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RESUMO

O envelhecimento é um processo biolégico natural que esta associado com risco aumentado
de desenvolvimento de sindrome metabdlica, aparecimento da doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA) e da esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA). Este risco aumenta em individuos
sedentarios e com expressiva adiposidade. Portanto, a identificacdo da causa ou fatores
disparadores que produzem esses transtornos metabolicos e doencas no figado podera auxiliar os
profissionais da area da saude a controlar ou evitar o problema. A proteina ROCK tem se mostrado
promissora em atuar sobre a agdo da insulina, interferindo no metabolismo, no entanto, seu efeito
no tecido hepatico ainda néo foi totalmente elucidado. O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos do exercicio fisico aerobio sobre a proteina ROCK e seu impacto sobre a sinalizacdo da
insulina, lipogénese e gliconeogénese hepatica de roedores envelhecidos. Ensaios envolvendo
ratos Wistar e Fischer e camundongos C57BL/6J jovens e idosos foram conduzidos. Experimentos
com inibidor farmacolégico da ROCK (Y-27632) também foram realizado com camundongos.
Buscando investigar distirbios metabdlicos vistos com o avancar da idade, experimentos
adicionais mimetizando inflamacdo de baixo grau (lipopolissacarideos), fibrose (tetracloreto de
carbono), hiperinsulinemia (camundongos Slc2a4'-) e obesidade (camundongo Swiss e Ob/Ob)
fizeram parte da pesquisa. Por fim, experimentos com células hepaticas permitiram avaliar a via de
sinalizacdo da insulina em situacdes de inibicdo e superexpressdo da ROCK e com estimulos de
palmitato e insulina. Os resultados mostram que o envelhecimento esta associado a um aumento
da atividade da ROCK no figado, independente do grau de adiposidade dos roedores. Ademais, 0
aumento da atividade da ROCK foi acompanhado de prejuizos na sinalizacdo da insulina e
aumento de proteinas envolvidas nos processos de gliconeogénese e lipogénese hepatica, com
consequente hiperglicemia e maior acumulo de gordura no figado. Tais manifestacdes
dismetabdlicas foram vistas também em camundongos obesos (Swiss e Ob/Ob), camundongos
hiperinsulinémicos (Slc2a4*) e nas condicdes de fibrose hepéatica ou exposicdo ao
lipopolissacarideos. Por outro lado, verifica-se nas diferentes linhagens de roedores envelhecidos
e nagueles expostos a diferentes tratamentos que o exercicio fisico aerébio foi capaz de diminuir
a atividade da ROCK, melhorar a transducdo do sinal da insulina, e isso, foi acompanhado por
reducdo de proteinas chaves da via da gliconeogénese e lipogénese no figado. Efeitos similares
foram observados através da inibicdo farmacologica da ROCK (Y-27632) em camundongos
C57BL/6J ou em cultivo celular. Nos experimentos em células a inibicdo da ROCK potencializou a
via de sinalizacdo da insulina, e a superexpressdo da ROCK1 aumentou o conteudo da proteina
lipogénica SREBP1c. Em concluséo, este € o primeiro estudo a demonstrar que o aumento da
atividade da ROCK ¢é associado com prejuizos na sinalizacdo da insulina e aumento dos processos
de gliconeogénese e lipogénese no tecido hepético de roedores idosos. Ao contrario, 0 exercicio
fisico aerdbio foi capaz de suprimir a atividade da ROCK e melhorar a transdugéo do sinal da



insulina, e isso, foi acompanhado de significativa redug&o da sinalizagao envolvida nos processos
de gliconeogénese e lipogénese no figado, seguida de melhora na homeostase glicémica e menor

acumulo de gordura hepatica em roedores envelhecidos.

Palavras-chave: Envelhecimento, exercicio fisico, metabolismo hepético, Rho-quinase.



