensidade e o volume do treinamento aumentaram para 75% da 

Pmáx e 75 min, respectivamente. Na oitava semana, o número de sessões diárias de treinamento 

aumentou de uma para duas com intervalo de descanso de quatro horas (Tabela 1). Para 

submeter os animais ao mesmo estresse do grupo EE/Rapa, nas últimas quatro semanas os 

animais receberam injeções de solução salina 1h antes de cada sessão de exercício. 

Tabela 1. Protocolo de EE 

Semana 
Intensidade 

(%Pmax) 

Volume 

(min) 

Sessões 

diárias 

Inclinação 

(%) 

Intervalo entre as 

sessões (h) 

1 60 15 1 0 24 

2 60 30 1 0 24 

3 60 45 1 0 24 

4 60 60 1 0 24 

5 60 60 1 -14 24 

6 70 60 1 -14 24 

7 75 75 1 -14 24 

8 75 75 2 -14 4 

 

3.6. Excesso de exercício físico em declive com injeções intraperitoneais de rapamicina 

(EE/Rapa) 

Durante a realização do protocolo de excesso de exercício físico de corrida em declive, 

o grupo EE/Rapa recebeu por via intraperitoneal uma solução contendo 2,4 mg/kg/peso de 

rapamicina (R8781- Sigma-Aldrich. Sigma-Aldrich Corporation. San Luis, Missouri, EUA) 1h 

antes de cada sessão de exercício nas últimas quatro semanas (71). 

3.7. Protocolo de endurance (END)  

O protocolo de endurance teve duração de 8 semanas, e cada semana experimental 

consistiu em cinco dias de treinamento e dois dias de descanso (65). Da semana 1 a semana 4, 

a intensidade do exercício foi realizada a 60% da Pmáx com 0% de inclinação, enquanto a 

duração do exercício iniciou em 15 min (semana 1) com incrementos de 15 min a cada semana. 

Da semana 5 à semana 8, a intensidade foi mantida em 60% da Pmáx por 1 hora com 0% de 

inclinação (Tabela 2).  
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Tabela 2. Protocolo de END. 

Semana 
Intensidade 

(%Pmax) 

Volume 

(min) 

Sessões 

diárias 

Inclinação 

(%) 

Intervalo entre as 

sessões (h) 

1 60 15 1 0 24 

2 60 30 1 0 24 

3 60 45 1 0 24 

4 60 60 1 0 24 

5-8 60 60 1 0 24 

 

3.8. Níveis de glicose, coleta de sangue e extração do tecido hepático 

Trinta e seis horas após as avaliações de desempenho físico, os camundongos, em jejum 

de 12h, tiveram o sangue da ponta da cauda coletado para mensuração da glicemia por meio de 

sistema de monitoramento glicêmico (modelo Accu-ChekTM Active, Roche, Santo André, São 

Paulo, Brasil). Em seguida, os roedores foram pesados em balança analítica (Toledo, São 

Bernardo do Campo, São Paulo, Brasil) e, a seguir, anestesiados com injeções intraperitoneais 

de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e cetamina (ou quetamina) (100 mg/kg de peso 

corporal) misturado na mesma seringa. Assim que o efeito da anestesia foi confirmado pela 

perda dos reflexos pedal e corneano, o sangue total foi coletado por decapitação. O soro foi 

separado por centrifugação (1100 × g) por 15 min a 4 ° C e armazenado a −80 ° C para posterior 

determinação da insulina, cortisol, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase 

(ALT), colesterol total, triglicerídeos, testosterona e tiroxina (T4). Imediatamente após a coleta 

do sangue, o fígado foi removido, pesado e preparado para histologia (n=5 camundongos para 

cada grupo experimental), imunohistoquímica (n=5 camundongos para cada grupo 

experimental), conteúdo de gordura hepática (n=5 camundongos para cada grupo 

experimental), reação em cadeia da polimerase em tempo real (RTq-PCR; n=5 camundongos 

para cada grupo experimental) e técnica de immunoblotting (n=5 camundongos para cada grupo 

experimental). 

3.9. Análises séricas 

A insulina sérica foi mensurada por kit ELISA (Crystal Chem, Elk Grove Village, IL 

USA) seguindo as instruções do fabricante. A resistência à insulina (HOMA-IR), a função das 

células β (HOMA-% B) e a sensibilidade à insulina (HOMA-% S) foram mensuradas usando a 

calculadora online no Diabetes Trials Unit da Universidade de Oxford 

(https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/). Para determinar a AST, ALT, colesterol total e 

triglicerídeos, kits de teste convencionais disponíveis comercialmente do LaborLab foram 

utilizados (LaborLab, Guarulhos, São Paulo, Brasil). De acordo com as instruções do fabricante 

(Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA), cortisol, testosterona e T4 foram 

avaliados usando reagentes multiplex Luminex TM (MSHMAG-21K-05 - Merck Millipore). 

https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/
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As amostras foram coletadas no instrumento Luminex MAP200 e analisadas usando o 3.1 

xPONENT System. 

