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RESUMO

PINTO, AP. Mecanismos moleculares relacionados ao aumento do contetdo hepatico de
gordura em resposta ao excesso de exercicio fisico. 2021. 58f. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

O exercicio excéntrico excessivo levou ao acumulo de gordura hepatica, o que ocorreu
concomitantemente com a elevagcdo das principais proteinas do complexo 1 do alvo da
rapamicina em mamiferos (MTORC1) e da via de sinalizacdo da insulina. Uma vez que a
mMTORC1 e a insulina podem inibir a via da autofagia e explicar a elevacéo do conteudo de
lipidio no figado, o principal objetivo da presente investigacdo foi verificar a resposta dos genes
e proteinas relacionados as vias da autofagia e lipogénese no tecido hepatico de camundongos
submetidos ao protocolo de corrida excessivo em declive com e sem a administracdo de
rapamicina, uma droga que inibe a via da mTORC1. Camundongos C57BL/6 foram divididos
em quatro grupos experimentais: Controle (CT; sedentario), Excesso de exercicio fisico em
declive (EE), Excesso de exercicio fisico em declive com administracéo cronica de rapamicina
(EE/Rapa) e Endurance (END). Ao final do protocolo de 8 semanas de exercicio, 0 sangue e 0
figado foram coletados para analise sérica, histologia, imunohistoquimica, contetudo de gordura
hepética, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real e immunoblotting. Os principais
resultados foram: 1) elevacdo dos niveis de glicose, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT e
colesterol, mas niveis mais baixos de T4 para o grupo EE/Rapa; 2) acimulo de gordura hepatica
para os grupos EE e EE/Rapa; 3) aumento de LC3 por imunoexpressao e diminui¢do dos genes
autofagicos para os grupos EE, EE/Rapa e END; 4) reducdo da fosforilacdo de p70S6K e
aumento da fosforilacdo de FoxolA para o grupo EE/Rapa. Em resumo, 0 exercicio excessivo
com ou sem rapamicina levou ao aumento do contetdo de gordura no figado. Embora a
rapamicina tenha sido eficaz na inibicdo de mTOR, a via da autofagia ndo foi regulada

positivamente.

Palavras Chaves: Autofagia; Exercicio; Hormonios; Lipogénese; 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 Ribeirdo Preto, University
of Sdo Paulo, Ribeirdo 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
(mMTORC1) 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
mMTORC1 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. REVISAO DE LITERATURA
1.1. O figado

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo humano e sua unidade funcional bésica é o
lobo hepatico. O figado processa e sintetiza muitas substancias como carboidratos, lipidios e
proteinas (1). No metabolismo de carboidratos, o figado executa o armazenamento de
glicogénio, realiza gliconeogénese, conversdo de frutose e galactose em glicose e formacdo de
compostos quimicos a partir do metabolismo de carboidratos (2). J& as funcdes do figado no
metabolismo lipidico estdo envolvidas na oxidacdo de acidos graxos para fornecer energia,
sintese de gordura a partir de carboidratos e proteinas, bem como na sintese de colesterol,
fosfolipidios e lipoproteinas. O metabolismo das proteinas esta relacionado a desaminacao de
aminoacidos, a formacdo de proteinas plasmaticas, a formacéo de ureia para remover a aménia

e & sintese de outros compostos a partir dos aminoacidos (1).

O figado é essencial para manter a glicose no sangue. O armazenamento de glicogénio
hepatico permite a retirada dos niveis excessivos de glicose no sangue e o retorno desse
substrato do figado ao sangue quando os niveis de glicose sdo reduzidos. A gliconeogénese
ocorre quando as concentracBes de glicose caem abaixo dos niveis normais. Assim, o figado
converte os aminoacidos e o glicerol dos triglicerideos em glicose, ajudando a manter niveis
glicémicos aceitaveis (1). A energia dos lipidios precisa da decomposi¢do da gordura em
glicerol e &cidos graxos. Os acidos graxos séo divididos em radicais acetil de dois carbonos,
formando a acetil-coenzima A (acetil-CoA), que pode entrar no ciclo do acido citrico para ser
oxidada e liberar energia. No entanto, o figado ndo pode usar toda a acetil-CoA formada, assim,
parte do Acetil-CoA é convertida em &cido acetoacético - um acido soltvel que passa das
células do figado para o fluido extracelular - sendo transportado para o corpo e absorvido por
outros tecidos. Esses tecidos convertem o &cido acetoacético em acetil-CoA e o oxidam da

maneira usual (1).

A formacdo hepética de ureia é essencial para a remogdo de amonia dos fluidos
corporais. A amonia é formada principalmente pela desaminacéo de aminoacidos, que ocorrem
antes de poder ser usada como energia ou convertida em carboidratos (1). Devido a importancia
do figado para o metabolismo, o processo e a sintese de substancias, disturbios ou disfun¢des
estdo associados a sintomas patologicos (1). A autofagia permite que o figado controle de forma
eficiente e precisa a qualidade e a quantidade de organelas citoplasmaticas, incluindo

mitocondrias, peroxissomos e goticulas lipidicas (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 figado, como uma resposta a inani¢do (5). A autofagia gera diversas reacoes
moleculares que resultam na degradacdo de componentes intracelulares, tendo o lisossoma
como destino final (6-8). Alguns tipos de autofagia diferem na forma como o material
citoplasmatico é entregue aos lisossomos, sendo elas a macroautofagia, microautofagia e
autofagia mediada por chaperona (3, 8).

A microautofagia envolve a captacdo e a degradacdo do conteudo citoplasmatico que
estd proximo do endossomo e do lisossomo (3). A microautofagia envolve os materiais
intracelulares para ativar a degradacao. A autofagia mediada por chaperona (CMA) é exclusiva
para proteinas com o pentapeptideo KFERQ (KFERQ motif), que sdo reconhecidas pela
proteina de choque térmico cognata de 71 kDa (HSC70, também conhecida como HSPAS), no
citosol. Aproximadamente 30% das proteinas citosolicas apresentam o pentapeptideo KFERQ,
incluindo enzimas do metabolismo intermediario. O HSC70 promove a translocacdo das
proteinas alvo sobre as membranas lisossomais para o lumen lisossomal por meio de interacdes

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

A via mais estudada é a da macroautofagia, que sera aqui chamada de autofagia. A via
da autofagia é responsavel pela reciclagem intracelular e atua em condi¢des basais, mas também
é estimulada em condi¢des de estresse como restricdo calorica e exercicio fisico (9). A autofagia
é regulada por mais de 30 genes, 18 dos quais sdo genes cruciais para a formacdo dos
autofagossomos (10). A autofagia abrange varias etapas apos a indugdo (11), como iniciacdo e
regulacao do pré-fagéforo, também conhecido como PAS; alongamento e expansao do fagoforo
(ou fagoporo); formacéo e maturacdo do autofagossomo, que se funde com os lisossomos para
formar os autolisossomos para degradacéo (12). Em aproximadamente 70% do seu contexto, a
inducdo da autofagia tem papel citoprotetor (13). A insulina e/ou glicose, assim como 0s

aminoéacidos, regulam a atividade autofagica (10).

O processo € iniciado com a formagdo do complexo da proteina autofagica (ULK),
composto pela proteina autofagica 1 (ATG1 ou ULK1), ATG13 e a proteina quinase de
interacdo familiar de 200 kDa de adesao focal (FIP200 ou ATG17) (14, 15). Com isso, ocorre
a iniciacdo do mecanismo e a ativacdo de um segundo complexo, denominado de BECN, que
contétm o ortdlogo em mamiferos de Atgé 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 (Ambral) (10, 16). Nessa etapa, a Beclin-1 se encontra dissociada da célula B de linfoma 2
(BCL-2), e esta dissociacao é responsavel pela condugdo do complexo BECN para a membrana
do fagéforo, iniciando a nucleacéo (17).

Apds a iniciacdo e nucleacdo do PAS, o processo de alongamento do fagdforo € ativado.
Ambos os complexos (complexo ULK e BECN) sinalizam para ativacdo da ATG7 que
catalisara a conjugagdo da ATG5 e ATG12. Apoés a conjugacdo, o complexo ATG5/ATG12
liga-se a ATG16L gerando o alongamento do fagdéforo. As proteinas ATG7 e ATG3 geram a
lipidacdo da cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtdbulos (LC3 I), formando a LC3 1l
que se conjuga a uma fosfatidiletanolamina gerando o fechamento do fag6foro em
autofagossomo. Além disso, o complexo ATG5-ATG12-ATG16L funciona como uma enzima
semelhante a E3, determinando o local de lipidacdo de LC3 (18). A LC3 Il também interage
diretamente com a sequestossomo 1 (Sqstm1/p62), proteina que marca quem deve ser envolto
pelo autofagossoma e degradado por autofagia (7, 11, 12, 19-22). As ac¢Ges dos microtubulos
garantem o transporte preciso do autofagossomo ao lisossoma para fusdo (23). Apds a fusdo
com o lisossoma para formar o autolisossomo, ocorre a degradacdo (24). A Figura 1 resume o

processo autofagico descrito acima.

