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RESUMO

Com o envelhecimento, O envelhecimento é um processo inerente a
todos os seres vivos e seu desenvolvimento € inevitavel e irreversivel.
nota-se uma reducdo da atividade mitocondrial e diversas mudancas na
composicdo corporal dos seres vivos. A disfungdo da atividade
mitocondrial supracitada provoca alteragfes e adaptacGes em tecidos de
caracteristicas anabolicas, dentre eles, pode-se citar o tecido adiposo
marrom. Este tecido tem como funcdo principal a oxidacéo lipidica para
a produgdo de calor, sendo assim, é especializado na termogénese
adaptativa induzida por fatores ambientais, como o exercicio fisico.
Sabe-se que 0 exercicio provoca uma série de adaptacBes metabdlicas,
contudo, ainda ndo ha um consenso na comunidade académica sobre a
maior eficiéncia de modalidades e intensidades de estimulos. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos metabolicos de dois
protocolos de exercicio fisico sobre os tecidos adiposos branco e
marrom em ratos velhos. Os ratos foram divididos em dois grupos
controle: controle jovem (N=5) e controle velho (N=5) e em dois grupos
de exercicio fisico: treinamento de corrida em esteira (N=5) e
treinamento resistido de for¢a muscular (N=5). Os ratos participaram de
8 semanas de exercicios fisicos e foram avaliados pardmetros de
composicdo corporal, atividade e biogénese mitocondrial, atividade da
cadeia respiratoria, molécula envolvida na transducédo do sinal insulinico
e molécula de marcador inflamatério. Os resultados mostraram que 0s
protocolos de exercicio fisico diminuiram significativamente o indice de
adiposidade em ratos velhos. Também ambos os protocolos induziram
um aumento das moléculas reguladoras de atividade e biogénese
mitocondrial, aumento da atividade da cadeia respiratéria e aumento na
molécula reguladora da transducdo do sinal insulinico. O estudo
evidenciou que tanto os exercicios de corrida em esteira e resistido de
for¢a muscular conseguiram promover de forma semelhantes, alteracGes
metabdlicas significativas em ratos velhos.

Palavras-chave: envelhecimento; exercicio fisico; tecido adiposo
branco; tecido adiposo marrom; metabolismo.



ABSTRACT

Aging is an inherent to all living beings and their development process
is inevitable and irreversible. With aging, there is a reduction in
mitochondrial activity and several changes in body composition of
living beings. The dysfunction of the aforementioned mitochondrial
activity causes changes and adaptations in tissue anabolic
characteristics, among them, we can mention the brown adipose tissue.
This tissue is the main function of lipid oxidation for heat production,
therefore, we specialize in adaptive thermogenesis induced by
environmental factors, such as exercise. It is known that exercise causes
a series of metabolic changes, however, there is still no consensus in the
academic community about the most efficient methods and stimulus
intensities. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
metabolic effects of two exercise protocols on adipose white and brown
tissue in old mice. The rats were divided into two gurpos control: young
control (N=5) and old control (N=5) and two exercise groups: running
treadmill training (N =5) and resistance training muscle strength (N=5).
Rats participated in eight weeks of exercise and were evaluated body
composition parameters, activity and mitochondrial biogenesis,
respiratory chain activity, molecule involved in insulin signal
transduction and inflammatory marker molecule. The results showed
that the both exercise protocols significantly decreased adiposity index
in old rats. Also both protocols induced an increase in regulatory
molecules activity and mitochondrial biogenesis, increased respiratory
chain activity and increased regulatory molecule of the insulin signal
transduction. The study showed that both kind of exercises were able to
promote similar way, significant metabolic changes in old rats.

Key words: aging; brown adipose tissue; metabolism; physical
exercise; white adipose tissue.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida vem aumentando gradativamente ao longo dos
anos no mundo inteiro, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Este fendmeno esta associado a inumeros fatores,
como: evolucdo tecnoldgica, evolucdo da medicina, diminuicdo do
nimero de tabagistas, maior conscientizacdo das pessoas em relacdo a
aspectos de salde, maior acesso a informacdo, entre outros (WHO,
2015). Dados da Ultima pesquisa sobre o tema realizados pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016), mostraram que a
expectativa de vida no Brasil é de aproximadamente 75,2 anos, a maior
da histéria. Ainda conforme o levantamento, as principais causas de
morte do brasileiro sdo: doencas cronicas ndo transmissiveis e lesdes
causadas por fatores externos.

Uma das maneiras de ilustrar o envelhecimento da populacdo é a
comparagdo da proporgdo de pessoas com 60 anos ou mais e a
populacdo total do pais. Camarano e Kanso (2010) apontaram que tal
proporcdo aumentou de 4% em 1940 para 11% em 2010. Segundo os
autores, espera-se que este grupo etario, composto por 20,6 milhdes em
2010, atinja um numero de 57 milh&es em 2040.

A partir disso, o estudo do processo de envelhecimento e suas
consequéncias para o ser humano despertou nas Ultimas décadas o
interesse de indmeros pesquisadores ao redor do mundo, em especial
daqueles que buscam formas de melhorar a qualidade de vida na terceira
idade e de amenizar as consequéncias deletérias do avanco da idade
sobre o estado de salide e bem-estar das pessoas.

O envelhecimento é um processo inerente a todos 0s seres vivos e seu
desenvolvimento é inevitdvel e irreversivel. Este processo €
caracterizado por alteracdes morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e
psicolégicas que levam a uma diminuicdo da capacidade de adaptacéo
do individuo ao meio ambiente (Aradjo et al., 2014). Kilsztajn et al.
(2013) mostraram em seu estudo que a longevidade acarreta em
alteracdes no sistema de salde e na utilizacdo de verbas publicas. A
pesquisa mostra que as pessoas com mais de 70 anos sdo responsaveis
por aproximadamente 75% das consultas médicas em unidades basicas
de salde e representam dois tercos das internacdes dos hospitais
publicos. Os dados corroboram com o estudo de Chaimowics (2008),
gue relacionou maiores prejuizos & satide em decorréncia da diminuicdo
da capacidade funcional e consequente aumento da incapacidade de
individuos.
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A perda da capacidade funcional parece estar associada a diminuicdo
da massa muscular magra e aumento da gordura corporal, processos
naturais no decorrer dos anos (Matsudo et al., 2000). Essas informacdes
sdo baseadas em estudos que demonstraram que a partir dos 40 anos, a
perda de massa muscular chega a ser de 5% a cada década, com declinio
mais rapido apds os 65 anos (Forbes et al., 1970; Tzankoff et al., 1977;
Fleg et al., 1988; Janssen et al., 2000). Um dos efeitos mais importantes
causados pelo envelhecimento é a reducdo da funcdo mitocondrial, que
gera uma série de adaptacdes nos seres vivos mais velhos (Lesnefsky e
Hoppel, 2006).

Estudos mostram que na velhice, as mitocdndrias se tornam maiores e
menos numerosas, acumulando assim, vacuolos e anormalidades em
suas funcbes (Cotrell e Turnbull, 2000). Tais estudos observaram
significantes alteracdes, que incluem reducdo na capacidade de gerar
ATP (Drew et al., 2003), diminuicdo da atividade da cadeia respiratoria
(Chabi et al., 2008) e um aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Capel et al., 2004; Mansouri et al., 2006; Muller
et al., 2007).