3.10. Histologia  

Os tecidos hepáticos de todos os animais experimentais foram fixados em formaldeído 

a 10% dissolvido em solução salina tampão de fosfato (0,1 M pH 7,3) por 24 h. As amostras 

foram desidratadas em uma série graduada de etanol, depuradas em xilol e incluídas em 

Paraplast (Sigma Co, Saint Louis, MO, EUA). Para avaliação histopatológica, lâminas de 5 μm 

foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e ácido periódico de Schiff (PAS) para análise 

do glicogênio. As análises foram realizadas no microscópio digital Axiophot II Zeiss 

Microscope (One Zeiss Drive, Thornwood, NY, USA). As imagens foram adquiridas com 

resolução de 40x. A intensidade da coloração do glicogênio foi examinada em 10 campos por 

animal usando o software Image-J versão 1.50i (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

EUA), e o limite de cor foi definido para identificar o glicogênio, sendo esse convertido para 

uma imagem em preto/branco e definida como binária para escopo de medição e intensidade da 

coloração de glicogênio. O glicogênio foi relatado como porcentagem da área marcada pela 

coloração na imagem binária, que foi comparada com a área total da imagem. 

3.11. Marcação por Oil-red 

O fígado foi congelado rapidamente em nitrogênio líquido para confirmar a infiltração 

de lipídios usando coloração com Oil-red (n=5) (ab150678 Lipid Stain - ABCAM, Cambridge, 

Reino Unido). Seções seriais a 7 μm foram cortadas em lâminas de microscópio carregadas 

positivamente no criostato CM1850 (Leica, Wetzlar, Alemanha). As lâminas foram incubadas 

em propilenoglicol para detectar a coloração de Oil-red. As lâminas foram lavadas, 

contrastadas com hematoxilina e montadas com um meio de montagem aquoso na sequência. 

A área de depósitos de lipídios no tecido total (expressa em porcentagem) foi 

determinada para avaliar a deposição de gordura. Foram selecionadas dez imagens de tecido 

hepático com coloração Oil-red de cada grupo experimental. A porcentagem de marcação de 

tecido foi quantificada para cada imagem (72) usando o software Image-J (versão 1.50i). A 

esteatose hepática foi avaliada pelo método de contagem de pontos. Foram realizadas cinco 

lâminas de coloração Oil-red (por amostra). Dez campos microscópicos foram selecionados 

aleatoriamente para estimar a densidade de volume (Vv) da esteatose hepática pelos métodos 

de contagem de 36 pontos. Para avaliar o tamanho dos hepatócitos, usamos dez campos 

selecionados aleatoriamente, que foram contados com aumento de 400x para determinar o 

número de células dos hepatócitos. Os resultados foram apresentados como números de células 

por campo. 
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3.12. Imunohistoquímica 

A recuperação antigênica foi realizada em panela de pressão (Electrolux Chef), e a 

atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio 3% diluído em 

metanol por 15 minutos. Posteriormente, o tecido foi bloqueado com albumina de soro bovino 

a 3% (BSA) da Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, Missouri, EUA), diluído em TBS-T (1% 

Triton X ‐ 100, 100 mM de Tris, pH 7,4), por uma hora e incubados com anticorpos primários 

policlonais para Sqstm1/p62 e LC3B (Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, 

EUA) diluídos em 1% BSA durante a noite (12 horas). No dia seguinte, os cortes foram 

incubados com anticorpo secundário goat anti-rabbit HRP (1:200 -sc-2030; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) diluído em BSA 1% por duas horas. As secções hepáticas 

de cada grupo experimental foram avaliadas através do precipitado acastanhado de 

diaminobenzidina e posteriormente corado com hematoxilina. Para todos os marcadores, 

controles positivos e negativos foram realizados (73). 

As amostras de fígado foram adquiridas usando microscópio digital Axiophot II Zeiss 

Microscope (One Zeiss Drive, Thornwood, NY, EUA) com resolução de 40x, a intensidade de 

imunorreatividade do antígeno Sqstm1/p62 e LC3B foi examinada em 10 campos por animal 

usando o software Image-J versão 1.50 i (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), 

e a porcentagem de marcação de tecido foi quantificada para cada imagem. 

3.13. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RTq-PCR) 

O RNA total do fígado foi extraído utilizando trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, 

USA). De acordo com as instruções do fabricante, o cDNA foi sintetizado com 1000 ng de 

RNA total usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, California, USA). A PCR quantitativa em tempo real foi realizada no ViiA7 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) para analisar a expressão relativa do RNAm dos 

genes descritos na Tabela 3. O reagente 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR SuperMix da Solis 

BioDyne (Tartu, Estonia) foi utilizado seguindo as especificações do fabricante. Os ciclos para 

esses PCRs foram os seguintes: um ciclo a 12 °C por 12 min, 40 ciclos a 15 s por 95 °C, 25 s 

a 60 °C, e 25s a 72 °C. A curva de melting foi realizada logo em seguida. O gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase (Gapdh) foi utilizado como gene de referência para a normalização dos 

dados. Cada ensaio de PCR foi realizado em duplicado. A quantificação relativa foi calculada 

pelo método 2 -ΔΔCT usando o Thermo Fisher Cloud Software, RQ versão 3.7 (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA). 
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Table 3. Desenho dos primers. 