ABSTRACT

Aging is a natural biological process that is associated with an increased risk of developing
metabolic syndrome, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), and non-alcoholic steatohepatitis
(NASH). This risk increases in sedentary subjects and with expressive adiposity. Therefore, the
identification of the cause or triggering factors of these metabolic disorders and liver disease can
help healthcare professionals to control or prevent the problem. The ROCK protein has been
promising to act on the insulin pathway, interfering metabolism, however, its effect on liver tissue
has not been fully elucidated. The aim of this study was to investigate the effects of aerobic exercise
on the ROCK protein and its impact on insulin signaling, lipogenesis, and hepatic gluconeogenesis
in aged rodents. Experiments involving young and old Wistar and Fischer rats, and C57BL/6J mice
were conducted. Experiments with a pharmacological ROCK inhibitor (Y-27632) were also carried
out with mice. Seeking to mimic some metabolic disturbances seen with advancing age, additional
experiments inducing low-grade inflammation (lipopolysaccharides), fibrosis (carbon tetrachloride),
hyperinsulinemia (Slc2a4*- mice), and obesity (Swiss and Ob/Ob mice) were performed. Finally,
experiments with hepatic cells allowed us to assess the insulin signaling pathway in situations of
ROCK inhibition and overexpression, and with palmitate and insulin stimuli. The results show that
aging is associated with an increase in ROCK activity in the liver, regardless of the adiposity degree
of the rodents. Furthermore, the increase in ROCK activity was accompanied by impaired insulin
signaling and increased proteins involved in the processes of hepatic gluconeogenesis and
lipogenesis, with consequent hyperglycemia and greater hepatic fat accumulation. These
dysmetabolic manifestations were also seen in obese mice (Swiss and Ob/Ob), hyperinsulinemic
mice (Slc2a4*"), and under conditions of liver fibrosis or exposure to lipopolysaccharides. On the
other hand, it is verified in different strains of aged rodents and in those exposed to different
treatments that aerobic exercise was able to decrease ROCK activity, improve insulin signal
transduction, and this was accompanied by a reduction in key proteins related to gluconeogenesis
and lipogenesis pathway in the liver. Similar effects were observed through pharmacological
inhibition of ROCK (Y-27632) in C57BL/6J mice or in cell culture. In cell experiments, inhibition of
ROCK potentiated the insulin signaling pathway, and overexpression of ROCK1 increased the
content of lipogenic protein SREBP1c. In conclusion, this is the first study to demonstrate that
increased ROCK activity is associated with impaired insulin signaling and increased
gluconeogenesis and lipogenesis processes in the liver tissue of aged rodents. On the other hand,
aerobic physical exercise was able to suppress ROCK activity and improve insulin signal
transduction, and this was accompanied by a reduction in gluconeogenesis and lipogenesis
processes in the liver, followed by improvement in glucose homeostasis and hepatic fat
accumulation in aged rodents.

Keywords: Aging, physical exercise, hepatic metabolism, Rho-kinase.
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1. INTRODUCAO:

Dentro do panorama populacional atual observa-se em grande parte do planeta um aumento
no nimero de pessoas idosas. Além disso, as proje¢des sinalizam que havera um envelhecimento
continuo da populacdo mundial nas préximas décadas (1). No Brasil a expectativa segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) é de 26,7% de idosos para o ano de 2060
(www.ibge.gov.br). Uma das grandes preocupac¢fes com este cenario € o aumento associado ao
processo de senescéncia em massa da contingéncia de doencas cronicas degenerativas néao
transmissiveis como alguns tipos de cancer, distarbios cardiovasculares e respiratérios, Alzheimer,
osteoporose, esteatose hepética ndo alcodlica e o diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (2—-4).

Principalmente, projeta-se, que o envelhecimento dentro de um estilo de vida que impera a
mesa civilizada farta (alimentos ricos em calorias e gordura saturada) e a inatividade muscular um
ambiente propicio aos agravos da saude. Em especial durante o processo de senescéncia do ser
humano diversas alteracfes ocorrem no organismo e em especial no tecido hepatico que estéao
atrelados a prejuizos em vias moleculares envolvidas no acumulo exacerbado de gordura
(lipogénese) e na producédo hepatica de glicose descontrolada (glicogendlise e gliconeogénese), e
consequentemente isso contribui para a hiperglicemia e o desenvolvimento do DM2 (5,6).

No processo de desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA),
apos a deposicdo de gordura nos hepatécitos, o dano induzido pelo estresse oxidativo e producéo
de citocinas proé-inflamatérias contribuem para a instalacdo da esteato-hepatite ndo alcodlica
(EHNA) (7). Uma vez instalada, a EHNA € uma importante causa de morbidade e mortalidade,
assim como condicdo para transplante de tecido hepéatico em humanos. Além disso, considera-se
gue prejuizos na sensibilidade a insulina tem papel crucial para o agravo do acumulo de gordura
no figado e o aumento da producéao hepatica de glicose (PHG) com o avancar da idade (7). No
entanto, ainda nado é claro se o desenvolvimento da resisténcia a insulina (condicdo pré-diabetes)
na senescéncia esta associado ao aumento da adiposidade corporal ou ao proprio processo de
envelhecimento. Evidéncias na literatura tém mostrado que a presenca de resisténcia a insulina na
velhice parece depender do aumento expressivo de gordura corporal e ndo necessariamente ao
envelhecimento (8,9).