Nucleagao e formagao Extensdo do
do fagéforo fagéforo Autofagossoma

P ,“

.Q.ZED ‘ ‘ ® @D ‘ [ @ aD»

/’ ® . N - 2N

| | Fuséo com o ® dDd

Lisossomo

Lisossomo

. Autolisossomo
L3 AT ATGN |__ e ATGT Degradagao
| Complexo ULK | ] ki)
. 5 Comy BECN MACROAUTOFAGIA
| ATG12 = \
ATGS | ATGIEL 1)
Sistema de Conjugacio
Sistema ATG5-ATG12 | LC3
MICROAUTOFAGIA LAMP2A
KFERQ motif
Lisossomo Lisossomo
. L ¢ @
(0e) € HSC70 60
PN <
/‘o <
) - : AUTOFAGIAMEDIADA
L J } Organelas e proteinas POR CHAPERONA

Figura 1 - Representacdo esquematica da autofagia. O processo comega com a formacdo dos complexos ULK e
BECN iniciando a nucleacdo. A ativacdo de ATG7 catalisa a conjuncdo de ATG5 e ATG12 e, junto com ATG16L,
resulta no alongamento do fagéforo. ATG7 e ATG3 auxiliam na lipidagdo de LC3I em LC3Il, que é entdo
conjugado a uma fosfatidiletanolamina, resultando no fechamento do fag6foro. A fusdo com lisossomos forma
autolisossomos que degrada o conteddo intracelular. As biomoléculas resultantes séo 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 n&o esta bem definido como as células identificam a necessidade de aumentar a
atividade autofagica, mas isso provavelmente ocorre por multiplos mecanismos, dependente do
tipo de estimulo. Assim que o sinal de ativacdo da autofagia é transduzido, os ATGs controlam
as etapas da via da autofagia (formacdo de autofagossomo para degradacdo de carga). Junto
com sua reorganizacdo de complexos inativos para ativos, a magnitude e a duragédo da ativagéo
da autofagia sdo moduladas pelos niveis de expressdo de ATG em resposta a diferentes
programas de transcri¢do (25). Um desses transcricionais € o fator de transcricdo EB (TFEB),
impulsionando a via da autofagia em vérias etapas (26). O TFEB aumenta a biogénese
lisossomal; gerencia a expressao dos genes Atg para prevenir a deplecdo da proteina ATG; e
controla os genes necessarios em outras etapas da autofagia, como o receptor de fixacdo de NSF
soltvel (SNARES) para fusdo da membrana e hidrolases especificas (26, 27). Outras moléculas
também podem regular a autofagia, como no estado de jejum, a qual a proteina de ligacdo ao
elemento de resposta do cAMP (CREB) e o receptor-alfa ativado pelo proliferador de

peroxissoma (PPAR«) monitoraram a regulagdo da transcri¢do da autofagia (25, 28).

A autofagia pode ser modificada em trés niveis da sua via: 1) antes da formacdo do
autofagossomo, por meio da modulacéo da atividade de fatores de transcricdo, como o TFEB,;
2) durante a formacéo do autofagossomo, em etapas como iniciac¢do e nucleacdo; 3) durante a
maturacdo do autofagossomo quando ele se funde com o compartimento lisossomal (8). A
interferéncia no processo da autofagia pode contribuir para a patogénese de diversas doencas,
como doencas associadas ao figado, cancer, doencas infecciosas e doencas neurodegenerativas
(29). Portanto, os esforcos atuais estdo focados em compreender as vias moleculares que

conduzem este sistema.
1.3. Funcoes da autofagia no figado

A autofagia hepatica é vital para o clearance de organelas danificadas e anormais, bem
como proteinas que podem se acumular e levar a hepatotoxicidade (6). O papel central da
autofagia hepatica inclui a adaptacéo a inanicdo (fome) por meio do inicio da glicogendlise,
lipdlise e catabolismo de proteinas, que ocorrem nessa ordem durante a privacao severa de
nutrientes (3). O nivel da autofagia hepética esta correlacionado com o ciclo alimentacéo-jejum,

que ¢ controlado pela insulina, glucagon e aminoacidos (30).
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A autofagia seletiva regula caracteristicas importantes do metabolismo hepéatico, como
por exemplo a B-oxidagdo. A autofagia seletiva € um tipo de autofagia que degrada produtos
em vias metabolicas hepéaticas muito reguladas espaco-temporalmente e é controlada
principalmente por marcacdo do material a ser degradado (3). A seguir, apresentaremos alguns

dos mecanismos moleculares da autofagia seletiva no contexto das vias metabdlicas.
Glicofagia

A autofagia contribui para manter o equilibrio energético no figado por meio do
catabolismo do glicogénio, um dos importantes estoques de energia hepatica (6, 31). Os
autofagossomos envolvem seletivamente os granulos de glicogénio para o catabolismo em
glicose. A proteina dominio de ligacdo de amido 1 (STBD1), que é expressa em altos niveis em
tecidos de armazenamento de glicogénio, como musculo e figado, liga o glicogénio por meio
de um dominio de ligacdo a carboidrato 20 (CBM20) (32, 33). As mutacdes no dominio
STBD1-CBM20 geram um acumulo de glicogénio em linhas de células humanas. STBD1 se
conecta preferencialmente ao glicogénio que € menos ramificado para destruicdo por autofagia
seletiva (33).

Lipofagia

A lipofagia € uma autofagia seletiva e foi observada pela primeira vez no figado de
camundongos, onde as goticulas de lipidios foram englobadas pelo autofagossomo e
transportadas para os lisossomas para serem decompostas pelas lipases lisossomais residentes
(34). Durante a inanicdo, um programa de transcricdo é iniciado no figado para preparar o
sistema autofagico/lisossomal, que inclui organelas e conteldo enzimatico para a chegada e
processamento dos lipidios (27). A contribuicdo da lipofagia para a lipolise em condigdes
normais pode ser discreta, mas a lipofagia evita o acimulo de lipidios hepaticos em resposta a

sobrecarga de lipidios na dieta (6).

A inibicdo da autofagia nos hepatdcitos aumenta o armazenamento de triacilglicerol em
goticulas de lipidios, levando ao acumulo de lipidios hepaticos. Além disso, o aumento do
armazenamento de triacilglicerol é devido ao comprometimento da lipolise e ndo ao aumento
em sua sintese, sugerindo que a autofagia desempenha um papel essencial na lipolise (35, 36).
Animais com superexpressdo de ATG7 no figado tiveram inducdo da autofagia levando a
reducdo da esteatose hepatica, reforgando assim a fungdo lipolitica da autofagia (37). N&o séo
apenas 0s acidos graxos, mas também a composicdo lipidica da membrana que podem

influenciar o comportamento da via autofagica. A exposicao a altas concentracdes de lipidios
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modifica a composi¢do da membrana, diminuindo a capacidade de fuséo dos autofagossomos
e lisossomos (38).

1.4. Exercicio e autofagia hepatica

O exercicio fisico tem varios beneficios a salde, como a expansdo da expectativa de
vida e protecdo contra doencas como diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer e outras (39). O exercicio fisico é dividido em duas categorias
bésicas: a) atividades aerdbicas, também conhecidas como exercicio de endurance, que sao
ritmicas e envolvem grandes musculos, como a corrida; b) exercicios de resisténcia ou forga,

que utilizam a resisténcia a contragdo muscular (40, 41).

A alta demanda metabdlica do mdsculo em atividade durante o exercicio ndo pode ser
atendida sem uma resposta robusta do figado (42). O figado armazena, libera e recicla energia.
As demandas energéticas do figado sdo alcancadas pelo aumento da oxidacéo de acidos graxos,
mobilizados do tecido adiposo. As adaptacdes ap0os o exercicio fisico facilitam a reposicao dos
estoques de glicogénio. O glucagon e a insulina orquestram a resposta hepatica durante e apos
o exercicio fisico. O figado se adapta as repetidas demandas do exercicio, assim como o
musculo esquelético, aumentando a capacidade de producéo de energia e oxidacdo de gordura
(42, 43).

Uma das principais questdes ainda desconhecidas nos estudos sobre autofagia hepética
e exercicio fisico € como o musculo se comunica com 0s outros érgdos, como o figado,
sinalizando o inicio da autofagia (44). O musculo esquelético é um 6rgao endocrino que secreta
horménios, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, que coletivamente sdo denominadas
miocinas. As miocinas podem estar envolvidas na indugdo da autofagia durante e apds o

exercicio fisico (45).