Gene Forward Reverse 

Prkaa1 CCAGGTCATCAGTACACCATCT TTTCCTTTTCGTCCAACCTTCC 

Mtor CCACGTGGTTAGCCAGACT TAGCGGATATCAGGGTCAGGA 

Foxo1 AGCTTCCCACACAGTGTCAA AGGACTTTTAAATGTAGCCTGCTC 

Foxo3 CAAAGCAGACCCTCAAACTGAC CTGTAAACGGATCACTGTCCAC 

Ulk1 AACATCCGAGTCAAGATTGCTG ATAATGACCTCAGGAGCCATGT 

Becn1 AGGAACTCACAGCTCCATTACT CTCTCCTGAGTTAGCCTCTTCC 

Atg5 GCTTTTGCCAAGAGTCAGCTAT AACCAATTGGATAATGCCATTTCAG 

Map1lc3b AGATAATCAGACGGCGCTTG TCGTACACTTCGGAGATGGG 

Sqstm1 ACAGCCAGAGGAACAGATGG GTAGAGACTGGAGTTCACCTGTA 

Bnip3 CAGCATGAGAAACACAAGCG TCCAATGTAGATCCCCAAGCC 

Srebf1 GAGCCATGGATTGCACATTT GGGAAGTCACTGTCTTGGTTG 

Fasn GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT GAGGACACTCAAGTGGCTGA 

Ppargc1a GAGTTGAAAAAGCTTGACTGGC CAGCACACTCTATGTCACTCCA 

Ppard CCGCATGAAGCTCGAGTATG CCAAAGCGGATAGCGTTGT 

Acacb ACCTGAAGACCTTAAAGCCAATG CCAGCCCACACTGCTTGT 

Gapdh AAGAGGGATGCTGCCCTTAC CGGGACGAGGAAACACTCTC 

Prkaa1: proteína quinase, ativada por AMP, subunidade catalítica alfa 1; Mtor: alvo 

mecanístico da rapamicina; Foxo1: O1 da caixa forkhead; Foxo3: O3 da caixa forkhead; Ulk1: 

cinase 1 de ativação da autofagia; Becn1: beclin 1; Atg5: 5 relacionado a autofagia; Map1lc3b: 

cadeia leve 3 da proteína 1 associada a microtúbulos; Sqstm1: sequestossomo 1; Bnip3: 

proteína 3 que interage com a proteína BCL2/adenovírus E1B 19 kDa; Srebf1: fator de 

transcrição de ligação do elemento regulador de esterol 1; Fasn: ácido graxo sintase; 

Ppargc1a: receptor ativado proliferativo de peroxissoma, gama, coativador 1 alfa; Ppard: 

receptor ativado proliferativo de peroxissoma, delta; Acacb: acetil-coenzima A carboxilase 

beta; Gapdh: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. 

3.14. Técnica de immunoblotting 

A técnica de immunoblotting foi realizada conforme descrito anteriormente pelo nosso 

grupo de pesquisa (66, 67, 70). Os anticorpos utilizados foram: proteina quinase ativada por 

AMP (Ampk; SC-74461), O3A da caixa forkhead (Foxo3A; SC-48348), Proteína ribossomal 

S6 quinase beta-1 (p70S6K; SC-230), cinase 1 de ativação da autofagia (ULK1; SC-390908) 

da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Dallas, Texas, EUA); Acetil-CoA 

carboxilase  (ACC; 3676S), Beta-actina (Beta-actin; 4967S), O1A da caixa forkhead (Foxo1A; 
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9454S), cadeia leve 3 da proteína 1 associada a microtúbulos (LC3B; 3868S), alvo mecanístico 

da rapamicina (mTOR; 2972S), fosforilação da ACC (p-ACC; Ser79; 3661S), fosforilação da 

AMPK (p-AMPK; Thr172; 2535S), fosforilação da Foxo3A (p-Foxo3A; Ser253; 13129S), 

fosforilação da p70S6K (p-p70S6K; Thr389; 9206S), fosforilação da mTOR (p-mTOR; 

Ser2448; 2971S), sequestossomo 1 (p62; 23214S), estearoil-CoA dessaturase 1 (SCD1; 2283S) da 

Cell Signaling Technology (Cell Signalling Technology,  Danvers, Massachusetts, USA); 

fosforilação da Foxo1A (p-Foxo1A; Ser256; OAAJ02704), fosforilação da ULK1 (p-ULK1; 

Ser556; OABF01248) da Aviva (Aviva Systems Biology Corporation, San Diego, California, 

USA). Os reagentes químicos de rotina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corporation (St. 

Louis, Missouri, EUA). A escolha das proteínas autofágicas foi baseada no “Guidelines for the 

use and interpretation of assays for monitoring autophagy (3rd edition)” (74). 

3.15. Fluxo autofágico 

 Quarenta e oito horas após a última sessão de exercício físico, cinco camundongos de 

cada grupo experimental foram tratados com injeções intraperitoneais de colchicina (0,4 

mg/kg/dia; AB120663, Abcam, Cambridge, Reino Unido) por três dias consecutivos (75, 76). 