Pesquisas tém apontado para trés importantes moléculas envolvidas no
processo do declinio mitocondrial relacionado ao envelhecimento: a
proteina quinase ativada por niveis de AMP (AMPK), regulador
silenciador da informacdo homdlogo 1 (SIRT1) e o co-ativador 1 alfa do
receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC-1a). No
entanto, maiores investigacbes a cerca dos mecanismos metabolicos
relacionados ao envelhecimento sdo necessarias.

A AMPK é uma molécula heterotrimérica que contém uma
subunidade catalitica (o), com duas isoformas (al e a2), e duas
subunidades regulatérias (B e y), com as isoformas (B1, B2, y1 y2 e y3).
Varios estimulos externos, como: exercicio fisico, hipoxia ou jejum
prolongado resultam em aumento da razdo intracelular de AMP/ATP e
podem ativar a AMPK. Alteracdes fisiolégicas aumentam a relacdo
AMP/ATP, e isso ativa a AMPK (Winder et al., 1997; Sakamoto et. al,
2004). Uma vez ativada, a funcdo da AMPK é restaurar o estado
energético da célula. Isto ocorre pela ativacdo de dois principais
substratos energéticos, a glicose e os acidos graxos. Por exemplo,
AMPK quando ativada de forma aguda, estimula a captacdo de glicose
(Merrill et al. 1997.; Hayashi et al., 1998) e oxidacdo de gordura
(Merrill et al., 1997), enquanto inibe a sintese de proteinas (Bolster et
al., 2002).
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Quando cronicamente ativada, a AMPK promove biogénese
mitocondrial principalmente, por fosforilar a PGC-1a (Winder et al.,
2000; Bergeron et al., 2001; Suwa et al., 2003). Parece que menor
atividade da AMPK pode estar relacionada tanto ao declinio da funcéo
mitocondrial quanto ao processo de envelhecimento. Um dos
mecanismos pelo qual AMPK estimula a captagdo de glicose, oxidacdo
de 4cidos graxos e biogénese mitocondrial no musculo esquelético, é a
ativacdo da PGC-1a e das sirtuinas (Canto et al., 2010).

Evidéncias sugerem que as sirtuinas sdo reguladoras importantes do
envelhecimento (Fulco et al., 2003; Michishita et al., 2005; Ota et al.,
2006; Lavu et al., 2008; Canto et al., 2010). Estas, surgem como uma
classe Unica de enzimas envolvidas em um conjunto de processos
celulares diretamente relacionados ao envelhecimento e ao balango
energético celular. Pesquisas sugeriram que a SIRTL1 esta reduzida em
células senescentes, supondo que esta sirtuina pode estar envolvida ou
mesmo determinar a longevidade (Michishita et al., 2005). Alvo de
inimeros estudos, esta enzima estd envolvida na regulacdo da
longevidade e processos metaboélicos (Yamamoto et al.,1992).

As sirtuinas regulam diversos processos biolégicos, desde reparo do
DNA e estabilidade do genoma até homeostase de glicose e lipidios
(Haigis et al., 2006; Michan et al., 2007). Shahbazian e Grunstein
(2007) publicaram um estudo que mostrou que a SIRT1 tem como alvo
um ndmero de fatores de transcri¢do como PGC-1 a.

A PGC-lo. é uma proteina composta por 798 aminodacidos,
inicialmente descrita em tecido adiposo marrom, através de um sistema
hibrido em levedura (Piugserver et al., 1998). Essa molécula néo se liga
ao DNA, mas age através de sua interacdo (proteina-proteina) com os
fatores transcricionais do DNA regulando a expressdo génica. A
expressdo e a inducdo pela exposicdo ao frio evidenciam a participacéo
da PGC-1a no metabolismo energético e termogénese adaptativa.

Marcadamente, a superexpressdo de PGC-la pode induzir funcbes
ligadas a biogénese mitocondrial. Assim, a PGC-la apresenta uma
intrinseca habilidade de interagir com componentes metabdlicos. Essa
proteina coativa Varios receptores nucleares, incluindo o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR), fator nuclear de
hepatocito (HNF4a), e receptores relacionados a estrogenos (ERR),
além do fator respiratério nuclear (NRF) (Handschin e Spiegelman,
2006; Rodgers et al, 2008). Esta ampla variedade capacita PGC-1a a co-
ativar fatores de transcricdo envolvidos na expressdo génica
mitocondrial, incluindo o NRF-1 (Handschin e Spiegelman, 2006).
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A PGC-1la também regula a expressdo de diversos genes envolvidos
na homeostase energética celular (Piugserver et al., 1998). Este
coativador estd presente em tecidos com alto metabolismo oxidativo e
sdo capazes de aumentar tanto biogénese mitocondrial quanto oxidacéao
de 4cidos graxos em resposta a estimulos como o jejum e o exercicio. A
PGC-1a. desempenha fungdes metabdlicas por se ligar a vérios fatores
de transcricdo, levando ao aumento da expressao de genes envolvidos na
funcdo respiratoria, causando aumento da capacidade enzimatica para
beta-oxidacdo de acidos graxos, ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa
(Canto et al., 2010).

Através do declinio na biogénese mitocondrial e funcdo durante o
envelhecimento, diversas linhas de estudos apontam que a expressdo da
PGC-la estd regulada para baixo no envelhecimento e pode estar
relacionada a disfuncdo mitocondrial (Baker et al., 2006; Hepple et al.,
2006). A disfuncdo da atividade mitocondrial supracitada provoca
alteragdes e adaptagBes em tecidos de caracteristicas anabdlicas, dentre
eles, pode-se citar o tecido adiposo marrom (BAT) (Bueno et al., 2015).

O tecido adiposo marrom estd presente em todos as espécies
mamiferas e em maiores quantidades nos primeiros anos de vida
(Langin, 2010). O BAT tem como funcéo principal a oxidagdo lipidica
para a producdo de calor, sendo assim, é especializado na termogénese
adaptativa induzida pela exposicdo ao frio, dieta, exercicio fisico ou
demais fatores externos (Himms-Hagen, 1990).

A oxidacdo de AGL e a producdo de calor pelas células adiposas
marrons surgem apés a intensa atividade metab6lica de mitocondrias,
gue expressam a proteina desacopladora-1 (UCP-1) também conhecida
como termogenina (Ricquier e Bouillaud, 2000). Ainda conforme os
autores, a UCP-1 esta localizada na membrana mitocondrial interna e
permite a dissipacdo do gradiente eletroquimico de prétons, gerado pela
cadeia respiratéria mitocondrial. O desacoplamento entre o consumo de
oxigénio e a sintese de ATP, promove dissipacdo de energia na forma de
calor.