O exercicio de endurance é um indutor ndo farmacologico da autofagia (46). O beneficio
do exercicio de endurance depende de sua intensidade (47). No entanto, 0s mecanismos
fisiolégicos e moleculares pelos quais o exercicio de endurance ativa a autofagia hepética ainda
ndo estdo claros (46). Atée onde sabemos, poucos estudos demonstraram o impacto do exercicio
fisico na via autofigica em figados saudaveis, sem a presenca de patologias ou dietas
hiperlipidicas (46-49).
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Kwon et al. (46) verificaram a ligacao entre autofagia e exercicio de endurance de curto
prazo no tecido hepatico. Camundongos machos C57BL/6 correram em uma esteira por cinco
dias por 60 minutos. O exercicio promoveu a ativacdo da LC3 I, ATG7, e fosforilacdo da
proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (p-AMPK), bem como inibicdo da
Sqstm1/p62 (46). Uma vez que a Sqstm1/p62 e a LC3 Il se ligam a moléculas celulares para
serem degradadas pelos lisossomos, uma diminuicdo dos niveis de Sqgstm1/p62 com um
aumento da LC3 Il é considerada uma indicacdo do fluxo autofagico na maioria dos estudos.
Pauly et al. (11) investigaram os efeitos do treinamento de alta intensidade (HIT) em hipdxia e
verificaram que no tecido hepatico as proteinas da via da autofagia ndo foram moduladas com
0 exercicio (11).

Gunadi et al. (47) verificaram os niveis autofagicos em ratos Wistar submetidos a
diferentes intensidades de exercicio (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 expressdo de RNAmM de Mapllc3b diminuiu no figado dos
animais submetidos a intensidades baixa, moderada e alta, enquanto a expressdo de RNAm de
Sgstm1 diminuiu nas intensidades moderada e alta. Os niveis proteicos de Beclin-1 e LC3 11
aumentaram em todas as intensidades de exercicio. Enquanto os niveis da proteina ATG5
aumentaram nas intensidades moderada e alta, Sqstm1/p62 diminuiu nessas sessbes de
exercicio. O aumento dos niveis proteicos de Beclin-1, LC3 1l e ATGS5, seguido pela reducéo
dos niveis de Sqstm1/p62, reflete um aumento da atividade da autofagia (47). Santos-Alves et
al. (48) verificaram o impacto do treinamento crénico de endurance (END) e da atividade fisica
voluntaria (AFV) no controle celular e mitocondrial do figado. Ratos Sprague-Dawley
correram na esteira ou foram expostos a roda livre voluntaria por 12 semanas. O protocolo de
END aumentou o contetdo proteico da Beclin-1, Sqstm1/p62, enquanto o AFV reduziu o
contetdo proteico da Beclin-1. Ambos os protocolos de exercicio aumentaram o contetdo
proteico de LC3 Il. Apesar das diferencas entre os efeitos do exercicio na regulagdo das
proteinas avaliadas, tanto o END quanto o AFV aumentaram a sinalizacdo autofagica, o que

pode estar envolvido na fisiologia hepética (48).

Bayod et al. (49) analisaram os efeitos do treinamento em esteira (36 semanas) no
processo de autofagia em ratos Sprague-Dawley. A razdo LC3II/l e Beclin-1 ndo tiveram
alteracdes significativas. A fosforilacdo do alvo mecanistico da rapamicina (mTOR) e 0s niveis
de Sqgstm1/p62 aumentaram ap0s o exercicio. Assim, 0s autores acreditam que a ativagéo de
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mTOR e os niveis mais elevados de Sqstm1/p62 no figado apds o exercicio podem estar
relacionados aos efeitos metabdlicos em vez de inibi¢do da autofagia, regulando aspectos como
controle de energia e adipogénese (49). Diversas investigacdes (46-51) demonstraram aumento
de LC3 Il e diminuicdo dos niveis de Sgstm1/p62; no entanto, esses estudos ndo mediram
especificamente o fluxo autofagico. As recomendagdes atuais para avaliar o fluxo autofagico
in vivo empregam o uso de inibidores para monitorar o autofagossomo e o turnover especifico
de proteinas autofagicas. Avaliar genes e proteinas da autofagia sem considerar o fluxo tem
suas limitagcdes, uma vez que as possiveis alteracfes encontradas ndo fornecem uma distin¢éo
clara entre ativacdo ou inibicéo autofagica (52). Apenas dois estudos (53, 54) avaliaram o fluxo
autofagico usando um inibidor farmacoldgico no figado apds o exercicio, enquanto a maioria
ndo (11, 46, 47, 49-51, 55-57). Esses dois estudos verificaram que o fluxo de LC3 Il e

Sqgstm1/p62 ndo foi modulado pelo exercicio fisico cronico (53, 54).

Possiveis hipdteses para 0 mecanismo que coordena os eventos de controle de qualidade
no figado apos o exercicio podem estar associadas a modificacdo no contetido e/ou atividade
de proteinas essenciais que estdo no controle das alteracdes pds-traducionais, influenciando a
atividade, o trafego ou os processos de translocacédo através de (des)fosforilacdo, (de)metilacdo
e (des)acetilacdo. (49, 58). Nas Ultimas décadas, diversos estudos investigaram a respeito da
regulacao da autofagia e sua funcéo na fisiologia e fisiopatologia dos tecidos. No entanto, sabe-
se relativamente pouco sobre a regulacdo autofagica hepatica durante o exercicio,
principalmente sua resposta a diferentes protocolos de exercicio fisico. Embora algumas
investigacdes tenham avaliado os efeitos do exercicio na autofagia hepatica, pesquisas futuras
devem se concentrar no uso de ensaios adicionais para medir o fluxo autofagico. E necessario
controlar as variaveis relacionadas a prescricdo do treinamento como intensidade, volume e

frequéncia.
2. INTRODUCAO

O treinamento fisico induz a uma quebra da homeostase, gerando melhora do
desempenho fisico devido ao principio da supercompensacao. Para atingir essas adaptacoes
positivas, o treinamento de sobrecarga excessiva deve ser evitado (59). O desequilibrio entre o
treinamento fisico de alta intensidade e periodos inadequados de recuperacdo (ou seja,
overtraining/OT) pode levar a estagnacao ou diminui¢cdo do desempenho (59). Utilizando um
protocolo de overtraining baseado em sessdes de corrida em excesso em declive, da Rocha et

al. (60, 61) observaram aumento nas proteinas principais do complexo 1 do alvo da rapamicina
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em mamiferos (MTORC1) e na via de sinalizagdo da insulina, acompanhado de sinais de
inchaco celular, inflamacgéo aguda e acimulo de gordura no tecido hepético de camundongos.
autofagia (21, 62), enquanto a administracdo de rapamicina, uma droga que inibe a proteina
mTORC1, pode estimular a autofagia (63).

No figado, especialmente na forma de microlipofagia ou lipofagia, a autofagia regula o
armazenamento intracelular de lipidios degradando goticulas de lipidios e liberando acidos
graxos no citosol, 0 que ocorre como uma resposta rapida ao jejum (35). A inibicdo da autofagia
nos hepatdcitos aumenta o0 armazenamento de triglicerideos nas goticulas lipidicas, levando ao
acumulo de gordura no figado. A elevacdo no armazenamento de triglicerideos ocorre devido a
lipolise prejudicada e ndo a sua sintese elevada, sugerindo que a autofagia desempenha um
papel vital na lipdlise (35, 36). Além disso, a ativacdo da autofagia por superexpressdo
especifica no figado do gene Atg7 diminuiu a esteatose significativamente, destacando o papel
lipolitico da autofagia (64).

Com base nos achados publicados anteriormente por da Rocha et al. (2, 3), é possivel
hipotetizar que a ativacdo de ambas as vias de sinalizacdo de mTORCL e insulina podem ter
desempenhado um papel fundamental no acimulo de gordura hepética através da inibicdo da
autofagia (21, 62), o que prejudicaria a lipofagia e, portanto, a degradacdo das goticulas de
lipidios. Portanto, o objetivo principal da presente investigacéo foi verificar as respostas dos
genes e proteinas relacionadas as vias da autofagia e lipogénese no figado de camundongos
submetidos ao protocolo de corrida em excesso em declive com e sem administracdo de
rapamicina. Como grupo controle positivo, para comparar 0s resultados observados nos
camundongos overtreinados, utilizamos um protocolo de treinamento fisico de endurance

vinculado a resultados positivos (65).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais experimentais

Camundongos machos C57BL/6 com 6 semanas de vida provenientes do Biotério
Central da Universidade de Sado Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto foram mantidos em
micro-isoladores, em rack ventilada (INSIGHT®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), trés
animais por gaiola, com temperatura controlada (22 + 2 ° C) em um ciclo normal de 12h claro-
escuro, com livre acesso a ragao (Purina) e &gua. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais: Controle (CT; sedentério), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso

de exercicio fisico em declive com administracdo cronica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance
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(END). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Escola de Educacdo Fisica e Esportes de Ribeirdo Preto da USP
(1D.2017.5.30.90.8).