Três camundongos do grupo controle foram tratados com veículo (solução salina) para 

demonstrar a eficácia da droga. O tratamento com colchicina bloqueia a degradação do 

autofagossomo, induzindo um aumento nos níveis de LC3 II e/ou Sqstm1/p62 (77). Uma hora 

após a última injeção de colchicina ou administração de veículo, os animais foram anestesiados 

por uma administração intraperitoneal de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e cetamina (100 

mg/kg de peso corporal). Assim que o efeito da anestesia foi confirmado pela perda dos reflexos 

pedal e corneano, as amostras de fígado foram removidas, lavadas com solução salina e 

utilizadas para a medição dos níveis da proteína de LC3 II (a forma ativa/lipidada de LC3-I) e 

Sqstm1/p62 (proteína adaptadora de autofagossomo) pela técnica de immunoblotting. A 

apresentação esquemática do tratamento com colchicina está demonstrado nas Figuras 2A.3 e 

2A.4. Além disso, foi utilizado um grupo específico de camundongos para este experimento. 

3.16. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão (SE) da média. Os testes de 

Shapiro-Wilk e Levene foram utilizados para verificar a normalidade e homogeneidade dos 

dados, respectivamente. A análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas (distribuição 

normal) ou teste de Friedman (distribuição não normal) foi utilizada para verificar os efeitos de 

protocolos experimentais crônicos nos testes de desempenho. Para outros parâmetros, ANOVA 

de uma via (distribuição normal) ou o teste de Kruskal Wallis foram utilizados para verificar o 

impacto de protocolos experimentais crônicos. 
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Quando a ANOVA para medições repetidas ou ANOVA de uma via indicou 

significância estatística, o teste post-hoc de Bonferroni foi usado. Para Kruskal Wallis, foi 

utilizado o teste post-hoc Games-Howell. Todas as análises foram bilaterais e o nível de 

significância foi estabelecido em p≤0,05. As análises estatísticas foram realizadas usando 

GraphPad Prism 8 para Windows (GraphPad Software, Inc). 

4.  RESULTADOS 

4.1. O exercício excessivo diminuiu o desempenho na semana 8 

O peso corporal (Figura 2B) e a razão do fígado/peso corporal (Figura 2C) não foram 

diferentes entre os grupos experimentais. Para o teste de carga incremental (Figura 2D) o grupo 

EE apresentou menores valores na semana 0 (p=0,022) e semana 8 (p=0,047) comparado com 

a semana 4. O grupo EE/Rapa não apresentou diferença entre as semanas experimentais. O 

grupo END apresentou valores mais elevados na semana 8 em comparação com a semana 0. 

Em comparação com o grupo END na semana 8, os grupos EE e EE/Rapa tiveram desempenho 

inferior na mesma semana experimental (p=0,000; p=0,002, respectivamente). Para o teste do 

rotarod (Figura 2E), não foram observadas diferenças entre as semanas experimentais e os 

grupos. 
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Figura 2. Representação esquemática dos procedimentos experimentais (A). Peso corporal (B). Relação peso do 

fígado/peso corporal (C). Teste de carga incremental (D). Teste de Rotarod (E). Os dados correspondem à 

média±SE de n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; +p≤0.05 vs. EE/Rapa; $p≤0.05 vs. EE semana 4; **p≤0.05 

vs. END semana 8. Controle (CT; sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso de exercício 

físico em declive com administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).  

 

4.2. O exercício excessivo combinado com o tratamento com rapamicina aumentou a 

glicemia, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT e colesterol, mas reduziu os níveis de T4 

A glicemia antes do sacrifício foi menor para os grupos EE (p=0,000) e END (p=0,000) 

em relação ao grupo EE/Rapa (Figura 3A). O grupo EE também apresentou valores de glicemia 

mais baixos em comparação ao grupo CT (p=0,008). Os níveis de insulina foram menores para 

os grupos CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END (p=0,034) em comparação com o grupo EE/Rapa 

(Figura 3B). Os níveis de insulina foram menores para os grupos CT (p=0,012) e EE (p=0,007) 

em relação ao grupo END (Figura 3B). O HOMA-IR foi menor para os grupos CT (p=0,000), 

EE (p=0,009) e END (p=0,012) em comparação ao grupo EE/Rapa (Figura 3C). Os níveis de 

HOMA-IR foram menores para o grupo EE (p=0,009) do que para o grupo END (Figura 3C). 

O HOMA-% B foi maior para os grupos EE/Rapa (p=0,003) e END (p=0,000) em relação ao 
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grupo CT (Figura 3D). O HOMA-% B foi menor para os grupos EE (p=0,006) e EE/Rapa 

(p=0,014) em relação ao grupo END (Figura 3D). O HOMA-% S foi menor para o grupo 

EE/Rapa (p=0,003) em comparação ao grupo CT (Figura 3E). O HOMA-% S foi maior para o 

grupo EE em relação aos grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,001) (Figura 3E). 