Os combustiveis para a termogénese sdo 0os AG derivados do préprio
tecido, mas também da lipolise no tecido adiposo branco (WAT)
(Langin, 2010). A capacidade e atividade do tecido no metabolismo é
modificada por efeito das condigBes do meio ambiente, dessa forma, o
BAT atrofia-se quando ndo é necessario e é ativado em situacfes de
afronta por uma elevada e cronica demanda por calor, ou, por uma
severa restricao nutricional energética ou protéica.
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Bueno et al. (2015) mostraram que a quantidade de BAT vai
diminuindo ao longo da vida nos animais, assim como nos seres
humanos. Quanto a atividade da UCP-1, esta pode ser modificada por
fatores externos. Dentre os principais modificadores da atividade de
UCP-1 no BAT, cita-se condi¢bes ambientais, ingestdo alimentar e
exercicios fisicos (Okita et al., 2012). Kindred et al. (2016) afirmaram
gue a quantidade de BAT diminui consideravelmente em homens
idosos, quando comparados com homens jovens. Estes dados, aliados as
informagBes do declinio mitocondrial e metabolico, sugerem que o
envelhecimento proporciona uma série de alteracdes bioquimicas e
fisioldgicas paralelas a profundas alteragdes na composi¢do corporal,
como o acumulo de gordura e diminuicdo da massa magra, podendo
levar a obesidade (Piccoli et al., 2011).

O aumento do peso e 0 acumulo da gordura corporal parecem derivar
de um padrdo programado geneticamente, de mudancas na dieta e no
nivel de atividade fisica, relacionados com a idade ou a uma interagéo
entre esses fatores (Spirduso, 1995). Estudos mostram que o actimulo,
principalmente na regido central do corpo, desempenha um papel
importante para a resisténcia a insulina (IR) (Ohlson et al., 1985;
Vague, 1999; Vazquez et al., 2007; Peppa et al., 2013).

A relacdo entre a obesidade e o desenvolvimento de IR tem sido bem
documentada. Sabe-se que o acumulo de gordura esta fortemente
correlacionado com a resisténcia a insulina (Tulloch-Reid et al., 2004).
Esta correlacéo ja estd bem descrita e 0 aumento dos niveis de citocinas
pré-inflamatorias é um dos mediadores do processo.

Alguns estudos mostrararam de forma muito clara que a inflamacgéo
cronica e de baixo grau tem sido associada com o excesso de gordura
corporal (Jung, 1997; Chan et al., 1994; Colditz et al., 1995; Dandona et
al., 2004; Waki, 2007). As citocinas pré-inflamatérias, tais como o fator
de necrose tumoral alfa (TNFa e interleucinal beta (IL1B parecem
desempenhar um papel central nestas conexfes (Hotamisligil, 2006).
Um dos principais substratos intermediarios da via de sinalizacdo do
TNFa ¢é a serinaquinase JNK (c-jun N-terminal quinase) (Shi et al.,
2010).

Uma vez ativada, a JNK tem a funcdo primaria de induzir a associacgao
dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-Fos, levando a
formacdo do fator de transcrigdo dimérico AP-1 (Shi et al., 2010).
Entretanto, a atividade serina quinase da JNK pode agir sobre outros
substratos, inclusive os substratos tradicionais do receptor de insulina
(substrato 1 e 2 do receptor de insulina) IRS-1 e IRS-2 (Deng et al.,
2000). Uma vez fosforilados em serina pela JNK, a possibilidade de



17

serem fosforilados em tirosina pelo receptor de insulina fica
comprometida, o que contribui para resisténcia a transducéo do sinal da
insulina através desta via.

Outra via pré-inflamatdria que pode levar a fosforilagdo em serina de
substratos do receptor de insulina ¢ a via IKK/IkB/NF-kB (Senftleben et
al., 2001). Esta via pode ser ativada pelo TNFa, mas também por outras
citocinas pro-inflamatérias como IL-1p (Deng et al. 2000). A ativacdo
de IKK (quinase indutora do kappa B) promove a dissociacdo do
complexo IKB/NFKB (quinase inibidora do fator kappa/fator nuclear
kappa B) mas também pode induzir a fosforilagdo em serina dos IRSs o
gue compromete a transducdo do sinal da insulina através desta cascata.
Dessa forma, é consenso que citocinas inflamatdrias atuam sobre a via
de sinalizacdo de insulina, levando a resisténcia a esse horménio.

Ao longo dos anos, os cientistas buscaram alternativas de tratamentos
ndo farmacoldgicos para combater a resisténcia a insulina (e derivados)
e pesquisas descobriram haver correlagdo positiva na combinacdo do
exercicio fisico e essa condicdo clinica (Mondonet et al., 1980).
Atualmente, sabe-se que o exercicio melhora a sensibilidade a insulina,
potencializando o efeito da insulina na fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina 2 (IRS-2) com consequente aumento da atividade da
fosfatidilinositol-3-quinase (P13-K) (Howlett et al., 2002).

Além disso, ocorre também uma maior fosforilagdo em serina da Akt,
proteina fundamental para iniciar a translocacdo do transportador de
glicose (GLUT4) para a membrana citoplasmatica (Wojtaszewski et al.,
1999). Entdo, pode-se afirmar que o exercicio fisico diminui a
resisténcia a insulina, consequentemente, ha uma maior expressdo de
GLUT4 no tecido muscular (Fischer, 2014).

A prética regular de exercicios fisicos gera adaptacdes metabolicas
capazes de promover a estimulacdo da captacdo da glicose pelo musculo
esquelético, por meio da translocacdo de GLUT4. Também, ha o
aumento da atividade de fibras oxidativas e diminuicdo das citocinas
pré-inflamatorias (Pauli et al., 2009).

O exercicio fisico tem mostrado efeitos benéficos na atividade e
biogénese mitocondrial (Chow, 2007; Little et al., 2011; Safdar et al.,
2011). Em estudo realizado com ratos no qual foram submetidos &
corrida em esteira, durante 5 dias por semana, por 8 semanas, houve
uma melhora da fun¢éo mitocondrial do musculo esquelético conforme
evidenciado pelo aumento na atividade das enzimas mitocondriais
(citrato sintase, - hidroxiacil Coenzima A desidrogenase, citocromo ¢
oxidase) e aumento das taxas de sintese de ATP mitocondrial (Chow et
al., 2007). Andlises de microarray revelaram que estas adaptagdes ao
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treinamento foram acompanhadas por um acréscimo de transcri¢Oes
génicas correspondentes as proteinas mitocondriais. Estas mudancas
induzidas pelo exercicio ocorreram em conjunto com o aumento do
DNA mitocondrial e a expressdo de PGC- 1a (Lanza et al., 2010).
Sabe-se que o exercicio provoca uma série de adaptacGes metabdlicas,
como as discutidas anteriormente, contudo, ainda ndo ha um consenso
na comunidade académica sobre a maior eficiéncia de modalidades e
intensidades de estimulos. Logo, faz-se necessaria uma investigacdo de
diferentes tipos de exercicios fisicos e suas decorrentes adaptacdes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos metabolicos de exercicios fisicos de corrida em
esteira e treinamento resistido de forga muscular nos tecidos adiposos
marrom e branco de ratos velhos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar os efeitos dos protocolos de forca e resisténcia sobre os
parametros fisiolégicos: peso corporal, indice de adiposidade total
e nos tecidos: mesentérico, epididimal, retroperitonial, perirenal e
omental, peso do BAT;

o Avaliar os efeitos do treinamento de forga e de resisténcia em
moléculas reguladoras da atividade e biogénese mitocondrial
(PGC-1a, pAMPK, SIRT1) no BAT de ratos velhos;

o |dentificar os efeitos dos treinamentos de forga e resisténcia na
cadeia respiratoria, através dos complexos (I, Il, 111, IV) no BAT
de ratos velhos;

o Avaliar os efeitos dos treinamentos de forca e resisténcia sobre
molécula marcadora de inflamacdo (NFxB) e sensibilidade a
insulina (pAKT) no WAT de ratos velhos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