3.2. Avaliacao do desempenho fisico

Ap0s duas semanas de adaptagdo, camundongos machos C57BL/6 com oito semanas de
vida foram adaptados ao exercicio em esteira rolante (INSIGHT®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil) por cinco dias, por 10 min/dia, com velocidade inicial de 6m/min e incrementos de
3m/min por dia. A avaliacdo do desempenho fisico ocorreu na semana 0 e 48h apos a Ultima
sessdo de treinamento dos protocolos EE, EE/Rapa e END nas semanas 4 e 8. Para as avaliagoes
utilizou o teste de carga incremental e o teste de rotarod (61, 66-68). O grupo CT nao foi
submetido a nenhuma manipulacdo experimental para garantir que nao houvesse interferéncia
dos testes fisicos nos parametros moleculares. A eficiéncia ou ndo dos protocolos de
treinamento em aumentar o desempenho foi mensurada comparando seu estado inicial (ou seja,
os resultados dos testes fisicos antes de qualquer manipulacdo experimental) com seus dados
apos cada protocolo de exercicio crénico. 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 exaustdo voluntaria. A exaustdo ocorre quando 0s animais tocam
o final da esteira cinco vezes em um intervalo de 1 minuto. A poténcia maxima (Pmax), definida
como a velocidade de exaustdo do animal (m/min), foi utilizada para a prescricdo das
intensidades dos protocolos EE, EE/Rapa e END (69). Enquanto os grupos EE e EE/Rapa
realizaram o TCI a 0% de inclinacdo na semana 0, ¢ —14% de inclinagdo nas semanas 4 ¢ 8, o
grupo END realizou a 0% de inclinacdo em todas as avaliagdes.

3.4. Teste de rotarod

Vinte e quatro horas ap6s o TCI, a coordenagdo motora e o equilibrio dos camundongos
foram mensurados em um acelerador de estacdo Unica, o rotarod (INSIGHT®, Ribeirdo Preto,
Sé&o Paulo, Brasil). Os camundongos foram colocados no rotarod configurado para uma
velocidade inicial de 1rpm e final de 40rpm que foi alcan¢ada 300s ap0s o inicio do movimento.
Os camundongos realizaram trés tentativas, e 0 tempo médio que cada roedor foi capaz de
permanecer no topo do rotarod foi registrado (61, 70).

3.5. Excesso de exercicio fisico em declive (EE)



24

O protocolo de excesso de exercicio fisico de corrida em declive teve duracdo 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 exercicio foi realizada a 60% da Pmax
com 0% de inclinagdo, enquanto a duracdo do exercicio 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, 0s camundongos correram
a -14% da inclinacdo. Na sexta semana, a intensidade do treinamento aumentou para 70% da
Pmax. Na sétima semana, a intensidade e o volume do treinamento aumentaram para 75% da
Pmax e 75 min, respectivamente. Na oitava semana, o nimero de sessGes diarias de treinamento
aumentou de uma para duas com intervalo de descanso de quatro horas (Tabela 1). Para
submeter os animais a0 mesmo estresse do grupo EE/Rapa, nas Ultimas quatro semanas 0s
animais receberam injecdes de solucdo salina 1h antes de cada sesséo de exercicio.

Tabela 1. Protocolo de EE

Semana Intensidade Voll_Jme Se_:ssQes Inclinacéo Intervalo entre as
(%oPmax) (min) diarias (%) sessoes (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 exercicio fisico em declive com injecfes intraperitoneais de rapamicina
(EE/Rapa)

Durante a realizacdo do protocolo de excesso de exercicio fisico de corrida em declive,
0 grupo EE/Rapa recebeu por via intraperitoneal uma solucdo contendo 2,4 mg/kg/peso de
rapamicina (R8781- Sigma-Aldrich. Sigma-Aldrich Corporation. San Luis, Missouri, EUA) 1h
antes de cada sessdo de exercicio nas ultimas quatro semanas (71).

3.7. Protocolo de endurance (END)

O protocolo de endurance teve duragdo 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 exercicio foi realizada a 60% da Pmax com 0% de inclinacdo, enquanto a
duracdo do exercicio iniciou em 15 min (semana 1) com incrementos de 15 min a cada semana.
Da semana 5 a semana 8, a intensidade foi mantida em 60% da Pmax por 1 hora com 0% de

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

Semana Intensidade Volume Sessdes Inclinacéo Intervalo entre as
(Y%6Pmax) (min) diarias (%) sessdes (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. Niveis de glicose, coleta de sangue e extracao do tecido hepatico

Trinta e seis horas ap0s as avaliacdes de desempenho fisico, os camundongos, em jejum
de 12h, tiveram o sangue da ponta da cauda coletado para mensuracao da glicemia por meio de
sistema de monitoramento glicémico (modelo Accu-ChekTM Active, Roche, Santo André, Sdo
Paulo, Brasil). Em seguida, os roedores foram pesados em balanca analitica (Toledo, S&o
Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil) e, a seguir, anestesiados com inje¢des 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 decapitacdo. O soro foi
separado por centrifugacao (1100 x g) por 15 min a4 ° C e armazenado a —80 ° C para posterior
determinacéo da insulina, cortisol, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), colesterol total, triglicerideos, testosterona e tiroxina (T4). Imediatamente apos a coleta
do sangue, o figado foi removido, pesado e preparado para histologia (n=5 camundongos para
cada grupo experimental), imunohistoquimica (n=5 camundongos para cada grupo
experimental), conteddo de gordura hepéatica (n=5 camundongos para cada grupo
experimental), reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RTg-PCR; n=5 camundongos
para cada grupo experimental) e técnica de immunoblotting (n=5 camundongos para cada grupo
experimental).
3.9. Analises séricas

A insulina sérica foi mensurada por kit ELISA (Crystal Chem, Elk Grove Village, IL
USA) seguindo as instrucdes do fabricante. A resisténcia a insulina (HOMA-IR), a funcéo das
células p (HOMA-% B) e a sensibilidade a 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

triglicerideos, kits de teste convencionais disponiveis comercialmente do LaborLab foram
utilizados (LaborLab, Guarulhos, Séo Paulo, Brasil). De acordo com as instrucées 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 hepaticos de todos os animais experimentais foram fixados em formaldeido
a 10% dissolvido em solugéo salina tampé&o 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 incluidas em
Paraplast (Sigma Co, Saint Louis, MO, EUA). Para avaliagdo histopatoldgica, laminas de 5 um
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS) para analise
do glicogénio. As andlises foram realizadas no microscépio digital Axiophot Il Zeiss
Microscope (One Zeiss Drive, Thornwood, NY, USA). As imagens foram adquiridas com
resolucdo de 40x. A intensidade da coloracdo do glicogénio foi examinada em 10 campos por
animal usando o software Image-J versao 1.50i (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA), e o limite de cor foi definido para identificar o glicogénio, sendo esse convertido para
uma imagem em preto/branco e definida como binaria para escopo de medicao e intensidade da
coloracdo de glicogénio. O glicogénio foi relatado como porcentagem da area marcada pela
coloracdo na imagem binaria, que foi comparada com a area total da imagem.
3.11. Marcagéo por Oil-red
O figado foi congelado rapidamente em nitrogénio liquido para confirmar a infiltracdo
de lipidios usando coloracdo com Oil-red (n=5) (ab150678 Lipid Stain - ABCAM, Cambridge,
Reino Unido). Sec¢des seriais a 7 um foram cortadas em laminas de microscopio carregadas
positivamente no criostato CM1850 (Leica, Wetzlar, Alemanha). As laminas foram incubadas
em propilenoglicol para detectar a coloragdo de Oil-red. As laminas foram lavadas,
contrastadas com hematoxilina e montadas com um meio de montagem aquoso na sequéncia.
A area de depositos de lipidios no tecido total (expressa em porcentagem) foi
determinada para avaliar a deposicao de gordura. Foram selecionadas dez imagens de tecido
hepatico com coloracdo Oil-red de cada grupo experimental. A porcentagem de marcacgéo de
tecido foi quantificada para cada imagem (72) usando o software Image-J (versdo 1.50i). A
esteatose hepatica foi avaliada pelo método de contagem de pontos. Foram realizadas cinco
laminas de coloragdo Oil-red (por amostra). Dez campos microscopicos foram selecionados
aleatoriamente para estimar a densidade de volume (Vv) da esteatose hepatica pelos métodos
de contagem de 36 pontos. Para avaliar o tamanho dos hepatocitos, usamos dez campos
selecionados aleatoriamente, que foram contados com aumento de 400x para determinar o
numero de células dos hepatdcitos. Os resultados foram apresentados como nimeros de células

por campo.
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3.12. Imunohistoquimica

A recuperacdo antigénica foi realizada em panela de pressdo (Electrolux Chef), e a
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio 3% diluido 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), diluido em TBS-T (1%
Triton X - 100, 100 mM de Tris, pH 7,4), por uma hora e incubados com anticorpos primarios
policlonais para Sqstm1/p62 e LC3B (Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts,
EUA) diluidos em 1% BSA durante a noite (12 horas). No dia seguinte, os cortes foram
incubados com anticorpo secundério goat anti-rabbit HRP (1:200 -sc-2030; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) diluido em BSA 1% por duas horas. As sec¢des hepaticas
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 figado foram adquiridas usando microscépio digital Axiophot Il Zeiss
Microscope (One Zeiss Drive, Thornwood, NY, EUA) com resolucédo de 40x, a intensidade de
imunorreatividade do antigeno Sqstm1/p62 e LC3B foi examinada em 10 campos por animal
usando o software Image-J versdo 1.50 i (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA),
e a porcentagem de marcacao de tecido foi quantificada para cada imagem.