Nesse contexto, diversos estudos tém buscado identificar moléculas com a¢des regulatorias
sobre a via de sinalizagédo da insulina e, por conseguinte sobre a homeostase lipidica e glicémica.
Estudos recentes tém demonstrado o papel da proteina Rho-quinase (ROCK) em mediar a via de
sinalizacéo da insulina em diferentes tecidos (musculo esquelético, tecido adiposo, figado, sistema
nervoso central), resultando em alteragcbes metabdlicas importantes (10,11). Embora a ROCK
apresente efeitos positivos sobre a via de sinalizagéo da insulina no musculo esquelético, algumas

evidéncias demonstram que o efeito desta quinase no tecido hepatico pode ser negativo e de
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prejuizo sobre a acao intracelular da insulina, sendo uma importante molécula envolvida com a
lipogénese no figado e PHG exacerbada (12—14). Estudo prévio demonstrou que camundongos
induzidos a obesidade e tratados com inibidor farmacolégico da ROCK (Fasudil) apresentam
protecdo no ganho de peso e na intolerancia a glicose comparado aos camundongos obesos (12).
Esta protecdo ocorreu devido ao aumento de proteinas relacionadas com a lipogénese e PHG (12).
Em outro estudo, foi observado que células hepaticas (HepG2) tratadas com o composto quimico
Paeoniflorin (PF), de efeito inibitério sobre a ROCK, diminuem o acumulo de gordura intracelular
induzido por palmitato (13). Este composto (PF) apresentou efeitos na diminuicdo de marcadores
lipogénicos e o aumento da via de sinalizacdo da insulina em hepatdcitos. Ja no estudo de Okin e
Medzhitov, foi observado que uma inflamacé&o de baixo grau de maneira sustentada € capaz de
causar hiperglicemia em camundongos, sendo esta dependente da atividade da ROCK no tecido
hepéatico (14). Em 2018, foi demonstrado por Huang e colaboradores que o conteido de ROCK1
estd aumentado no figado de camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica e em
pacientes com acumulo de gordura hepatica (15). Quando a ROCK1 foi deletada especificamente
no figado de camundongos expostos a dieta hiperlipidica, houve prote¢cdo ao ganho de peso e ao
acumulo de gordura hepatica. Por outro lado, a expressao constitutivamente ativa da ROCK1
especificamente no figado facilitou o ganho de peso e o acumulo de gordura hepética em resposta
a dieta hiperlipidica (15). Nesse sentido, estes trabalhos tém demonstrado evidéncias importantes
do papel da proteina ROCK sobre o metabolismo hepético, porém, sem enfoque para os efeitos do
envelhecimento sobre esta via. Para isso, € necessario entender o papel do envelhecimento nessa
nova e potencial via de sinalizacdo hepatica e suas possiveis interagdes com o metabolismo.
Dentre as acBes nao farmacoldgicas o exercicio fisico € uma estratégia importante no
controle da DHGNA e na restauracdo da sensibilidade a insulina periférica, incluindo o figado em
condi¢cdes de obesidade e envelhecimento (16—-19). Estudos j& demonstraram que o exercicio fisico
tem efeito positivo no controle do acumulo de gordura hepatica, sendo estes beneficios
provenientes de diferentes mecanismos envolvendo a melhora da sensibilidade a insulina, o
aumento do gasto energético, a diminuicdo da adiposidade corporal, entre outros (20-22). Estes
efeitos positivos advindos do exercicio fisico ocorrem devido acdes sobre tecidos periféricos e
sobre o sistema nervoso central, mas vale ressaltar que o exercicio também tem acdes cruciais
regulando proteinas envolvidas na lipogénese e a gliconeogénese no figado (16,17,21,23,24).
Portanto, investigar os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico sobre a via de sinalizagao
da ROCK e a regulacdo da lipogénese e gliconeogénese € de extrema importancia para o

entendimento da evolugédo de doengas hepéticas e disturbios metabdlicos em idades avangadas.
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2. JUSTIFICATIVA:

O envelhecimento é um problema de saude publica que esta diretamente associado com o
aparecimento de doencgas cardiovasculares, sindrome metabdlica e doengas hepaticas, gerando
altos custos para a economia global. Uma vez que o acumulo de gordura hepético e o descontrole
glicémico sao prevalentes em idosos, o controle da lipogénese e gliconeogénese no figado é
fundamental para a manutencdo da homeostase corporal em idades avancadas, prevenindo o
aparecimento de doencas associadas a sindrome metabdlica. Sendo assim, estratégias capazes
de atuar nestes processos do metabolismo hepatico durante o envelhecimento sdo fundamentais.
Além disso, a descricdo de novos mecanismos envolvidos na regulacdo do metabolismo hepatico
podera contribuir com o entendimento e desenvolvimento de novas estratégias futuras de saude
publica, com propésito de prevencéo e tratamento de doencas na senescéncia, almejando vidas
mais longevas e saudaveis. Neste projeto de doutorado acredita-se em um importante
envolvimento da proteina ROCK com a lipogénese e gliconeogénese hepatica exacerbada no
envelhecimento. Ademais, os efeitos da inibicdo farmacoldgica da ROCK e do exercicio fisico
aerobio em roedores idosos atuando sobre a via de sinalizagdo da ROCK poder&o abrir uma nova
linha de investigacao focada na melhora do metabolismo hepético e da saude metabdlica.