O estudo foi conduzido utilizando 20 ratos machos Wistar (3 e 18
meses de idade — pesando 210g+18g, 418g+11g), provenientes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram
agrupados 5 a 5 em gaiolas com acesso livre a agua e comida (Nuvilab
CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil), em temperatura ambiente de 23°C
graus e ciclo de claro e escuro de 12h sem restri¢des alimentares. Os
animais foram divididos em: grupo controle jovem (CJ) (n=5), grupo
controle velho (CV (n=5), grupo treinamento resistido de forca muscular
(TRFM) (n=5) e grupo de corrida em esteira (TCE) (n=5). O grupo
controle jovem foi constituido pelos ratos de 3 meses e o0 grupo controle
velho com os ratos de 18 meses de idade. Os ratos dos grupos forca e
resisténcia foram escolhidos aleatoriamente e ambientados a seus
respectivos protocolos de treino. Os animais que ndo se adaptaram, ndo
foram utilizados no estudo.

3.2 PROTOCOLOS DE EXERCICIO FISICO

3.2.1 Treinamento de corrida em esteira

Para o treinamento de corrida em esteira (TCE), todos os animais
foram ambientados em uma esteira ergométrica, com nove canais (10
m.min-1, sem inclina¢do, 10 min.dia—1) durante uma semana, com 0
objetivo de reduzir o estresse no ambiente novo. Os ratos nao receberam
nenhum estimulo para correr. Apds este periodo, os animais foram
submetidos a um programa de treinamento de corrida com niveis
progressivos de intensidade (13-17 m min-1, sem inclinac¢do) durante 3 a
4 dias por semana, durante 8 semanas. Cada sessdo de treinamento teve
duragdo de 60 minutos com intervalo de 48 h entre as sessdes (Tabela
1).
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Tabela 1. Treinamento de corrida em esteira
Semana Dias/semana Velocidade Grau Duracao
km/h (%) (min)

(adaptacao) 5 0,6 0 5-10
1 3 0,8 0 30
2 4 0,8 0 60
3 3 1 10 60
4 4 1 10 60
5 3 1 10 60
6 4 1 10 60
7 3 1,2 10 60
8 4 1,2 10 60

3.2.2 Treinamento resistido de for¢a muscular

Os animais submetidos ao treinamento resistido de forca muscular
(TRFM) realizaram a subida ao aparato com a carga inicial de 50% da
massa corporal, aumentando progressivamente para 75%, 100%, 125%,
150% e 200%, 3 a 6 séries, 4-5 repeticbes com 2 minutos de intervalo, 4
dias por semana, durante 8 semanas. O protocolo esta descrito conforme
0 esquema abaixo:

3 séries 4 séries 5 séries 6 séries 48 hs

- u

Semadap 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 N 12 ~
'—\f—"—n,—) A A—— A — ﬁ‘—\/—"—,—\—g—"

carga_10% 50% 75% 100% 125% 150% 175% 200% morte”

O aparato utilizado no experimento foi desenvolvido por Hornberger e
Farrar (2004) e adaptado por Scheffer et al. (2012), representado pela
figura a seguir.



22

=

Fig. 1: Aparato de treinamento resistido de forca muscular

3.3 WESTERN BLOT

Ap0s 48 horas da Ultima sessdo de exercicio, todos os animais foram
anestesiados através da administragdo intraperitoneal de Cetamina
(80mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) e posteriormente submetidos a
eutandsia, os tecidos adiposos branco e marrom foram extraidos e
imediatamente homogeneizados em tampéo especifico contendo 1% de
Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sédio,
100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), 10mM de vanadato de sédio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de
aprotinina a 4°C com Polytron MR 2100 (Kinematica, Suica). O
homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm por 30 minutos a 4°C. No
sobrenadante determinou-se a concentracdo de proteinas totais (por teste
colorimétrico), utilizando-se para isso 0 método de Lowry et al. (1951).

As proteinas foram ressuspensas e conservadas em tampdo Laemmli,
contendo 100 mmol/L de DTT (Laemmli, 1970) e posteriormente
realizada a determinacdo do imunoblotting com anticorpos especificos.
Para isso, aliquotas contendo 250ug de proteina por amostra foram
aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi
realizada em cuba Mini-PROTEAN® Tetra electrophoresis system (Bio-
Rad, Hércules, Estados Unidos da América), com solucdo tampéo para
eletroforese. As proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas
para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de
eletrotransferéncia Mini Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell (Bio-
Rad, Hércules, Estados Unidos da América). As membranas de
nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram incubadas em
solucdo bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente, para diminuir
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as ligacBes proteicas inespecificas. A seguir, as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios especificos: anti-PGC-1a e anti-
NF«xB p65 adquiridos da Cell Signalling Biotechnology (Beverly,
Estados Unidos da América), anti-pAMPK, anti-SIRT1, anti-pAKT
adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) sob
agitacdo constante e overnight a 4°C. As membranas originais foram
reblotadas com B-actina como proteina controle. A seguir, as
membranas foram incubadas em solu¢do com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase, durante 2 horas a temperatura ambiente.
Apos, as membranas foram incubadas por dois minutos com substrato
enzimatico e expostas ao filme de RX em cassete de revelagdo. A
intensidade e area das bandas foi captada utilizando um scanner (HP
G2710), quantificada através do programa Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, Estados Unidos da América).

3.4 PESO CORPORAL TOTAL, PESO DO BAT E INDICE DE
ADIPOSIDADE

Para determinar o peso corporal dos ratos, bem como o peso do BAT,
foi utilizada uma balanca analitica Bel Mark M2541 (Bel, Italia) para
comparacao entre 0s grupos. Apés a eutanasia dos animais, foi realizada
a extracdo e pesagem do tecido adiposo epididimal, omental,
retroperitoneal, perirrenal e mesentérico dos ratos, em balanca analitica
Bel Mark M254Al (Bel, ltalia), para comparacdo entre os grupos. O
peso da gordura corporal foi expresso como o percentual do peso
corporal total do rato.

3.5 ATIVIDADE DA CADEIA RESPIRATORIA

Atividade do complexo I: A atividade da NADH desidrogenase foi
avaliada pelo método descrito por Cassina e Radi (1996) pela taxa de
NADH-dependente da reducdo do ferricianeto a 420 nm.