Os níveis de cortisol foram menores para os grupos CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END 

(p=0,000) em comparação com o grupo EE/Rapa (Figura 3F). O AST e os triglicerídeos não 

foram diferentes entre os grupos experimentais (Figuras 3G e 3J). Os níveis de ALT foram 

menores para os grupos CT (p=0,004), EE (p=0,000) e END (p=0,012) em comparação com o 

grupo EE/Rapa (Figura 3H). Além disso, os níveis de colesterol foram menores para os grupos 

CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END (p=0,000) em comparação com o grupo EE/Rapa (Figura 

3I). O nível de testosterona foi maior para o grupo EE (p=0,014) do que para o grupo END 

(Figura 3K). O hormônio T4 foi maior para os grupos CT (p=0,003), EE (p=0,003) e END 

(p=0,006) em comparação com o grupo EE/Rapa (Figura 3L). 
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Figura 3. Níveis séricos de glicemia (A), insulina (B), HOMA-IR (C), HOMA-%B (D), HOMA-%S (E), cortisol 

(F), AST (G), ALT (H), colesterol (I), triglicerídeos (J), testosterona (K), e T4 (L). Os dados correspondem à 

média±SE de n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; +p≤0.05 vs. EE/Rapa; ϵp≤0.05 vs. END. Controle (CT; 

sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso de exercício físico em declive com 

administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). 

4.3. Apesar do tratamento com rapamicina, o exercício excessivo aumentou o teor de 

gordura hepática 

A Figura 4A mostra o HE representativo do tecido hepático de um camundongo de cada 

grupo experimental. O grupo CT mostrou hepatócitos e trato portal com características 

morfológicas regulares. Os grupos EE e EE/Rapa apresentaram hepatócitos com vacúolos 

citoplasmáticos. O grupo EE apresentou em todas as amostras analisadas hiperemia, indicando 
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aumento local do volume sanguíneo. No grupo END, discernimos alterações relacionadas à 

maior presença de células de Kupffer quando comparado ao grupo CT. O glicogênio foi menor 

para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em relação ao grupo CT 

(Figura 4B). O teor de gordura hepática foi maior para os grupos EE (p=0,001) e EE/Rapa 

(p=0,001) em relação ao grupo END (Figura 4C e 4D). 

 

Figura 4. Caracterização histológica (x400) dos hepatócitos por hematoxilina e eosina (HE), Oil-red, e ácido 

periodico Schiff (PAS). Bar=20µm. (A), Glicogênio (B), Oil-red (C), Área do Oil-red (D). Os dados correspondem 
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à média±SE de n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; ϵp≤0.05 vs. END. Controle (CT; sedentário), Excesso 

de exercício físico em declive (EE), Excesso de exercício físico em declive com administração crônica de 

rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). 

4.4. Todos os grupos de exercício aumentaram a imunoexpressão de LC3B, mas apenas a 

combinação de exercício excessivo e rapamicina reduziu os níveis de Sqstm1/p62 após o 

tratamento com colchicina 

A imunoexpressão de Sqstm1/p62 (%) não foi diferente entre os grupos (Figura 5B). A 

imunoexpressão da LC3B (%) foi maior para os grupos EE (p=0,020), EE/Rapa (p=0,034) e 

END (p=0,019) grupos em comparação com o grupo CT (Figura 5C). Para o fluxo autofágico, 

o grupo CT que recebeu solução salina (veículo) apresentou menor conteúdo das proteínas 

Sqstm1/p62 e LC3 II do que o grupo CT que recebeu colchicina. Para os grupos exercitados 

que receberam colchicina, Sqstm1/p62 foi maior para os grupos CT (p=0,011) e END (p=0,009) 

em relação ao grupo EE/Rapa (Figura 5E). O conteúdo da LC3II não foi diferente entre os 

grupos (Figura 5F). 

 

Figure 5. Caracterização imunohistoquímica (x400) de hepatócitos por Sqstm1/p62 e LC3B (A), imunoexpressão 

da Sqstm1/p62 (B), imunoexpressão da LC3B (C), bandas com kDa (D), níveis proteicos de Sqstm1/p62 (E) e 
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LC3 II (F). Os dados correspondem à média±SE de n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; +p≤0.05 vs. 

EE/Rapa. Controle (CT; sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso de exercício físico em 

declive com administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). 

 

4.5. Todos os grupos de exercício reduziram a expressão de genes da via da autofagia  

Os níveis de RNAm de Prkaa1 foram menores para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa 

(p=0,000) e END (p=0,000) em comparação com o grupo CT (Figura 6A). Os níveis de RNAm 

da Mtor foram maiores para o grupo EE (p=0,039) em comparação com o grupo EE/Rapa 

(Figura 6A). Os níveis de RNAm de Foxo1 e Foxo3 não foram diferentes entre os grupos 

experimentais (Figura 6B). Os níveis de RNAm da Ulk1 foram menores para os grupos EE 

(p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em comparação com o grupo CT (Figura 6C). 

Os níveis de RNAm da Becn1 foram menores para EE/Rapa (p=0,004) e END (p=0,029) em 

comparação com o grupo CT (Figura 6C). Os níveis de RNAm Map1lc3a foram menores para 

os grupos EE (p=0,005), EE/Rapa (p=0,002) e END (p=0,000) em comparação com o grupo 

CT (Figura 6D). 