3. REVISAO DE LITERATURA:

Com base na introducao apresentada, foram revisados topicos importantes relacionados ao
controle da lipogénese e producéo de glicose no tecido hepatico na situacao de envelhecimento, a
participacdo da proteina ROCK sobre a via de sinalizacdo da insulina, e por fim, o efeito do

exercicio fisico na melhora do metabolismo hepético.

3.1. Envelhecimento e metabolismo hepatico

Previamente a compreensdo da relacdo entre o processo de envelhecimento e o0s
descontroles sobre o metabolismo hepatico, € necessario entender as principais caracteristicas do
envelhecimento. O envelhecimento é caracterizado por uma perda da capacidade funcional ao
passar do tempo em grande parte dos organismos vivos (2). De maneira simples, séo visiveis as
diferencas funcionais entre um individuo jovem e um idoso para realizacédo das tarefas diarias. O
mesmo pode ser aplicar a qualquer outro mamifero que estd em seu estagio inicial e seu estagio
final da vida, ja que importantes alteragbes funcionais e comportamentais sdo observadas. No
entanto, € interessante observar que dois individuos com caracteristicas parecidas e com a mesma
idade (p. ex.: 75 anos) podem apresentar capacidades funcionais diferentes, como a capacidade

de mover algo pesado, ou, por exemplo o padréo/velocidade da marcha. Nesse sentido, o que faz
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um individuo ser mais agil e mais eficiente que o outro, mesmo os dois tendo a mesma idade? A
explicacdo destas diferencas pode ser extremamente complicada e extensa, ja que 0s eventos que
ocorrem durante a vida podem influenciar diretamente a salde e as capacidades do individuo
guando idoso. Porém, € importante evidenciar o conceito de idade biologica e idade cronoldgica, e
COmo ISSO Se encaixa neste contexto.

Antes de tudo, a evidéncia de que as pessoas hao envelhecem da mesma maneira trouxe a
tona o conceito de idade bioldgica, a qual esta relacionada com as atividades funcionais e
fisiologicas (25). Ja a idade cronologica € simplesmente referente a passagem do tempo. Por
exemplo, se uma populacéo é exposta a um fator agressor e estressante (poluicao, radiacao, etc.)
durante grande parte da vida, provavelmente a idade biolégica poder& ser mais avancada do que
a idade cronoldgica. Em contraste, um estilo de vida saudavel (restricdo alimentar, exercicio fisico,
etc.) podera culminar em uma idade biolégica menor que a idade cronoldgica. Para a definicdo da
idade bioldgica, € importante ter um olhar mais profundo para as caracteristicas do envelhecimento.
Como revisado por Lépez-Otin em 2013 (2), as principais caracteristicas do envelhecimento s&o:
1) instabilidade gendmica; 2) atrito telomérico; 3) alteracdes epigenéticas; 4) perda da proteostase;
5) desregulacdo nutricional; 6) disfuncdo mitocondrial; 7) envelhecimento celular; 8) exaustéo
celular; 9) alteracdes na comunicacdo celular. Estes marcadores podem estar alterados de
diferentes maneiras em cada individuo e podem ajudar na predi¢ao da idade bioldgica. Para isso,
o atrito telomérico e as alteracdes epigenéticas sdo comumente utilizadas em testes de laboratérios
personalizados para calcular a idade bioldgica.

Os teldmeros séao sequencias de DNA localizadas nas partes finais dos cromossomos, que
se encurtam ao passo que as células vao replicando (25). Quando muito curtos (atrito telomérico)
ha uma sinalizagdo para morte celular devido a senescéncia celular apresentada na célula em que
aquele cromossomo estéa presente. A replicagdo desta parte final dos cromossomos pode ser
reparada pela enzima telomerase, no entanto, essa enzima apresenta a sua fungéo preservada em
apenas alguns tipos celulares em individuos ja adultos (gametas, células tronco e células tumorais).
Como exemplo, a Figura 1 ilustra de maneira réapida uma conexao entre os eventos celulares em

um individuo jovem e um individuo idoso e uma regulacdo metabdlica.
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Figura 1. Conexao entre o reparo celular e a homeostase metabdlica.

Em individuos jovens com um controle ideal dos mecanismos de reparo celular, os danos e
estresses ndo sao suficientes para causar a senescéncia celular, mantendo a homeostase celular
e metabolica. Por outro lado, em condicbes de envelhecimento, onde hd um prejuizo nos
mecanismos de reparo celular e um maior estresse metabdlico, a senescéncia celular esta
aumentada e favorecendo o descontrole metabdlico. Figura adaptada de Wallace RG et al.
(10.1155/2016/2465763).