Atividade do complexo Il: O meio de incubacéo foi constituido de
fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), succinato de sédio (16 mM) e
DCIP (8 mM). Inicialmente pré-incubar com 40-80 g de proteinas do
homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois, foram adicionados ao
meio 4 mM de azida sédica e 7 mM de rotenona e a reacdo iniciou com
adicdo de 40 M de DCIP. As absorbancias foram registradas por 5
minutos a 600 nm. A atividade do complexo Il foi medida pela
diminuicdlo da absorbancia causada pela redugdo do 2,6-
dicloroindofenol (DCIP) (Fischer et al., 1985). Os resultados foram
expressos em nmol. min-1 . mg de proteina-1
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Atividade do complexo I11: O meio de reacdo, constituido de fosfato
de potéassio (40 mM, pH 7,4), contendo succinato de sédio (16 mM), foi
pré-incubado com 40-80 mg de proteinas do homogeneizado a 30°C por
30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida sddica e 7
mM de rotenona e a reacdo se iniciou pela adicdo de 0,6 mg/mL de
citocromo ¢ e as absorbancias foram registradas por 5 minutos a 550
nm. A atividade do complexo Il foi medida pelo aumento da 44
absorbancia causado pela reducéo do citocromo ¢ (Fischer et. al.,1985).
Os resultados foram expressos em nmol. min-1. mg deproteina-1.

Atividade do Complexo 1V: O meio de incubagdo foi composto por
tampdo fosfato de potéassio (10 mM, pH 7,0), dodecil-maltisideo (0,6
mM) e 10-20 mg de proteinas (homogeneizado). A reacdo foi iniciada
com a adicdo de 0,7 mg de citocromo ¢ reduzido. A atividade do
complexo 1V foi medida a 25°C por 10 minutos. A atividade da
citocromo ¢ oxidase foi medida pelo decréscimo na absorbancia devido
a oxidacdo de citocromo c previamente reduzido. As leituras foram
feitas a 550 nm (Rustin et al., 1994). Os resultados foram expressos em
nmol. min-1 . mg de proteina-1.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e
analisados estatisticamente através da analise de varidancia ndo
paramétrico (ANOVA), seguida por teste post hoc de Tukey. O estudo
utilizou nivel de significancia de p menor que 5%. A andlise estatistica
foi realizada por meio do software Graphpad Prism 1.0 para Microsoft
Windows.

3.7 PROCEDIMENTOS ETICOS

O descarte dos animais foi realizado com acondicionamento dos
mesmos em saco branco leitoso e armazenado em freezer -40 para
posterior tratamento e deposicdo final em aterro sanitario, conforme
procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).
Todos os procedimentos foram realizados conforme as Diretrizes
Brasileiras para o Cuidado e Uso de Animais para fins Cientificos e
Didéticos - DBCA (DOU 27/5/13, MCTI, p.7) e aprovados pelo Comité
de Etica local sob o protocolo 016/2013.
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4 RESULTADOS

A figura 1 buscou avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a
composicgdo corporal de ratos velhos. Os ratos velhos apresentaram peso
corporal significativamente maior que os ratos jovens, entretanto, os
dois protocolos de exercicio fisico ndo promoveram alteragdes
significativas em relacdo aos ratos velhos. (Fig. 1a). No entanto, a
gordura corporal dos ratos exercitados mostrou-se significativamente
reduzida, mesmo sem a diminui¢do do peso corporal.

O percentual de gordura nos tecidos epididimal (Fig. 1b),
retroperitonial (Fig. 1c), mesentérico (Fig. 1e) e omental (Fig. 1f) foi
significativamente maior nos ratos do grupo controle velho quando
comparado aos animais do grupo controle jovem. Também pode-se
observar que ambos o0s protocolos de exercicio reduziram
significativamente o percentual de gordura em comparagdo com o grupo
controle velho. Ja no tecido perirenal (Fig. 1d), o percentual de gordura
foi aumentado significativamente nos ratos velhos e apenas o TCE
diminuiu os niveis de forma significativa.

Na avaliacdo do percentual de gordura total dos animais, denominado
indice de adiposidade (Fig. 1g), os resultados mostram que ha um
aumento significativo no percentual de gordura no grupo controle velho
e o0s exercicios fisicos TCE e TRFM conseguiram promover reducdo
significativa de tais parametros, sem distincdo entre eles. Por fim,
verificou-se o peso do BAT dos animais (Fig. 1h) e notou-se que 0s
valores encontrados nos ratos do grupo controle velho sdo
significativamente menores que nos ratos do grupo controle jovem e 0s
grupos que praticaram exercicio fisico ndo apresentaram mudancas
significativas em comparagdo com 0s grupos controle.
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Fig. 1 Efeitos dos protocolos de exercicio fisico sobre parametros fisioldgicos
de ratos velhos. Peso corporal total (a). Percentual de gordura no tecido
epididimal (b). Percentual de gordura no tecido retroperitonial (c). Percentual de
gordura no tecido perirenal (d). Percentual de gordura no tecido mesentérico
(e). Percentual de gordura no tecido omental (f). Percentual de gordura total (g).
Peso do tecido adiposo marrom (h). TRFM = Treinamento resistido de forca
muscular; TCE = Treinamento de corrida em esteira. N = 5 ratos por grupo. O
nivel de significancia estabelecido foi p< 0,05 e a andlise estatistica comparativa
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foi realizada por meio do teste One-way ANOVA ndo paramétrico e pds teste
de Tukey. ‘p< 0,05 em relag&o ao grupo controle jovem; *p< 0,05 em relagéo ao
grupo controle velho.

A figura 2 representa a avaliacdo dos efeitos dos dois diferentes
protocolos de exercicio fisico sobre moléculas reguladoras da atividade
mitocondrial no tecido adiposo marrom de ratos velhos.

A partir dos resultados, nota-se que nas moléculas PGC-1a (Fig. 2a),
pAMPK (Fig. 2b) e SIRT1 (Fig. 2c) ndo houve diferenca significativa
entre os grupos controle de ratos jovens e velhos. Os dois protocolos de
exercicio fisico promoveram aumentos significativos das moléculas
reguladoras da atividade e biogénese mitocondrial em relagdo aos ratos
velhos do grupo controle.
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Fig. 2 Efeitos de diferentes protocolos de exercicio fisico sobre moléculas
reguladoras da atividade mitocondrial no tecido adiposo marrom de ratos
velhos. PGC1-a (a). pAMPK (b). SIRT1 (c). TRFM = Treinamento resistido de
forca muscular; TCE = Treinamento de corrida em esteira. N = 5 ratos por
grupo. O nivel de significancia estabelecido foi p< 0,05 e a anélise estatistica
comparativa foi realizada por meio do teste One-way ANOVA ndo paramétrico
e pos teste de Tukey. “p< 0,05 em relagéo ao grupo controle jovem; “p< 0,05 em
relagdo ao grupo controle velho.