Os níveis de RNAm da Sqstm1 foram maiores para os grupos EE (p=0,000 e p=0,001) 

e END (p=0,000 e p=0,035) do que os grupos CT e EE/Rapa (Figura 6D). Os níveis de RNAm 

da Atg5 e Bnip3 foram menores para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END 

(p=0,000) em comparação com o grupo CT (Figura 6E). Os níveis de RNAm de Srebf1 foram 

maiores para os grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,049) em comparação com o grupo CT 

(Figura 6F). Os níveis de RNAm de Srebf1 foram menores para o grupo EE (p=0,000) em 

comparação com o grupo EE/Rapa (Figura 6F). Os níveis de RNAm de Fasn foram maiores 

para os grupos EE/Rapa (p=0,004 e p=0,011) e END (p=0,009 e p=0,024) em comparação com 

os grupos CT e EE (Figura 6F). Os níveis de RNAm de Ppargc1a foram maiores no grupo END 

(p=0,030) do que no grupo CT (Figura 5G). Os níveis de RNAm de Ppard foram maiores para 

os grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em comparação com os grupos CT e EE (Figura 

6G). Os níveis de RNAm de Ppard foram maiores para o grupo END (p=0,000) em comparação 

com o grupo EE/Rapa (Figura 6G). Os níveis de RNAm do Acacb foram menores para o grupo 

EE (p=0,008) em comparação ao grupo CT, e o grupo END (p=0,027) apresentou níveis mais 

elevados em comparação ao grupo EE (Figura 6H). 
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Figure 6. Níveis de RNAm de Prkaa1 e Mtor (A); Foxo1 e Foxo3 (B); Ulk1 e Becn1 (C); Mapllc3b e Sqstm1 (D); 

Atg5 e Bnip3 (E); Srebf1 e Fasn (F); Ppargc1a e Ppard (G); e Acacb (H). Os dados correspondem à média±SE de 

n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; #p≤0.05 vs. EE; +p≤0.05 vs. EE/Rapa; ϵp≤0.05 vs. END. Controle (CT; 

sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso de exercício físico em declive com 

administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). 

 

4.6. O exercício excessivo combinado com o tratamento com rapamicina inibiu a 

fosforilação de p70S6K e aumentou a fosforilação de Foxo1A 

Os conteúdos de p-Ampk/Ampk e p-mTOR/mTOR não foram diferentes entre os grupos 

experimentais (Figura 7B e 7C). O conteúdo de p-p70S6K/p70S6K foi menor para os grupos 

CT (p=0,000), EE/Rapa (p=0,001) e END (p=0,002) em comparação com o grupo EE (Figura 

7D). O conteúdo de p-Foxo1A/Foxo1A foi maior para o grupo EE/Rapa (p=0,047) do que o 

grupo CT (Figura 7E). O conteúdo de p-Foxo3A/Foxo3A não foi diferente entre os grupos 

experimentais (Figura 7F). O conteúdo de p-ULK1/ULK1 foi menor para o grupo END 

(p=0,032) do que para o grupo CT (Figura 7G). Os conteúdos de p-ACC/ACC e SCD1 não 

foram diferentes entre os grupos experimentais (Figura 7H e 7I). 
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Figure 7. Membranas de cada experimento com respectivos kDa (A); Conteúdo proteico de p-Ampk 

(Thr172)/Ampk (B); p-mTOR (Ser2448)/mTOR (C); p-p70S6K (Thr389)/p70S6K (D); p-Foxo1A 

(Ser256)/Foxo1A (E); p-Foxo3A (Ser253)/Foxo3A (F); p-ULK1 (Ser556)/ULK1 (G); p-ACC (Ser79)/ACC (H); 

SCD1/Beta-actina (I). Os dados correspondem à média±SE de n=5 camundongos/grupo. *p≤0.05 vs. CT; #p≤0.05 

vs. EE; +p≤0.05 vs. EE/Rapa. Controle (CT; sedentário), Excesso de exercício físico em declive (EE), Excesso de 

exercício físico em declive com administração crônica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). A beta-

actina de cada membrana está disponível no arquivo suplementar 1. Como duas membranas foram utilizadas para 

cada proteína, a comparação dos diferentes géis é permitida pela aplicação de um método de calibração publicado 

anteriormente (78).  

 

5. DISCUSSÃO 

Os principais achados da presente investigação foram: a) o grupo EE/Rapa apresentou 

níveis mais elevados de glicose, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT, colesterol, mas níveis mais 

baixos de T4; b) os grupos EE e EE/Rapa aumentaram o conteúdo de gordura hepática; c) os 

grupos EE, EE/Rapa e END apresentaram maior imunoexpressão de LC3, mas apenas o 

EE/Rapa diminuiu os níveis de Sqstm1/p62 após o tratamento com colchicina; d) os grupos EE, 
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EE/Rapa e END diminuíram a expressão dos genes da via da autofagia; e) os níveis de RNAm 

de Mtor e Sqstm1, e o conteúdo de proteína de p-p70S6K/p70S6K foram maiores para o grupo 

EE em comparação com o grupo EE/Rapa; f) os níveis de RNAm de Fasn, Ppard e Srebfl foram 

maiores para os grupos EE/Rapa e END em comparação ao grupo CT. Em resumo, a rapamicina 

inibiu a via mTOR, destacada pela expressão diminuída de Mtor e p-p70S6K/p70S6K, mas não 

foi capaz de regular positivamente os marcadores de autofagia e evitar o acúmulo de gordura 

no fígado. 