3.13. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RTg-PCR)

O RNA total do figado foi extraido utilizando trizol (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA). De acordo com as instrucdes 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 expressao relativa do RNAm dos
genes descritos na Tabela 3. O reagente 5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR SuperMix da Solis
BioDyne (Tartu, Estonia) foi utilizado seguindo as especifica¢tes 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 gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (Gapdh) foi utilizado como gene de referéncia para a normalizacdo dos
dados. Cada ensaio de PCR foi realizado em duplicado. A quantificacdo relativa foi calculada
pelo método 2 4T ysando o Thermo Fisher Cloud Software, RQ versio 3.7 (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA).
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Table 3. Desenho dos primers.

Gene Forward Reverse
Prkaal CCAGGTCATCAGTACACCATCT TTTCCTTTTCGTCCAACCTTCC
Mtor CCACGTGGTTAGCCAGACT TAGCGGATATCAGGGTCAGGA
Foxol AGCTTCCCACACAGTGTCAA AGGACTTTTAAATGTAGCCTGCTC
Foxo3 CAAAGCAGACCCTCAAACTGAC CTGTAAACGGATCACTGTCCAC
Ulkl AACATCCGAGTCAAGATTGCTG ATAATGACCTCAGGAGCCATGT
Becnl AGGAACTCACAGCTCCATTACT CTCTCCTGAGTTAGCCTCTTCC
Atg5 GCTTTTGCCAAGAGTCAGCTAT AACCAATTGGATAATGCCATTTCAG
Mapllc3b AGATAATCAGACGGCGCTTG TCGTACACTTCGGAGATGGG
Sgstm1l ACAGCCAGAGGAACAGATGG GTAGAGACTGGAGTTCACCTGTA
Bnip3 CAGCATGAGAAACACAAGCG TCCAATGTAGATCCCCAAGCC
Srebfl GAGCCATGGATTGCACATTT GGGAAGTCACTGTCTTGGTTG
Fasn GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT GAGGACACTCAAGTGGCTGA
Ppargcla GAGTTGAAAAAGCTTGACTGGC CAGCACACTCTATGTCACTCCA
Ppard CCGCATGAAGCTCGAGTATG CCAAAGCGGATAGCGTTGT
Acacb ACCTGAAGACCTTAAAGCCAATG CCAGCCCACACTGCTTGT
Gapdh AAGAGGGATGCTGCCCTTAC CGGGACGAGGAAACACTCTC

Prkaal: proteina quinase, ativada por AMP, subunidade catalitica alfa 1; Mtor: alvo
mecanistico da rapamicina; Foxol: O1 da caixa forkhead; Foxo3: O3 da caixa forkhead; UIk1:
cinase 1 de ativacédo da autofagia; Becnl: beclin 1; Atg5: 5 relacionado a autofagia; Mapllc3b:
cadeia leve 3 daproteina 1 associada a microtUbulos; Sgstml: sequestossomo 1; Bnip3:
proteina 3 que interage com a proteina BCL2/adenovirus E1B 19 kDa; Srebfl: fator de
transcricdo de ligacdo do elemento regulador de esterol 1; Fasn: &cido graxo sintase;
Ppargcla: receptor ativado proliferativo de peroxissoma, gama, coativador 1 alfa; Ppard:
receptor ativado proliferativo de peroxissoma, delta; Acacb: acetil-coenzima A carboxilase
beta; Gapdh: gliceraldeido-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), Proteina ribossomal
S6 quinase beta-1 (p70S6K; SC-230), cinase 1 de ativacdo 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 (FoxolA,;
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9454S), cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos (LC3B; 3868S), alvo mecanistico
da rapamicina (mTOR,; 2972S), fosforilacdo da ACC (p-ACC; Ser79; 3661S), fosforilacdo da
AMPK (p-AMPK; Thrl72; 2535S), fosforilacdo da Foxo3A (p-Foxo3A; Ser253; 13129S),
fosforilagdo da p70S6K (p-p70S6K; Thr389; 9206S), fosforilagio 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);
fosforilacdo da FoxolA (p-FoxolA; Ser256; OAAJ02704), fosforilacdo da ULK1 (p-ULK1Z;
Ser556; OABF01248) da Aviva (Aviva Systems Biology Corporation, San Diego, California,
USA). Os reagentes quimicos de rotina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corporation (St.
Louis, Missouri, EUA). A escolha das proteinas autofagicas foi baseada no “Guidelines for the
use and interpretation of assays for monitoring autophagy (3rd edition) ” (74).
3.15. Fluxo autofagico

Quarenta e oito horas apds a ultima sessdo de exercicio fisico, cinco camundongos de
cada grupo experimental foram tratados com injecOes intraperitoneais de colchicina (0,4
mg/kg/dia; AB120663, Abcam, Cambridge, Reino Unido) por trés dias consecutivos (75, 76).
Trés camundongos do grupo controle foram tratados com veiculo (solucdo salina) para
demonstrar a eficacia da droga. O tratamento com colchicina bloqueia a degradacdo do
autofagossomo, induzindo um aumento nos niveis de LC3 Il e/ou Sqstm1/p62 (77). Uma hora
apos a Ultima injecdo de colchicina ou administracdo de veiculo, os animais foram anestesiados
por uma administracao 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 figado foram removidas, lavadas com solucdo salina e
utilizadas para a medicdo dos niveis da proteina de LC3 |1 (a forma ativa/lipidada de LC3-1) e
Sqgstm1/p62 (proteina adaptadora de autofagossomo) pela técnica de immunoblotting. A
apresentacdo esquematica do tratamento com colchicina estd demonstrado nas Figuras 2A.3 e
2A.4. Alem disso, foi utilizado um grupo especifico de camundongos para este experimento.
3.16. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (SE) da média. Os testes de
Shapiro-Wilk e Levene foram utilizados para verificar a normalidade e homogeneidade dos
dados, respectivamente. A analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas (distribuicdo
normal) ou teste de Friedman (distribuicdo ndo normal) foi utilizada para verificar os efeitos de
protocolos experimentais cronicos nos testes de desempenho. Para outros parametros, ANOVA
de uma via (distribuicdo normal) ou o teste de Kruskal Wallis foram utilizados para verificar o

impacto de protocolos experimentais cronicos.
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Quando a ANOVA para medicOes repetidas ou ANOVA de uma via indicou
significancia estatistica, o teste post-hoc de Bonferroni foi usado. Para Kruskal Wallis, foi
utilizado o teste post-hoc Games-Howell. Todas as analises foram bilaterais e o nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas usando
GraphPad Prism 8 para Windows (GraphPad Software, Inc).

4. RESULTADOS
4.1. O exercicio excessivo diminuiu o desempenho na semana 8

O peso corporal (Figura 2B) e a razéo do figado/peso corporal (Figura 2C) ndo foram
diferentes entre 0s 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 ndo apresentou diferenca entre as semanas experimentais. O
grupo END apresentou valores mais elevados na semana 8 em comparacdo com a semana O.
Em comparagdo 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), ndo foram observadas diferencas entre as semanas experimentais e 0s

grupos.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais (A). Peso corporal (B). Relagdo peso do
figado/peso corporal (C). Teste de carga incremental (D). Teste de Rotarod (E). Os dados correspondem a
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; sedentério), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de exercicio

fisico em declive com administracdo cronica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).

4.2. O exercicio excessivo combinado com o tratamento com rapamicina aumentou a
glicemia, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT e colesterol, mas reduziu os niveis de T4

A glicemia antes do sacrificio foi menor para os grupos EE (p=0,000) e END (p=0,000)
em relagdo ao grupo EE/Rapa (Figura 3A). O grupo EE também apresentou valores de glicemia
mais baixos em comparagéo ao grupo CT (p=0,008). Os niveis de insulina foram menores para
os grupos CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END (p=0,034) em comparagao com o grupo EE/Rapa
(Figura 3B). Os niveis de insulina foram menores para os grupos CT (p=0,012) e EE (p=0,007)
em relacdo 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 comparagdo ao grupo EE/Rapa (Figura 3C). Os niveis 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 relacéo 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 relacdo ao grupo END (Figura 3D). O HOMA-% S foi menor para 0 grupo
EE/Rapa (p=0,003) em comparacao ao grupo CT (Figura 3E). O HOMA-% S foi maior para o
grupo EE em relacéo aos grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,001) (Figura 3E).