A figura 3 representa a avaliacdo dos efeitos dos protocolos TRFM e
TCE sobre a atividade da cadeia respiratoria de ratos velhos. A atividade
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dos complexos | e IV da cadeia respiratéria de animais velhos (Fig. 3a e
Fig. 3d respectivamente) foi significativamente menor em ratos do
grupo controle velho em relagdo aos ratos do grupo controle jovem.
Nota-se que o0s grupos que realizaram exercicio fisico apresentaram
aumento significativo das atividades analisadas, sendo que o TCE
mostrou aumento significativamente maior que o0 TRFM. Na anélise da
atividade dos complexos Il (Fig. 3b) e lll (Fig. 3c), os niveis reduziram
significativamente no grupo controle velho na comparagdo com o grupo
controle jovem. Os protocolos de exercicio fisico promoveram um
aumento significativo da atividade respiratéria, entretanto, sem
diferenca significativa entre eles.

a) b)

g

8B £ 8¢
Atividade do complexo Il
(nmol/min/mg proteina)
-

Atividade do complexo |
(nmoliminimg proteina)

c) d)

e e
S @

L
9
Atividade do complexo IV
(nmol/min/mg proteina)
N
3

Atividade do complexo Il
(nmol/min/mg proteina)

4
°

&
&

(o] S

Fig. 3 Efeitos dos protocolos de exercicio fisico sobre a atividade da cadeia
respiratoria de ratos velhos. Atividade do complexo | (a). Atividade do
complexo Il (b). Atividade do complexo 111 (c). Atividade do complexo IV (d).
TRFM = Treinamento resistido de forga muscular; TCE = Treinamento de
corrida em esteira. N = 5 ratos por grupo. O nivel de significancia estabelecido
foi p< 0,05 e a andlise estatistica comparativa foi realizada por meio do teste
One-way ANOVA ndo paramétrico e pos teste de Tukey. “p< 0,05 em relagdo
ao grupo controle jovem; “p< 0,05 em relaco ao grupo controle velho; *p< 0,05
em relagdo ao grupo TRFM.

A figura 4 buscou avaliar os efeitos dos dois protocolos de exercicio
fisico sobre moléculas reguladoras de inflamagdo e transducéo do sinal
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insulinico no tecido adiposo branco de ratos velhos. N&o houve
diferenca significativa nos niveis de pAKT entre os ratos dos grupos
controle (Fig. 4a). Entretanto, os dois protocolos de exercicio fisico
aumentaram significativamente os niveis da molécula analisada.

Os resultados da figura 4b mostram que ndo houveram alteracGes
significativas na molécula reguladora de inflamacéo analisada em ratos
velhos quando comparados aos ratos jovem. A mesma figura mostra que
0s protocolos de exercicio ndo promoveram alteragdes significativas nos
niveis de NFkB p65 nos ratos submetidos ao treinamento.
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Fig. 4 Efeitos dos dois protocolos de exercicio fisico sobre moléculas
reguladoras de inflamagé&o e transdugéo do sinal insulinico no tecido adiposo
branco de ratos velhos. pAKT (a). NFkB p65 (b). TRFM = Treinamento
resistido de forca muscular; TCE = Treinamento de corrida em esteira. N = 5
ratos por grupo. O nivel de significancia estabelecido foi p< 0,05 e a andlise
estatistica comparativa foi realizada por meio do teste One-way ANOVA néo
paramétrico e pos teste de Tukey. “p< 0,05 em relacdo ao grupo controle jovem
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que conforme o
envelhecimento, os ratos tendem a aumentar o peso corporal e que esse
aumento ocorre principalmente na forma de massa adiposa. O aumento
do peso corporal e dos indices de gordura sdo caracteristicas comuns no
processo de envelhecimento dos seres vivos (Matsudo et al. 2008). Este
fato pode ser justificado por uma série de fatores, tais como:
predisposicao genética, influéncia do meio ambiente, niveis de atividade
fisica, controle da ingestdo alimentar, niveis de estresse, entre outros
fatores socioculturais (Losonczy et al., 1995).

Na figura 1, pode-se observar que os ratos velhos, além de aumentar o
peso corporal total, aumentaram significativamente o percentual de
gordura nos tecidos epididimal, retroperitonial, omental, perirenal e
mesentérico. Os dados corroboram com os resultados obtidos por
Huffman e Barzilai (2010), que analisaram o percentual de gordura de
ratos ao longo da vida. Ainda na pesquisa de Huffman e Barzilai (2010),
pode-se observar que o percentual de gordura nos tecidos supracitados
aumentou de forma significativa com o passar do tempo. Os ratos de tal
estudo, quando na idade semelhante ao da presente pesquisa,
aumentaram a gordura intra-abdominal (59%) e nos tecidos epididimal
(51%), perirenal (53%), omental (55%) e mesentérico (54%). Catalano
et. al. (2010) investigaram alteracBes metabdlicas promovidas pelo
depdsito de gordura mesentérica versus outros depositos de gordura
intra abdominais no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo Il em
ratos novos e velhos.

Os ratos velhos analisados apresentaram maior peso corporal e
maiores percentuais de gordura (total, epididimal, perirenal e visceral)
em relacdo aos ratos jovens. Também, houve aumento significativo dos
niveis de gordura no tecido mesentérico nos animais mais velhos, sem
diferenca significativa na comparagdo proposta pelo titulo do estudo
(Catalano et. al. 2010). Catalano et. al. (2005), em outro estudo,
observaram que ratos com altos niveis de gordura intra-abdominais
estdo mais suscetiveis ao desenvolvimento do DM2.

Conforme os resultados da figura 1, o exercicio fisico ndo promoveu
diferencas significativas no peso corporal de ratos velhos submetidos a
dois distintos protocolos. Porém, o exercicio fisico de TCE mostrou-se
eficaz na diminuicdo do percentual de gordura nos tecidos: epididimal,
retroperitonial, mesentérico, perirenal, omental e no percentual de
gordura total dos ratos. JA& o protocolo TRFM, também promoveu
redugdo significativa nos mesmos tecidos, exceto no tecido perirenal,
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onde ndo foi encontrada diferenca significativa neste tecido em
comparacdo com os ratos velhos do grupo controle (Fig. 1d). Vale
ressaltar que ndo foram encontradas diferengas significativas quando os
dois grupos de exercicios foram comparados, portanto, 0s dois
protocolos mostram-se eficazes na diminuicdo do percentual de gordura
de ratos velhos.

Os resultados encontrados apontam que o exercicio fisico é
fundamental para a reducdo do percentual de gordura no
envelhecimento, independente do tipo de treinamento escolhido. Em
relagdo ao peso do BAT, os dois protocolos de exercicio fisico ndo
obtiveram diferencas significativas quando comparados aos grupos
controle de ratos velhos. Em adigdo, houve reducdo significativa do
peso do BAT dos dois protocolos quando comparados com 0 grupo
controle de ratos jovens.

O peso do tecido adiposo marrom apresentou diminuicdo significativa
nos ratos velhos do grupo controle em relacdo aos ratos jovens. O
exercicio fisico ndo foi capaz de promover alteracBes significativas
neste tecido (Fig. 1h). Na literatura, ainda ndo existem muitos estudos
contundentes que abordem os efeitos do exercicio fisico sobre o0 peso do
BAT em ratos de meia idade ou velhos. Wu et al. (2014) avaliou a
regulacdo da capacidade termogénica do tecido adiposo branco e
marrom em ratos submetidos a dietas hiperlipidicas e treinamento de
endurance. No estudo, apds 8 semanas de treinamento, 0s ratos que
praticaram exercicio fisico apresentaram maior area de tecido adiposo
marrom que ratos sedentérios. Portanto, o peso do BAT diminuiu de
forma significativa em ratos velhos e os protocolos de exercicio fisico
pareceram ndo reverter a perda deste tecido, sendo necessarias maiores
investigagdes sobre o tema.