As alteracdes epigenéticas sao principalmente caracterizadas pelo padrdo de metilacao
DNA e de acetilacédo das histonas (2). Estes fenbmenos ocorrem sem alterar a sequéncia original
do DNA e podem favorecer ou impedir a transcricdo genica de regifes especificas do DNA. A
metilacdo é caracterizada pela adicdo de um radical metil no carbono 5 das bases nitrogenadas de
citosina, feita pelas enzimas DNA Metil-Transferases (DNMTs). Quando o DNA é metilado, ha o
recrutamento de proteinas que atuam na compactacdo da cromatina, dificultando o papel
transcricional da enzima RNA-polimerase, e consequentemente diminuindo a tradugcédo proteica
referente aquela sequéncia. Ao mesmo tempo, a acetilacao das histonas (proteinas responsaveis
pela compactacdo do DNA) é caracterizada pela adicdo de um radical acetil no residuo de lisina
das histonas, mediado pelas enzimas Histona Acetil-Transferases (HATS). A acetilacdo de uma
histona ird descompactar a cromatina e favorecer o acesso a molécula de DNA, potencializando a
transcricdo génica. As enzimas Histonas Desacetilases (HDACs) tem o importante papel de
remover este radical acetil para a compactagdao da cromatina novamente. Vale ressaltar que as
histonas também podem ser metiladas através das enzimas Histonas Metil-Transferases (HMTSs),
podendo tanto ativar como inibir a transcricdo génica.

O entendimento destas modificac6es na molécula de DNA nos ajuda a compreender o fato
de que as diferentes células do nosso organismo apresentam diferentes caracteristicas e funcées,

mesmo sendo compostas pela mesma sequéncia de DNA. Ao mesmo tempo, contribui para o
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entendimento da idade bioldgica e idade cronolégica que pode ser diferente entre cada individuo.
Por exemplo, um padréo de metilagdo/acetilagdo pode colaborar com a transcricdo de uma série
de genes com func¢des benéficas para o metabolismo. Em outro individuo, este padrdao pode ser
diferente e favorecer a transcricdo de genes com funcdes maléficas ao organismo. O que é
extremamente interessante e animador € que algumas estratégias podem colaborar com a
preservacdo da idade bioldgica, ou até mesmo reverté-la (26—-29). Visto que o envelhecimento
biol6gico pode ser freado, 0 aparecimento de doengas associadas ao envelhecimento € diminuido,
culminando em um envelhecimento saudavel. Por outro lado, um envelhecimento prematuro esta
mais associado com a presenca de diferentes tipos de doenca e prejuizos metabdlicos em idades
avangadas (Figura 2).

/E Envelhecimento Prematuro ] Envelhecimento
Normal
* Fatores Genéticos e Ambientais Instabilidade
* Reprogramacdo Epigenética Cromossémica Protegao de Doengas
el S Atrito p
. . * Susceptibilidade as Doengas . 3
Maior Risco de Doencas 8 = < Desregulagtio Melhor Cognicao
- Neurodegenerativas S | - AlteragBes Fenotipicas Epigenética — * Capacidade Funcional
—
3 g ] .
« Cardiovasculares Q s * Estilo de Vida Ativo
W Expressdo de = )
* Metabdlicas e miRNAs i - Independéncia
* Cancer 2 § * Menor Custo de Vida
. o * Estilo de Vida Saudavel =
e Predisposi¢do S
* Respiratorias Genética « Atividade Fisica 3
“ S
* Osseas * Alteragdes Fenotipicas L
Heranca g.
Genética * Reprogramacdo Epigenética | ®
Y
”~

Idade Cronologica

Figura 2. Caracteristicas e conceitos de idade cronoldgica e bioldgica.

As alteracdes epigenéticas sdo fundamentais para a determinacéo da idade biologica. Individuos
com idade biolégica avancada (zona vermelha) apresentam maior risco para doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas, alguns tipos de cancer, doencas respiratorias
e Osseas. JA uma idade biolégica mais atenuada (zona azul) est4d associada com um

envelhecimento mais saudavel melhor capacidade cognitiva e funcional. Figura de autoria propria.

Dentre as doengas metabolicas associadas com o envelhecimento a DHGNA tém se tornado
a doenca hepatica mais comum em individuos com mais de 60 anos (30). Durante o
envelhecimento, o fluxo sanguineo pode diminuir de maneira expressiva, assim como o volume do
tecido hepatico (31-33). De maneira importante, através de mapeamento por radioisétopos, €
possivel observar ndo s6 a diminuicdo da massa do figado, assim como a perda da funcionalidade
das células hepéticas (34). Além disso, o aumento do estresse oxidativo, aumento da inflamacao,