Os niveis de cortisol foram menores para os grupos CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END
(p=0,000) em comparacdo com o grupo EE/Rapa (Figura 3F). O AST e os triglicerideos ndo
foram diferentes entre os grupos experimentais (Figuras 3G e 3J). Os niveis de ALT foram
menores para os grupos CT (p=0,004), EE (p=0,000) e END (p=0,012) em comparag¢ao com o0
grupo EE/Rapa (Figura 3H). Além disso, os niveis de colesterol foram menores para 0s grupos
CT (p=0,000), EE (p=0,000) e END (p=0,000) em comparacdo com o grupo EE/Rapa (Figura
31). O nivel de testosterona foi maior para o grupo EE (p=0,014) do que para o grupo END
(Figura 3K). O horménio T4 foi maior para os grupos CT (p=0,003), EE (p=0,003) e END
(p=0,006) em comparagdo com o grupo EE/Rapa (Figura 3L).
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Figura 3. Niveis séricos de glicemia (A), insulina (B), HOMA-IR (C), HOMA-%B (D), HOMA-%S (E), cortisol
(F), AST (G), ALT (H), colesterol (1), triglicerideos (J), testosterona (K), e T4 (L). Os dados correspondem a
médiatSE de n=5 camundongos/grupo. "p<0.05 vs. CT; *p<0.05 vs. EE/Rapa; p<0.05 vs. END. Controle (CT;
sedentario), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de exercicio fisico em declive com

administracéo crénica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).
4.3. Apesar do tratamento com rapamicina, o exercicio excessivo aumentou o teor de
gordura hepética

A Figura 4A mostra o HE representativo do tecido hepatico de um camundongo de cada
grupo experimental. O grupo CT mostrou hepat6citos e trato portal com caracteristicas
morfoldgicas regulares. Os grupos EE e EE/Rapa apresentaram hepatdcitos com vacuolos

citoplasmaticos. O grupo EE apresentou em todas as amostras analisadas hiperemia, indicando
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aumento local do volume sanguineo. No grupo END, discernimos alteracGes relacionadas a
maior presenca de células de Kupffer quando comparado ao grupo CT. O glicogénio foi menor
para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em relacéo ao grupo CT
(Figura 4B). O teor de gordura hepatica foi maior para os grupos EE (p=0,001) e EE/Rapa
(p=0,001) em relacdo ao grupo END (Figura 4C e 4D).
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Figura 4. Caracterizacdo histologica (x400) dos hepatdcitos por hematoxilina e eosina (HE), Oil-red, e &cido
periodico Schiff (PAS). Bar=20pum. (A), Glicogénio (B), Oil-red (C), Area do Oil-red (D). Os dados correspondem



35

a médiaxSE de n=5 camundongos/grupo. “p<0.05 vs. CT; ©p<0.05 vs. END. Controle (CT; sedentério), Excesso
de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de exercicio fisico em declive com administracdo cronica de
rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).

4.4. Todos os grupos de exercicio aumentaram a imunoexpressao de LC3B, mas apenas a
combinacdo de exercicio excessivo e rapamicina reduziu os niveis de Sqstm1/p62 apos o
tratamento com colchicina

A imunoexpressdo de Sqstm1/p62 (%) néo foi diferente entre os grupos (Figura 5B). A
imunoexpressdo da LC3B (%) foi maior para os grupos EE (p=0,020), EE/Rapa (p=0,034) e
END (p=0,019) grupos em comparacdo com o grupo CT (Figura 5C). Para o fluxo autofagico,
o grupo CT que recebeu solucdo salina (veiculo) apresentou menor contetdo das proteinas
Sqgstm1/p62 e LC3 11 do que o grupo CT que recebeu colchicina. Para 0s grupos exercitados
que receberam colchicina, Sgstm1/p62 foi maior para os grupos CT (p=0,011) e END (p=0,009)
em relacdo ao grupo EE/Rapa (Figura 5E). O contetudo da LC3II ndo foi diferente entre os

grupos (Figura 5F).
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LC3 Il (F). Os dados correspondem a médiaxSE de n=5 camundongos/grupo. “p<0.05 vs. CT; *p<0.05 vs.
EE/Rapa. Controle (CT; sedentario), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de exercicio fisico em

declive com administragdo cronica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).

4.5. Todos os grupos de exercicio reduziram a expressao de genes da via da autofagia

Os niveis de RNAm de Prkaal foram menores para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa
(p=0,000) e END (p=0,000) em comparagdo com o grupo CT (Figura 6A). Os niveis de RNAm
da Mtor foram maiores para o grupo EE (p=0,039) em comparacdo com o grupo EE/Rapa
(Figura 6A). Os niveis de RNAm de Foxol e Foxo3 ndo foram diferentes entre 0s grupos
experimentais (Figura 6B). Os niveis de RNAm da Ulk1l foram menores para os grupos EE
(p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em comparac¢ao com o grupo CT (Figura 6C).
Os niveis de RNAmM da Becnl foram menores para EE/Rapa (p=0,004) e END (p=0,029) em
comparagdo com o grupo CT (Figura 6C). Os niveis de RNAmM Map1lic3a foram menores para
0s grupos EE (p=0,005), EE/Rapa (p=0,002) e END (p=0,000) em comparacdo com 0 grupo
CT (Figura 6D).

Os niveis de RNAm da Sgstm1 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 niveis de RNAmM
da Atg5 e Bnip3 foram menores para os grupos EE (p=0,000), EE/Rapa (p=0,000) e END
(p=0,000) em comparacao com o grupo CT (Figura 6E). Os niveis de RNAm de Srebfl foram
maiores para 0s grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,049) em compara¢do com o grupo CT
(Figura 6F). Os niveis de RNAm de Srebfl foram menores para o grupo EE (p=0,000) em
comparagdo com o grupo EE/Rapa (Figura 6F). Os niveis 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 comparagdo com
os grupos CT e EE (Figura 6F). Os niveis de RNAm de Ppargcla foram maiores no grupo END
(p=0,030) do que no grupo CT (Figura 5G). Os niveis de RNAm de Ppard foram maiores para
0s grupos EE/Rapa (p=0,000) e END (p=0,000) em comparacao com os grupos CT e EE (Figura
6G). Os niveis de RNAm de Ppard foram maiores para o grupo END (p=0,000) em comparacao
com o grupo EE/Rapa (Figura 6G). Os niveis de RNAm do Acacb foram menores para o0 grupo
EE (p=0,008) em comparacédo ao grupo CT, e o grupo END (p=0,027) apresentou niveis mais
elevados em comparacéo ao grupo EE (Figura 6H).
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Figure 6. Niveis de RNAm de Prkaal e Mtor (A); Foxol e Foxo3 (B); Ulk1 e Becnl (C); Mapllc3b e Sgstm1 (D);
Atg5 e Bnip3 (E); Srebfl e Fasn (F); Ppargcla e Ppard (G); e Acacb (H). Os dados correspondem a médiaxSE de
n=5 camundongos/grupo. “p<0.05 vs. CT; #p<0.05 vs. EE; *p<0.05 vs. EE/Rapa; p=<0.05 vs. END. Controle (CT;
sedentério), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de exercicio fisico em declive com

administracéo cronica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END).

4.6. O exercicio excessivo combinado com o tratamento com rapamicina inibiu a
fosforilagéo de p70S6K e aumentou a fosforilagéo de FoxolA

Os contetidos de p-Ampk/Ampk e p-mTOR/mTOR nao foram diferentes entre 0s grupos
experimentais (Figura 7B e 7C). O conteldo de p-p70S6K/p70S6K foi menor para 0s grupos
CT (p=0,000), EE/Rapa (p=0,001) e END (p=0,002) em comparacao com o grupo EE (Figura
7D). O contetido de p-FoxolA/FoxolA foi maior para o grupo EE/Rapa (p=0,047) do que o
grupo CT (Figura 7E). O contetdo de p-Foxo3A/Foxo3A ndo foi diferente entre oS grupos
experimentais (Figura 7F). O conteldo de p-ULK1/ULK1 foi menor para o grupo END
(p=0,032) do que para o grupo CT (Figura 7G). Os contetidos de p-ACC/ACC e SCD1 néo
foram diferentes entre os grupos experimentais (Figura 7H e 71).
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Figure 7. Membranas de cada experimento com respectivos kDa (A); Conteldo proteico de p-Ampk
(Thri72)/Ampk (B); p-mTOR (Ser2448)/mTOR (C); p-p70S6K (Thr389)/p70S6K (D);
(Ser256)/FoxolA (E); p-Foxo3A (Ser253)/Foxo3A (F); p-ULK1 (Ser556)/ULK1 (G); p-ACC (Ser79)/ACC (H);
SCD1/Beta-actina (1). Os dados correspondem a média=SE de n=5 camundongos/grupo. “p<0.05 vs. CT; #p<0.05

p-FoxolA

vs. EE; *p<0.05 vs. EE/Rapa. Controle (CT; sedentério), Excesso de exercicio fisico em declive (EE), Excesso de
exercicio fisico em declive com administracdo cronica de rapamicina (EE/Rapa) e Endurance (END). A beta-
actina de cada membrana esta disponivel no arquivo suplementar 1. Como duas membranas foram utilizadas para
cada proteina, a comparacao dos diferentes géis é permitida pela aplicacdo de um método de calibragdo publicado

anteriormente (78).