A relacdo entre o exercicio fisico e a composi¢do corporal vem sendo
estudada ha muito tempo e os efeitos tem-se demonstrado benéficos.
Garthwaite et al. (1986) analisaram o impacto do exercicio fisico e da
restricdo alimentar no envelhecimento. Foi constatado que o exercicio
fisico foi mais eficaz que a restricdo alimentar na manutencdo e menor
diminuicdo de massa magra em ratos que praticaram natacdo. No estudo,
verificou-se uma significativa reducdo do percentual de gordura e no
peso corporal dos ratos, diferentemente do presente estudo.

Huang et al. (2016) buscou verificar os efeitos de treinamento de
natagdo em moléculas reguladoras da atividade e biogénese
mitocondrial. No estudo, 0s animais possuiam peso corporal similar aos
animais do presente estudo nas idades analisadas (3 e 18 meses).
Contudo, os animais exercitados diminuiram significativamente o peso
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corporal apds um periodo de 12 semanas. Ressalta-se que os animais
ndo apresentavam diferencas significativas no peso corporal no decorrer
de 8 semanas, assim como o presente trabalho.

Davis et al. (2013) realizaram um experimento com o intuito de
elucidar os efeitos do envelhecimento e exercicio fisico sobre a gordura
intra-abdominal e regulacdo da pressdo sanguinea. Apés 10 a 12
semanas de exercicios de endurance, 0s ratos que praticavam exercicios
fisicos apresentaram peso significativamente menor que ratos
sedentarios. No estudo, a intensidade utilizada foi de 70 a 80% do
VO,méax e as sessdes de treino eram realizadas cinco vezes por semana
com durac¢do de 60 minutos cada.

Em seres humanos, exercicios fisicos de alta intensidade (>80%
VO,méx) tem demonstrado reducdo de peso corporal significativa a
partir de 6 semanas de treinamento (Little et al., 2011; Gibala et al.,
2011; Gibala et al., 2012). A partir disso, destaca-se a importancia do
exercicio fisico para a reducdo do percentual de gordura e melhoras na
salide no processo de envelhecimento. Mesmo sem alteracdes no peso, a
composicdo corporal dos animais mostrou que existem diferentes
maneiras para a reducdo da massa adiposa na velhice e que tal redugéo
acarreta na diminuicdo no risco de diversos tipos de complicagdes, como
a resisténcia a insulina, diabetes, doengas cardiovasculares, entre outras.

Na figura 2, avaliou-se o efeito do exercicio fisico sobre moléculas
reguladoras da atividade e biogénese mitocondrial. Conforme discutido
na introducdo, sabe-se que o envelhecimento provoca a reducéo e o
exercicio fisico o aumento da atividade e biogénese mitocondrial. Os
ratos velhos do presente estudo ndo diminuiram as moléculas analisadas
em comparagao com os ratos jovens, tal fato pode ser justificado pois as
alteragdes ocorreram a niveis bioquimicos e provavelmente ndo
conseguiram atingir niveis moleculares em funcdo do declinio gerado
pelo envelhecimento. Entretanto, os protocolos de exercicio fisico de
TCE e TRFM promoveram o aumento significativo da atividade das
moléculas PGC-1a (Fig. 2a), pAMPK (Fig. 2b) e SIRT1 (fig. 2c),
mostrando que houve uma maior atividade destas moléculas, sugerindo
um possivel aumento da atividade e biogénese mitocondrial no tecido
adiposo marrom.

Os resultados corroboram com o estudo de Wu et al. (2015) que
mostrou um aumento da atividade de PGC-la no BAT de ratos
praticantes de exercicio de endurance. Segundo Fenzl e Kiefer (2014), o
exercicio fisico promove 0 aumento da termogénese no tecido adiposo
marrom e um dos processos chave é realizado por meio da elevada
atividade de PGC-1a.
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Um elegante estudo desenvolvido por Norheim et al. (2014) buscou
avaliar os efeitos do exercicio fisico agudo e crbnico sobre parametros
metabdlicos nos tecidos adiposos branco e marrom em seres humanos.
Os autores constataram que houve um aumento da atividade de PGC-1a
e Irisina de forma aguda e também apds 12 semanas de treinamento em
individuos pré-diabéticos ou destreinados.

Um belo estudo de De Matteis (2013) classificou o exercicio fisico
como um "novo estimulo™ para a atividade do BAT. No estudo, ratos
foram submetidos a 6 semanas de treinamento de corrida em intensidade
de 60% e a atividade mitocondrial, regulada principalmente pela PGC1-
o aumentou de forma significativa ao final do experimento. Em
humanos, a intensidade parece ndo ser um fator determinante para o
aumento da atividade mitocondrial.

Bartlet et al. (2012) mostraram que a atividade de PGC-1a aumentou
de forma significativa em individuos que praticaram exercicios
intermitentes de alta intensidade (HIIT) e exercicios de resisténcia
muscular localizada. Ambos os protocolos utilizaram a corrida como
método de treinamento e o tecido utilizado foi 0 misculo esquelético.
Os autores afirmam, na discussdo, que a alta atividade mitocondrial tem
sido observada em diversos tecidos, incluindo os adiposos.

O exercicio de resisténcia promove a biogénese mitocondrial através
da ativacdo de PGC-1a por duas maneiras distintas: um rapido aumento
na atividade PGC- lo seguido por um aumento mais crénico na
expressao de PGC- la. A fase rapida inicial de adaptacéo foi abordada
pela primeira vez a partir de trés principais observacdes feitas por
Wright et al. (2007). Primeiro, a transcricdo de genes e expressdo de
determinadas proteinas mitocondriais aumentou semelhantemente ou
mais rapido comparando com a expressdo PGC- la em resposta ao
exercicio. Segundo, NRF1 e NRF2 foram ligados aos seus respectivos
promotores antes de qualquer aumento na expressdo de PGC-la.
Terceiro, a maioria da PGC-1la ¢ encontrada dentro do citoplasma no
musculo em repouso, mas transloca para o nlcleo em resposta ao
exercicio. Os autores propdem que antes de quaisquer mudancas na
expressdo PGC-lo, o exercicio inicia rapidamente o processo da
biogénese mitocondrial pela ativagdo de PGC- 1a (Wright et al., 2007).

Suwa et al. (2008) sugerem que 0 exercicio de resisténcia aumenta a
expressdo das proteinas SIRT1 e PGC-la melhorando a biogénese
mitocondrial do muasculo. A ativagdo da biogénese mitocondrial pode
minimizar os processos musculares associados ao envelhecimento,
possivelmente atraves de moleculas, tais como AMPK, SIRT1 e PGC-
la (Kang, et al., 2013).
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O exercicio fisico aumenta a AMPK e SIRT1, aumentando também a
atividade de PGC-1q, tanto por fosforilagdo direta (papel da AMPK),
guanto por sua desacetilagdo (papel da SIRT1). Dessa forma, 0 exercicio
fisico pode ativar biogénese mitocondrial através da desacetilagdo da
PGC-1a mediada pela SIRT1 (Fulco et al., 2003; Lavu et al., 2008).
Nosso grupo ja mostrou que o exercicio fisico pode promover o
aumento de pAMPK no quadriceps de ratos velhos, de maneira
proporcional a intensidade. Na pesquisa, observou-se que as diferencas
mais significativas foram encontradas em exercicios de alta intensidade
(Oliveira et al., 2014).