Embora as adaptações de desempenho dos grupos EE e END tenham sido descritas 

anteriormente (70, 79, 80), esta é a primeira vez que a combinação de exercício excessivo e 

rapamicina foi analisada. Interessantemente, na semana 8, o grupo EE/Rapa não apresentou 

queda de performance no TCI comparado com a semana 4, como observado para o grupo EE. 

A redução da sinalização da mTOR melhora a respiração mitocondrial, aumentando a tradução 

da subunidade do complexo de fosforilação oxidativa codificada pelo DNAmt, e modulando a 

produção de ROS (81), o que poderia justificar a resposta do grupo EE/Rapa no TCI. Para o 

teste de rotarod, a tendência (p=0,063) de melhora para o grupo EE/Rapa, demonstrada em 

outros estudos usando a mesma avaliação (82, 83), pode estar associada aos efeitos 

neuroprotetores induzidos pela rapamicina, incluindo estimulação da autofagia e inibição da 

tradução de proteínas (83). A rapamicina também pode prevenir a perda de neurônios 

dopaminérgicos e déficits motores (84). 

O grupo EE apresentou menores níveis séricos de glicose e insulina, enquanto o grupo 

EE/Rapa teve altos níveis de glicose e insulina. Um estudo anterior demonstrou níveis mais 

baixos de glicose para camundongos submetidos ao protocolo de EE, mas nenhuma diferença 

nos níveis de insulina (61). O HOMA-IR, índice de resistência à insulina, foi maior para o grupo 

EE/Rapa. Consequentemente, a sensibilidade à insulina (HOMA-% S) foi menor para o mesmo 

grupo. Os resultados foram opostos para o grupo EE, porém a porcentagem da função das 

células beta (HOMA-% B) foi menor para os grupos EE e EE/Rapa do que para o grupo END. 

Esses achados sugerem que o grupo EE possui menor função das células beta, o que foi 

compensado pela maior produção e sensibilidade a insulina. No entanto, quando combinado 

com a administração de rapamicina, desenvolveu-se uma condição de resistência à insulina, 

levando à diminuição da sensibilidade à insulina. 

Estudos recentes demonstraram que o tratamento crônico com rapamicina prejudicou 

vários parâmetros do metabolismo de carboidratos, levando a intolerância à glicose e resistência 

à insulina (85-87). A administração crônica de rapamicina levou a hiperlipidemia e 

desregulação do metabolismo lipídico (88). Quando a resistência à insulina é desenvolvida, a 
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insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogênese hepática, mas ainda pode aumentar a 

lipogênese. Como resultado, ocorrem hiperglicemia e hipertrigliceridemia (89, 90). Portanto, 

os níveis elevados de insulina para o grupo EE/Rapa podem explicar os níveis mais elevados 

de glicose e colesterol neste grupo. O grupo EE/Rapa aumentou os níveis de cortisol e diminuiu 

os níveis de T4. Esses achados podem ser justificados pela supressão da mTOR, uma vez que 

o tratamento com cortisol diminuiu a fosforilação de S6K (91), enquanto o tratamento com T4 

aumentou a expressão da proteína ribossomal S6 (92), ambos alvos da via da mTOR. Os níveis 

elevados de testosterona sérica dependem do volume, intensidade e massa muscular envolvida 

no exercício (93). Assim, os valores aumentados de testosterona no grupo EE podem estar 

relacionados com a intensidade e o volume do exercício. Ao mesmo tempo, os níveis mais 

baixos do grupo EE/Rapa podem estar ligados ao aumento do cortisol, que suprime o hormônio 

luteinizante testicular e diminui a testosterona (93). 

Os grupos EE e EE/Rapa apresentaram acúmulo de gordura hepática. O aumento de 

lipídios nos hepatócitos caracteriza a doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD), 

gerando fatores patogênicos, como dano oxidativo ao DNA, inflamação e outros (94). Além 

disso, camundongos submetidos ao protocolo de exercício excessivo apresentaram transdução 

prejudicada da via de sinalização da insulina no músculo esquelético (95). A resistência à 

insulina do músculo esquelético pode causar o desenvolvimento de NAFLD, aumentando a 

lipogênese hepática de novo. Como mecanismo compensatório, a glicose para sintetizar 

glicogênio no músculo esquelético é redirecionada para triacilglicerol no fígado (94). O 

desenvolvimento de resistência hepática à insulina, em que a ativação do glicogênio sintase é 

prejudicada pela insulina, também redireciona a glicose para as vias lipogênicas, exacerbando 

ainda mais a NAFLD (94, 96). 