a senescéncia celular acelerada, a disfungéo mitocondrial, e a diminui¢cdo na capacidade de reparo
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do tecidual, se tornam fatores importantes no agravo de doencas relacionadas ao tecido hepéatico
em idades avangcadas (35-39). O conjunto destes fatores leva o tecido hepatico ao
desenvolvimento de fibrose, podendo avancar para o estado mais critico de cirrose e carcinoma
hepatocelular. Porém, o passo inicial para o avanco do aparecimento de fibrose no tecido hepatico
€ a DHGNA, onde ocorre o acumulo de gordura intracelular. A prevaléncia de DHGNA ¢é de 15-
30% em adultos, com tendéncia ao aumento apds 65 anos (30-40%) (40-42). Além disso, as
caracteristicas do envelhecimento citadas acima (instabilidade genbmica, atrito telomérico,
alteracOes epigenéticas, perda da proteostase, desregulacdo nutricional, disfuncdo mitocondrial,
envelhecimento celular, exaustdo celular e alteragcbes na comunicacdo celular) sdo pontos
fundamentais que podem estar alterados no tecido hepatico em idades avancadas (43).

Sendo assim, entender os eventos moleculares que favorecem este acumulo de gordura
hepéatico durante o processo do envelhecimento é fundamental para pensar em estratégias
eficientes na prevencdo de doencas hepaticas. Diversos fatores presentes no envelhecimento
podem favorecer a DHGNA, porém, devido a relacdo existente da maior prevaléncia da DHGNA
em individuos diabéticos do tipo 2, acredita-se que a resisténcia a insulina pode ser um fator central
para favorecer o acumulo de gordura hepatico.

A insulina é um hormonio essencial para o controle do metabolismo glicidico e lipidico, assim
como para a homeostase do tecido hepético. Em resposta ao aumento nos niveis glicémicos
(situacdo pos-prandial) ocorre a secrecado de insulina pelas células beta pancreéticas. Esse
polipeptidio age sobre tecidos periféricos (figado, musculo esquelético e tecido adiposo), assim
como em nivel central (hipotalamo) (44). Os efeitos metabdlicos da insulina ocorrem sobre o
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, com funcdes especificas em cada tecido.
Basicamente essas func¢des sdo: aumento na captacéo de glicose no musculo esquelético e tecido
adiposo através do transportador de glicose 4 (GLUT4) (45), aumento na sintese de glicogénio no
musculo e figado (44), supressao da producéo hepética de glicose (44), aumento na sintese de
acidos graxos principalmente no figado (44), inibicdo da lipdlise (46), estimula 0 armazenamento
de triglicerideos (46), assim como no sistema nervoso central atua em neurdnios regulando
neuropeptidios responsaveis pelo controle da ingestédo alimentar e do gasto energético (47).

Apos sintetizada pelo pancreas e liberada na corrente sanguinea, o primeiro contato com as
células do tecido alvo gerado pela insulina é sobre o seu receptor, o receptor de insulina (IR). O IR
€ uma proteina alostérica heterotetramérica com atividade quinase intrinseca (44). Por apresentar
uma atividade quinase, a subunidade (3 é responséavel pelo inicio da transducao dos sinais dessa
via. A ativacdo do IR resulta na fosforilagcdo de residuos especificos do amino&cido tirosina
(tyr1158, tyr1162, tyr1163) sobre a propria subunidade B do receptor (IRB). Apds a ativacédo desses

residuos, substratos do receptor de insulina (IRS1/2/3/4) séo fosforilados em sitios de tirosina e
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exercem a funcdo de continuidade na transducao dessa via ao interagirem com outras proteinas
citoplasmaticas (48). A fosforilagdo em tirosina dos substratos do receptor cria sitios de
reconhecimento para dominios de SH2, que se associam a proteina fosfatidilinositol-3-quinase
(P13-q) e SHP2 ativando-as (48).