A figura 3 mostrou que a atividade da cadeia respiratéria diminui de
acordo com o envelhecimento, pois observou-se que no complexo |
(Fig. 3a), complexo Il (Fig. 3b), complexo Il (Fig. 3c) e complexo IV
(Fig. 3d) os niveis sdo significativamente menores nos ratos velhos do
grupo controle em relagdo ao grupo controle de ratos jovens.

O envelhecimento tem sido associado a menores taxas de sintese de
proteinas mitocondriais, distirbios nas atividades de enzimas
mitocondriais, além da menor capacidade oxidativa para a producdo de
energia (Short et al., 2005; Igbal et al., 2013). Ha relatos que
comprovam que ratos velhos possuem niveis proteicos de citocromo-c
significativamente menores que ratos jovens (Haak et al., 2009; Kang et
al., 2009).

Os resultados do presente estudo mostram que o exercicio fisico
promoveu aumento significativo da atividade da cadeia respiratdria em
todos os complexos quando comparados ao grupo controle de ratos
velhos. Nos complexos | (Fig. 3a) e IV (Fig. 3d), os protocolos de
exercicio TCE e TRFM aumentaram a atividade respiratéria de forma
significativa, sendo que o TCE mostrou-se mais eficaz. Nos complexos
Il (Fig. 3b) e Il (Fig. 3c), ambos os tipos de exercicio fisico
promoveram aumentos significativos na atividade da cadeia respiratdria
em comparacao com ratos velhos, entretanto, sem diferenca significativa
entre eles.

Seene e Kaasik (2012) defendem que o exercicio aerébio promove, de
forma eficiente, alterages nos fatores de risco de doenga cardiovascular
decorrente das moléculas analisadas em nossa pesquisa. Os autores
afirmam ainda, que este tipo de exercicio € o mais potente indutor
fisiologico da biogénese mitocondrial em diversos tecidos, como o
muscular e o adiposo. Estes dados corroboram com as informacdes
obtidas no presente estudo, onde o TCE pareceu ser mais eficiente que o
TRFM em dois dos quatro complexos da cadeia respiratoria analisados.
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Dessa forma, Samjoo et al. (2013) mostraram em estudos recentes,
gue o exercicio fisico aerébio de baixa a moderada intensidade promove
melhoras no tecido adiposo em obesos e adolescentes sedentarios,
respectivamente. O treinamento resistido também é considerado um
eficiente indutor do aumento da atividade da cadeia respiratdria. Estudos
como o de Woods et al. (2014) mostram que individuos idosos
praticantes de treinamento de forca possuem maiores niveis de atividade
da cadeia respiratéria do que idosos sedentarios. Os mesmos autores
ressaltam ainda, que este tipo de treinamento diminui o efeito da
sarcopenia e tem-se demonstrado ser mais eficaz que exercicios de baixa
intensidade, diferentemente dos dados encontrados na presente pesquisa.

Um estudo de nosso laboratério (Tromm, 2014) mostrou que o
exercicio fisico promove diferentes adaptacGes na ativdade da cadeia
respiratéria de forma dependente da intensidade, sendo que o0s
protocolos mais intensos parecem ser mais eficazes. Para corroborar
com estes achados, uma meta-analise buscou comparar os efeitos dos
treinamentos intervalados de alta intensidade e treinamentos continuos
de baixa intensidade sobre marcadores de dano cardiovascular e
moléculas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons. Os
exercicios mais intensos mostraram-se mais eficazes que os de baixa
intensidade em todos os parametros analisados (Ramos et. al., 2015).
Logo, faz-se necessério a realizacdo de mais estudos que possam
elucidar o papel de cada tipo de exercicio e intensidade sobre os
parametros da atividade da cadeia respiratdria e mitocondrial.

A figura 4 mostra os efeitos de dois protocolos de exercicio fisico
sobre a molécula crucial envolvida na transducdo do sinal insulinico
(pAKT) e o marcador inflamatoério (NFxB p65) no tecido adiposo
branco de ratos velhos. Os resultados mostraram que 0s dois protocolos
de exercicio fisico apresentaram aumento significativo de pAKT quando
comparados com o grupo controle de ratos velhos, sem diferenca
significativa entre os protocolos, sugerindo uma possivel melhora na
transducdo do sinal insulinico.

Nosso grupo tem demonstrado que o exercicio fisico promove um
aumento da sensibilidade & insulina, seja de forma aguda ou crénica
mesmo sem alteracdo no peso corporal (Ropelle et. al., 2006; Oliveira et
al., 2011; Marinho et al., 2012), corroborando com o presente estudo.
Em um de nossos primeiros estudos, Luciano et. al. (2002) verificaram
gue a sinalizagdo da insulina no musculo esquelético e no tecido adiposo
de camundongos magros aumentaram depois de um periodo de seis
semanas de natacdo, com sobrecarga adicional de 5%, o que
demonstrou que o exercicio é eficaz na melhora a resposta & insulina em
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tecidos periféricos, como musculo esquelético e adiposo de animais
saudaveis.

Na figura 4b, os resultados mostraram que os exercicios fisicos ndo
foram capazes de reverter os niveis proteicos de NFkB p65 em
comparacao com os ratos velhos. A partir deste resultado, sugere-se que
a sensibilidade a insulina foi aumentada por outras vias, que ndo foram
analisadas no experimento. Uma hip6tese para a ndo diminuicdo dos
marcadores inflamatérios € de que, com o envelhecimento, ha um
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias provenientes do
acumulo de tecido adiposo em macrdfagos (aumentados em funcdo da
idade) e os exercicios utilizados ndo foram capazes de reduzir
significativamente estas citocinas (Freitas, 2016).
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo mostram que 0s ratos
submetidos aos protocolos de corrida em esteira e de forca muscular
apresentaram diminuicdo significativa do percentual de gordura, tanto
nos tecidos analisados separadamente, quanto no percentual de gordura
total, em relacdo aos ratos velhos do grupo controle. Também, pode-se
observar que ambos os protocolos de exercicio fisico promovem
beneficios similares em moléculas que sinalizam atividade e biogénese
mitocondrial.

A atividade da cadeia respiratoria no tecido adiposo marrom foi
significativamente maior nos ratos que praticaram TCE e TRFM em
relacdo aos ratos velhos do grupo controle. Ambos os protocolos
aumentaram significativamente a molécula crucial na transdugdo do
sinal insulinico (pAKT), sugerindo uma possivel menor sensibilidade a
insulina no tecido adiposo branco de ratos velhos, que pareceu ser
independente dos niveis proteicos de NFkB.

Por fim, destaca-se que os dois protocolos de exercicio fisico
conseguiram promover excelentes resultados sobre a massa adiposa no
envelhecimento. O estudo foi pioneiro na comparacao dos dois métodos
e indica que, mesmo com estimulos completamente diferentes, o
exercicio fisico altera de forma significativa os parametros metabélicos
e de composicdo corporal de ratos durante o envelhecimento.
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