 A autofagia é diminuída na NAFLD, contribuindo para o acúmulo de lipídios hepáticos 

(97). Os grupos EE, EE/Rapa e END reduziram a maioria das expressões de RNAm (isto é, 

Prkaa1, Ulk1, Mapllc3b, Atg5 e Bnip3), que estão relacionados a várias etapas da via de 

autofagia. A diminuição da autofagia no grupo EE pode ser explicada pelos baixos níveis de 

RNAm de Prkaa1 e altos níveis de Mtor, respectivamente ativador e inibidor autofágico via 

fosforilação da ULK1 (98). Mesmo suprimindo a via mTORC1 pela rapamicina, com destaque 

para a diminuição da expressão do RNAm da Mtor e p-p70S6K/p70S6K, o grupo EE/Rapa 

apresentou redução dos genes autofágicos. Os níveis mais elevados de insulina para o grupo 

EE/Rapa podem ter suprimido a autofagia pela ativação dependente de fosforilação mediada 

por (PDK1) da proteína quinase B (Akt) (98). Diversas investigações utilizando diferentes 

condições de saúde demonstraram elevação dos marcadores de autofagia no tecido hepático e 
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nas células hepáticas após o tratamento com rapamicina (99-103), porém é a primeira vez que 

a combinação entre excesso de exercício e rapamicina é investigada. da Rocha et al. (80) 

demonstraram a redução de vários genes autofágicos no fígado de camundongos submetidos 

aos protocolos de endurance ou excessivo. Os autores concluíram que o exercício regular de 

endurance é um fator epigenético que modifica as expressões gênicas autofágicas no fígado a 

um novo estado basal (80). 

Para analisar o fluxo autofágico, os roedores receberam colchicina, uma droga 

bloqueadora do autofagossomo que aumenta o conteúdo de Sqstm1/p62 e LC3 II. A ativação 

autofágica hepática preserva os hepatócitos da morte e lesão celular (104). Os maiores valores 

de Sqstm1/p62 para os grupos CT e END estão provavelmente associados à saúde do fígado 

desses animais. Algumas investigações verificaram a indução da autofagia hepática após 

exercícios de endurance (46, 105), mas sem o uso de um bloqueador do autofagossomo, como 

a colchicina. A imunoexpressão de LC3B foi maior para os três grupos exercitados. No entanto, 

os níveis proteicos de LC3 II no experimento de fluxo autofágico não foram diferentes entre os 

grupos experimentais. De acordo com o "Guidelines for the use and interpretation of assays for 

monitoring autophagy" um problema com a detecção de LC3 por imunohistoquímica é que essa 

proteína pode ser localizada em estruturas diferentes do autofagossomo em alguns tecidos. Por 

exemplo, em hepatócitos de roedores, o LC3 endógeno é detectado nos autofagossomos e nas 

gotículas lipídicas (106), o que poderia justificar os diferentes dados do presente estudo na 

detecção de LC3 por imunoexpressão e immunoblotting. 

 A lipogênese hepática é aumentada em resposta à ativação do fator de transcrição 1 de 

ligação ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c), que parece ser regulado pela insulina a 

nível transcricional (107). O desenvolvimento de NAFLD aumenta a lipogênese de novo (94), 

visualizada pelos níveis aumentados de RNAm de Srebf1 e Fasn no grupo EE/Rapa. A elevação 

desses marcadores para o grupo END pode ser resultado do aumento do turnover de 

triacilglicerídeos, possivelmente para atingir o suprimento de energia do exercício e transferir 

lipídios para outros tecidos como os músculos esqueléticos (51). A p-Foxo1A/Foxo1A foi 

maior para o grupo EE/Rapa em comparação com o grupo CT. Houde et al. (88) verificaram 

que o tratamento crônico com rapamicina aumentou o conteúdo nuclear de Foxo1. Como 

resultado dos níveis elevados de insulina, as proteínas Foxo passam por fosforilação e 

translocação mediada por insulina do núcleo para o citoplasma, gerando a inibição da expressão 

do gene alvo (108). O grupo EE/Rapa mostrou níveis mais elevados de insulina e, por causa do 

feedback negativo, níveis mais elevados de proteína de p-Foxo1A/Foxo1A. A p-ULK1/ULK1 
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foi menor no grupo END, provavelmente devido aos níveis reduzidos de RNAm de Prkaa1, 

que é essencial para a fosforilação da ULK1. 

 Conclui-se, que ambos os grupos submetidos ao excesso de exercício apresentaram 

acúmulo de gordura hepática, o que parece ser independente da inibição de mTOR, uma vez 

que o tratamento com rapamicina não evitou essa consequência hepática. Como todos os 

roedores experimentais exercitados reduziram os marcadores de autofagia, novas investigações 

são necessárias para desvendar outros mecanismos moleculares capazes de explicar a elevação 

da gordura no fígado de ratos submetidos ao excesso de exercício. A figura 8 sumariza os 

principais achados da presente investigação. 

 

Figure 8 – Principais achados da presente investigação. 

 

NOTA 

Os presentes resultados foram submetidos como um artigo intitulado “Rapamycin did 

not prevent the excessive exercise-induced hepatic fat accumulation” 
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