5. DISCUSSAO

Os principais achados da presente investigacdo foram: a) o grupo EE/Rapa apresentou
niveis mais elevados de glicose, insulina, HOMA-IR, cortisol, ALT, colesterol, mas niveis mais
baixos de T4; b) os grupos EE e EE/Rapa aumentaram o conteldo de gordura hepatica; ¢) 0s
grupos EE, EE/Rapa e END apresentaram maior imunoexpressdo de LC3, mas apenas 0
EE/Rapa diminuiu os niveis de Sqstm1/p62 apos o tratamento com colchicina; d) os grupos EE,
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EE/Rapa e END diminuiram a expressao dos genes da via da autofagia; €) os niveis de RNAm
de Mtor e Sgstm1, e o contetido de proteina de p-p70S6K/p70S6K foram maiores para o grupo
EE em comparacgdo com o grupo EE/Rapa; f) os niveis de RNAm de Fasn, Ppard e Srebfl foram
maiores para os grupos EE/Rapa e END em comparacao ao grupo CT. Em resumo, a rapamicina
inibiu a via mTOR, destacada pela expressdo diminuida de Mtor e p-p70S6K/p70S6K, mas ndo
foi capaz de regular positivamente os marcadores de autofagia e evitar o acimulo de gordura
no figado.

Embora as adaptacGes de desempenho dos grupos EE e END tenham sido descritas
anteriormente (70, 79, 80), esta é a primeira vez que a combinacgdo de exercicio excessivo e
rapamicina foi analisada. Interessantemente, na semana 8, o grupo EE/Rapa ndo apresentou
gueda de performance no TCI comparado com a semana 4, como observado para o grupo EE.
A reducdo da sinalizacdo da mTOR melhora a respiracdo mitocondrial, aumentando a traducéo
da subunidade do complexo de fosforilagdo oxidativa codificada pelo DNAmt, e modulando a
producdo de ROS (81), o que poderia justificar a resposta do grupo EE/Rapa no TCI. Para o
teste de rotarod, a tendéncia (p=0,063) de melhora para o grupo EE/Rapa, demonstrada em
outros estudos usando a mesma avaliacdo (82, 83), pode estar associada aos efeitos
neuroprotetores induzidos pela rapamicina, incluindo estimulagdo da autofagia e inibicdo da
traducdo de proteinas (83). A rapamicina também pode prevenir a perda de neurbnios
dopaminérgicos e déficits motores (84).

O grupo EE apresentou menores niveis séricos de glicose e insulina, enquanto o grupo
EE/Rapa teve altos niveis de glicose e insulina. Um estudo anterior demonstrou niveis mais
baixos de glicose para camundongos submetidos ao protocolo de EE, mas nenhuma diferenca
nos niveis de insulina (61). O HOMA-IR, indice de resisténcia a insulina, foi maior para o grupo
EE/Rapa. Consequentemente, a sensibilidade a insulina (HOMA-% S) foi menor para 0 mesmo
grupo. Os resultados foram opostos para o grupo EE, porém a porcentagem da funcdo 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 funcdo das células beta, o que foi
compensado pela maior producédo e sensibilidade a insulina. No entanto, quando combinado
com a administracdo de rapamicina, desenvolveu-se uma condi¢do de resisténcia a insulina,
levando a diminuicdo da sensibilidade a insulina.

Estudos recentes demonstraram que o tratamento crénico com rapamicina prejudicou
varios parametros do metabolismo de carboidratos, levando a intolerancia a glicose e resisténcia
a insulina (85-87). A administracdo crbnica de rapamicina levou a hiperlipidemia e

desregulacdo do metabolismo lipidico (88). Quando a resisténcia a insulina é desenvolvida, a
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insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogénese hepética, mas ainda pode aumentar a
lipogénese. Como resultado, ocorrem hiperglicemia e hipertrigliceridemia (89, 90). Portanto,
os niveis elevados de insulina para o grupo EE/Rapa podem explicar os niveis mais elevados
de glicose e colesterol neste grupo. O grupo EE/Rapa aumentou os niveis de cortisol e diminuiu
os niveis de T4. Esses achados podem ser justificados pela supressdo da mTOR, uma vez que
o tratamento com cortisol diminuiu a fosforilagéo de S6K (91), enquanto o tratamento com T4
aumentou a expressao da proteina ribossomal S6 (92), ambos alvos da via da mTOR. Os niveis
elevados de testosterona sérica dependem do volume, intensidade e massa muscular envolvida
no exercicio (93). Assim, os valores aumentados de testosterona no grupo EE podem estar
relacionados com a intensidade e o volume do exercicio. Ao mesmo tempo, 0s niveis mais
baixos do grupo EE/Rapa podem estar ligados ao aumento do cortisol, que suprime o0 horménio
luteinizante testicular e diminui a testosterona (93).

Os grupos EE e EE/Rapa apresentaram acumulo de gordura hepéatica. O aumento de
lipidios nos hepatdcitos caracteriza a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD),
gerando fatores patogénicos, como dano oxidativo ao DNA, inflamac&o e outros (94). Além
disso, camundongos submetidos ao protocolo de exercicio excessivo apresentaram transducéo
prejudicada da via de sinalizacdo da insulina no musculo esquelético (95). A resisténcia a
insulina do musculo esquelético pode causar o desenvolvimento de NAFLD, aumentando a
lipogénese hepéatica de novo. Como mecanismo compensatorio, a glicose para sintetizar
glicogénio no musculo esquelético é redirecionada para triacilglicerol no figado (94). O
desenvolvimento de resisténcia hepatica a insulina, em que a ativacdo do glicogénio sintase é
prejudicada pela insulina, também redireciona a glicose para as vias lipogénicas, exacerbando
ainda mais a NAFLD (94, 96).

A autofagia € diminuida na NAFLD, contribuindo para o acumulo de lipidios hepaticos
(97). Os grupos EE, EE/Rapa e END reduziram a maioria das expressdes de RNAm (isto &,
Prkaal, Ulkl, Maplic3b, Atg5 e Bnip3), que estdo relacionados a vérias etapas da via de
autofagia. A diminuicdo da autofagia no grupo EE pode ser explicada pelos baixos niveis de
RNAm de Prkaal e altos niveis de Mtor, respectivamente ativador e inibidor autofagico via
fosforilagdo da ULK1 (98). Mesmo suprimindo a via mTORC1 pela rapamicina, com destaque
para a diminuicdo da expressdo do RNAm da Mtor e p-p70S6K/p70S6K, o grupo EE/Rapa
apresentou reducdo dos genes autofagicos. Os niveis mais elevados de insulina para o grupo
EE/Rapa podem ter suprimido a autofagia pela ativacdo dependente de fosforilagdo mediada
por (PDK1) da proteina quinase B (Akt) (98). Diversas investigacfes utilizando diferentes

condicdes de saude demonstraram elevacdo dos marcadores de autofagia no tecido hepatico e
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nas células hepaticas ap6s o tratamento com rapamicina (99-103), porém é a primeira vez que
a combinacdo entre excesso de exercicio e rapamicina é investigada. da Rocha et al. (80)
demonstraram a reducdo de varios genes autofagicos no figado de camundongos submetidos
aos protocolos de endurance ou excessivo. Os autores concluiram que o exercicio regular de
endurance é um fator epigenético que modifica as expresses génicas autofagicas no figado a
um novo estado basal (80).

Para analisar o fluxo autofagico, os roedores receberam colchicina, uma droga
bloqueadora do autofagossomo que aumenta o conteddo de Sqstm1/p62 e LC3 Il. A ativacao
autofagica hepatica preserva os hepatocitos da morte e lesdo celular (104). Os maiores valores
de Sgstm1/p62 para os grupos CT e END estdo provavelmente associados a saude do figado
desses animais. Algumas investigacdes verificaram a inducdo da autofagia hepatica apds
exercicios de endurance (46, 105), mas sem o uso de um bloqueador do autofagossomo, como
a colchicina. A imunoexpressao de LC3B foi maior para os trés grupos exercitados. No entanto,
os niveis proteicos de LC3 Il no experimento de fluxo autofagico ndo 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 deteccao de LC3 por imunohistoguimica € que essa
proteina pode ser localizada em estruturas diferentes do autofagossomo em alguns tecidos. Por
exemplo, em hepatdcitos de roedores, o LC3 enddgeno é detectado nos autofagossomos e nas
goticulas lipidicas (106), o que poderia justificar os diferentes dados do presente estudo na
deteccdo de LC3 por imunoexpressao e immunoblotting.