Nesse sentido, 0 mecanismo pelo qual ha ativagao dos IRS’s € que apds ocorrer uma
mudanga na conformacédo do IRB e sua fosforilagdo, os substratos séo fosforilados em diversos
sitios de tirosina, assim como sitios de serina/treonina. A ativagado do IRS por estimulo de insulina
ocorre através da fosforilacdo de residuos de tirosina especificos (tyr608, tyr628, tyr612 e tyr632)
(49). Em contraste, alguns residuos de serina fosforilados nessa molécula apresentam uma acao
negativa na via de sinalizacdo da insulina (ser307 e ser 312) (50). Esse fenbmeno € caracterizado
por um mecanismo de feedback regulatério em resposta a uma “hiper-fosforilagao” dos residuos
de tirosina em resposta a insulina (51). A ativacdo do IRS1 resulta na associacao fisica com a
proteina fosfoinositideo 3-quinase (P13-q), ela por sua vez atua na fosforilacdo de fosfoinositideos
de membrana, gerando fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Com isso, haveréa a translocacdo da
da proteina dependente de fosfoinositideo 3-quinase (PDK1) para a membrana plasméatica e
fosforilagdo da proteina Akt no residuo de treonina 308 (52). Uma vez parcialmente ativada, a Akt
fosforila e ativa o complexo mMTORC2, o qual fosfosrila a Akt no residuo de ser473 resultando a
completa ativacdo da proteina Akt (53). A ativacdo da Akt no tecido hepético tem demonstrado
fundamental importancia devido aos desfechos finais da via de sinalizagdo da insulina neste tecido.
Como exemplo destes desfechos finais que ocorrem em resposta ao estimulo de insulina, temos a
sintese de glicogénio, a qual ocorre pelo aumento da fosforilacéo e inibicdo da proteina Glicogénio
Sintase quinase 3 (GSK3) que apresenta papel inibitorio sobre a proteina Glicogénio Sintase. Em
resposta a insulina, a Akt & capaz de fosforilar o fator de transcricdo Forkhead BOX 01 (FoxO1) e
impedir que este fator permaneca no nudcleo celular transcrevendo genes gliconeogénicos
(fosfoenolpiruvato carboxiquinase, PEPCK e glicose 6-fosfatase, G6Pase) Ao mesmo tempo, em
resposta a insulina, a Akt inibe o Complexo TSC 1/2 (TSC1/2) favorecendo o aumento da atividade
do complexo mTORC1 o qual ativa o fator de transcricdo Sterol Regulatory Element-Binding
Proteins 1 (SREBP-1) e com isso culminando em um estimulo para a lipogénese.

Especificamente no figado, a via de sinalizacdo da insulina atua através da regulacédo de
diferentes proteinas para controlar o metabolismo de glicose e lipideos. Logo apés uma refeicao,
ocorre 0 aumento na concentracao de insulina na veia porta (presente no figado) ativando o IR nos
hepatdcitos (54). Essa ativacao esta atrelada a continuidade da sinalizac&o intracelular da insulina
como descrito anteriormente (pIR/pIRS/pPDK/pAkt) culminando nos seguintes efeitos: 1) No
estimulo de glicogénese através da fosforilacdo da GSK3; 2) Na diminuicdo da producéo hepatica

de glicose através da fosforilagdo do fator da FoxO1l e atenuagcdo na transcricdo de genes
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gliconeogénicos; 3) Na regulacao da lipogénese de novo hepatica através do fator de transcricdo
SREBP-1, j4& que este fator regula genes importantes na sintese de gorduras (ACC/FAS/SCD1).
Além disso, os efeitos da insulina em tecidos periféricos podem ser fundamentais para o controle
do metabolismo hepatico, uma vez que a inibicdo da lipolise no tecido adiposo em resposta a
insulina controla o fluxo da proteina Piruvato Carboxilase (PCB) nos hepatdcitos, resultando na

diminuicdo da producéo hepéatica de glicose (55,56). Na Figura 3, é ilustrado a via de sinalizacédo

da insulina em hepatécitos e seus desfechos intracelulares e fisioldgicos.
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Figura 3. Mecanismo de acéo da insulina em hepatocitos.

A via de sinalizagéo da insulina se inicia com a insulina se ligando ao seu receptor de membrana
(IR). Com isso, havera a autofosforilacdo deste receptor em residuos de tirosina, na sua
subunidade B e a fosforilagao do substrato do receptor de insulina (IRS) também em residuos de
tirosina. Apos essa reacao, havera uma associacao com a proteina P13-q, gerando fosfoinositideos
de membrana plasmética (PIP3) e atraindo a proteina PDK e Akt para a membrana plasmatica.
Uma vez ativa, a Akt exerce fungdes no controle da sintese de glicogénio (através da GSKS3), na
inibicdo da producdo hepatica de glicose (através da FoxOl que transcreve as enzimas
gliconeogénicas PEPCK e G6Pase), e no estimulo de lipogénese hepatica (através da SREBP1).

Figura de autoria propria.

Em situacGes de descontrole metabdlico, DM2 e envelhecimento, pode haver um quadro

estabelecido de resisténcia a insulina. Como consequéncia, a lipdlise acentuada no tecido adiposo
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branco esta diretamente relacionada ao aumento da producédo hepética de glicose através da PCB;
o tecido muscular apresenta prejuizos na sintese de glicogénio e na captacdo de glicose,
fornecendo substrato para 0 metabolismo hepatico; e o aumento de acidos graxos livres na corrente
sanguinea poderao ser reesterificados, favorecendo a sintese de triacilglicerois no figado (57,58).
Sendo assim, tanto o controle da sensibilidade a insulina em tecidos periféricos como no tecido
hepatico sdo fundamentos para o controle do metabolismo de glicose e lipideos no figado, sendo
gue prejuizos na via de sinalizagcdo da insulina podem contribuir de maneira fundamental para o
acumulo de gordura hepatico e aumento da producdo hepatica de glicose. Estudos tém
demonstrado que a proteina ROCK pode ter um papel chave no controle da via de sinaliza¢do da

insulina no figado, e consequentemente controlar a homeostase glicémica e lipidica (12,14).