A lipogénese hepatica é aumentada em resposta a ativacao do fator de transcricdo 1 de
ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c), que parece ser regulado pela insulina a
nivel transcricional (107). O desenvolvimento de NAFLD aumenta a lipogénese de novo (94),
visualizada pelos niveis aumentados de RNAm de Srebfl e Fasn no grupo EE/Rapa. A elevacgéo
desses marcadores para 0 grupo END pode ser resultado do aumento do turnover de
triacilglicerideos, possivelmente para atingir o suprimento de energia do exercicio e transferir
lipidios para outros tecidos como os musculos esqueléticos (51). A p-FoxolA/FoxolA foi
maior para o grupo EE/Rapa em comparacdo com o grupo CT. Houde et al. (88) verificaram
gue o tratamento crénico com rapamicina aumentou o conteudo nuclear de Foxol. Como
resultado dos niveis elevados de insulina, as proteinas Foxo passam por fosforilacdo e
translocacdo mediada por insulina do nucleo para o citoplasma, gerando a inibicdo da expressao
do gene alvo (108). O grupo EE/Rapa mostrou niveis mais elevados de insulina e, por causa do

feedback negativo, niveis mais elevados de proteina de p-FoxolA/FoxolA. A p-ULK1/ULK1
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foi menor no grupo END, provavelmente devido aos niveis reduzidos de RNAm de Prkaal,
que é essencial para a fosforilacdo da ULK1.

Conclui-se, que ambos os grupos submetidos ao excesso de exercicio apresentaram
acumulo de gordura hepatica, 0 que parece ser independente da inibicdo de mTOR, uma vez
que o tratamento com rapamicina ndo evitou essa consequéncia hepatica. Como todos 0s
roedores experimentais exercitados reduziram os marcadores de autofagia, novas investigagoes
s80 necessarias para desvendar outros mecanismos moleculares capazes de explicar a elevagéo
da gordura no figado de ratos submetidos ao excesso de exercicio. A figura 8 sumariza os

principais achados da presente investigacao.
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Figure 8 — Principais achados da presente investigacdo.
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Arquivo Suplementar 1

Beta-actina (45 kDa) foi utilizada como controle endogeno
para todas as proteinas detectadas por immunoblotting.
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Abstract

The endoplasmic reticulum (ER) stre=s and inflammation relationship oocurs at different Key Words

lewels and is essential for the adeguate homeostatic function of cellular systems, ¢ stute exhaustive evercise
becoming harmful when chronically engaged. Intense physical exercize emhances » ER stress

serum levels of interleukin & [IL-&). In response @ a chronic exhaustive physical exercize LG

protocol, cur research group verified an increase of the IL-6 concentration and ER stress - cellular signaling
proteins in extensor digitorium longus (EDL) and soleus. Bazed on these results, we
hypothesized that IL-6-knockout mice would demonstrate a lower modulation in the

ER stress proteins compared to the wild-type mice. To cdarify the relationship bebaesn
exercise-induced IL-6 inoreased and ER stress, we studied the effects of an aoute
exhaustive physical exercise protocol on the levels of ER stress proteins in the skeletal
muscles of IL-6-knockout (KO} mice. The WT group displayed a higher exhaustion tme
compared oo the |L-& KO group. After 1 h of the acute exercize protocol, the serum levels
of IL-& and IL-10 were enhanced in the WT group. Independent of the experimental
group, the CHOP and cleaved caspase 12/total caspase 12 ratio in EDL as well az ATFE
and CHOP in soleus were sensitive to the acute exercise protocol. Compared to the WT
group, the oscillation patterns over time of BiP in EDL and soleus as well as of
pelF2-alphafelF2-alpha ratio in solews were attenuated for the IL-& KO group. In
conclusion, IL-& seems to be related with the ER stress homeostasis, once knockout mice
presented attenuation of BiP in EDL and soleus as well as of pEiF2-alpha/EiF2-alpha ratio

Joumal of Encloarinology

in soleus after the acute exhaustive physical exercise protocol. [20015) 240, 181153
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Abstract The present study verified the responses of proteins related to the autophagy pathway
after 10 h of fast with resistance exercise and protein ingestion in skeletal muscle and liver samples.
The rats weme distributed into five experimental groups: control (CT; sedentary and without gavage
after fast), exercise immediately (EXE-imum; after fast, rats werne submitted to the resistance protocol
and received water by gavage immediately after exercise), exercise after 1 h (EXE-1h; afer fast, rats
were submitted to the resistance protocol and received water by gavage 1 h after exercise), exercise
and supplementation immediately after exercise (EXE/Suppl-imm; after fast, rats werne submitbed to
the resistance protocol and received a mix of casein: whey protein 1:1 () by gavage immediately
after exercise ), exercise and supplementation 1 h after exercise (EXESuppl-1h; after fast, rats wene
submitted to the resistance protocol and received a mix of casein: whey protein 11 (mfw) by gavage 1h
after exercise). In summary, the current findings show that the combination of fasting, acute resistance
exercise, and protein blend ingestion (immediately or 1 h after the exercise simulus) increased the
serum levels of leucine, insulin, and glucose, as well as the autophagy protein contents in skeletal
muscle, but decreased other proteins related to the antophagic pathway in the liver. These results
deserve further mechanistic investigations since athletes are combining fasting with physical exercise
to enhance health and performance outcomes.

Keywords: resistance exercise; autophagy; leucine; mammalian target of rapamycin (mTOR);
liver; muscle
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ARTICLE INFO

ABESTRACT

Keywords:

Apaptosis

Autopha gy

Endoplesmic reticulum stress
Imflarmermea tian

Liver

Backgroumd: Based on the cmsstalk of inflammation with apoptods, autophagy, and endoplasmic reteulum {ER)
stress, the main objective of this study was to explore the mle of interleukin-g (IL-6) on genes and proteins
related to these phenomena in the Ivers of mice submitted to acute exhaistive exencise.

Methode Revemse tramseription-guantitative polymersse chain reaction and immunoblotting technlgue wene
wsed toevaluate the livers of wild-type{WT) and IL-6 knockout (KCO) mice at baseline (BL) and 3 hafter the acute
exhaustive physical exercise (EE).

Results: Compared tothe WT at baseline, the IL-6 KO had lower exhawstion velocity, mENA level of Muor, Ukl,
Mapilesh, and Mapkl4, and pmteln contents of ATGS and p-pFOSeK,/p7iSeK. For the WT group, the EE de-
creasmd glycemia, mRNA levels of Cap3, Mo, Ulkl, Foxola, Mgpkl4, and Fpargela, and protein contents of
ATGE and p-p7 056K,/ prisek, but increased mAMA levek of Sgeamnil. For the [L-& KO group, the EE decreased
glycemia, mANA level of Cagpd and Foxol a, and protein contents of pAkt/Akt and Mature/Pro [L-1beta, but
Increased mRNA levels of Sganl, and protein contents of p-AMPE/AMPE.

Comchesion: The inhibition of the hepatic sutophagy markers induced by the acute EE was atenusated in IL-& KO
mice, highlighting a new function of this cytokine
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Abstract Although physical exerdise-induced autophagy activation has been considered a therapeu-
tic target to enhance tissue health and extend lifespan, the effects of different exercise models on
autophagy in specific metabolic tissues are not completely understood. This descriptive investigation
compared the acute effects of endurance (END), exhaustive (ET), strength (ST), and concurment
(CC) physical exercise protocols on markers of autophagy, genes, and proteins in the gastromemius
musdcle, heart, and liver of mice. The animals were euthanized immediately (0 h) and six hours (& h)
after the acute exercise for the measurement of glycogen levels, mENA expression of Primal, Ppargela,
Mitor, LK1, Becnl, Afgh, Maplic3b, Sgstml, and protein levels of Beclin 1 and ATGS. The markers of
autophagy were measured by quantifying the protein levels of LC3I1 and Sqstm1/p62 in response
to three consecutive days of intraperitoneal injections of colchicine. In summary, for gastrocnemins
muscle samples, the main alterations in mENA expressions were observed after 6 h and for the 5T
group, and the markers of autophagy for the CC group were increased (Le, L3I and Sqstm1/pa2).
In the heart, the Beclin 1 and ATGS levels were downregulated for the ET group. Regarding the
markers of autophagy, the Sqstm1 /p62 in the heart tissue was upregulated for the END and 5T
groups, highlighting the beneficial effects of these exercise models. The liver protein levels of ATGS
were downregulated for the ET group. After the colchicine treatment, the liver protein levels of
Sgstml / p62 were decreased for the END and ET groups compared to the CT, 5T, and CC groups.
These results could be related to diabetes and obesity development or liver dysfunction improvement,
demanding further investigations.

Keywords: colchicine; autophagic fluee; time course; gastrocnemius; heart; liver
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