3.2. O papel metabdlico da proteina Rho-quinase

Por mais que a proteina Rho-quinase (ROCK) seja classicamente conhecida por sua acao
estrutural sobre a organizacéo do citoesqueleto celular, alguns estudos nas duas ultimas décadas
tém demonstrado que estéa proteina pode ter importantes efeitos metabdlicos (10). A ROCK é uma
serina/treonina quinase que possui duas isoformas (ROCK1 e ROCK2), como previamente
apresentado (59,60). A ativacdo da ROCK é mediada por outras proteinas GTPases, como por
exemplo a RhoA e a RhoE (61). A RhoA é ativada quando ligada ao GTP, sendo que essa reacao
€ mediada por duas proteinas, a GEF (fator de troca de nucleotideos guanina) e a GAP (proteina
ativadora de GTPase). A GEF é ativada por receptores acoplados a proteina G (GPCR) através da
via Gaq e Ga12/13, e é responséavel por realizar a troca de GDP para uma molécula de GTP. Por
outro lado, a RhoA é inativada ap0s sofrer acdo da GAP, a qual facilita a hidrolise do GTP em GDP.
Apés ativa, a RhoA/GTP se associa ao dominio de ligacdo presente na ROCK (Rho-binding
domain, RBD) e gera uma mudanca em sua conformacdo, ativando-a e expondo seu dominio
quinase, em contrapartida quando ha a ligacdo da RhoE ao terminal N da ROCK ocorre a sua
inativagédo, ndao exercendo sua atividade quinase (11,62) (Figura 4).

As duas isoformas da ROCK apresentam peso molecular de 160 KDa (11). As funcdes
classicas dessa proteina séo: organizacao da actina, adesao celular, motilidade celular e vascular,
e na contracdo do musculo liso (63). Quando a ROCK esté ativa, ela é capaz de fosforilar
diretamente as cadeias leves de miosina (MLC), promovendo interagdo entre actina e miosina
resultando na contracdo celular. Em adicdo a ROCK também pode inativar MLC fosfatase (MLCP)
através da fosforilacdo da miosina fosfatase subunidade 1 (MYPT1) nos residuos de thr696/853
(64). O papel da ROCK na reorganizacao do citoesqueleto é mediado pela fosforilagcdo e ativacéo
da proteina LIM-quinase (LIMK) no residuo thr508. Quando ativa, a LIMK fosforila e inativa a

proteina Cofilina no residuo ser3 (65). Os primeiros estudos que envolvem as proteinas da familia
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Rho foram executados por Chong em 1994, Takai em 1994 e Ridley em 1994, e a partir destes
trabalhos surgiram os primeiros indicios que essas proteinas poderiam desencadear sinais

intracelulares em diferentes tecidos (66—68).

ROCK Inativa

Figura 4. Mecanismo de inativacao e ativacao da proteina ROCK.

A proteina ROCK é formada por um dominio quinase que se localiza na porcao do terminal N, por
uma regido contendo o dominio de ligacdo da Rho (Rho-binding domain, RBD) e também uma
regido carboxiOterminal (C-terminal) com um dominio PH (Pleckstrin-homology). Proteinas da
familia das Rho’s, podem atuar na atividade da ROCK diretamente, por exemplo através da RhoE
se ligando ao terminal N e inibindo sua atividade quinase. Por outro lado, a RhoA/GTP pode
interagir com o dominio RBD da ROCK e aumentar a atividade quinase dessa proteina.

Figura de autoria propria.

A partir de um breve conhecimento sobre as proteinas da familia Rho, foi descoberta uma
estreita relacao entre RhoA/ROCK com a via de sinalizacdo da insulina, interacéo sugerida através
de um importante estudo por Furukawa em 2005, onde a ROCK poderia atuar sobre o controle
glicémico através da fosforilagdo da proteina Akt em tecido muscular e em adipécitos. Essa
ativacdo da Akt € consequéncia da fosforilagdo do IRS1 nos residuos de ser632/635, o que
potencializou a captacao de glicose nesses tecidos (69). Adicionalmente, os autores confirmaram
suas hip6teses através da delecdo dessa proteina e obtiveram um quadro de diminuicdo na
captacdo de glicose em células musculares e em adipdcitos, assim como resisténcia a insulina no
musculo esquelético (69). Em seguida, Lee em 2009 avaliou os efeitos da inibicdo da ROCK em
camundongos machos e fémeas, evidenciando que independente do sexo, este modelo tende a
desenvolver resisténcia a insulina, com atenuacdo na fosforilacdo do IRS1 em ser632/635 e menor
atividade da PI3-q (68). Além disso, 0 nosso grupo demonstrou recentemente os efeitos do
exercicio fisico aerobio na regulagéo da proteina ROCK e sua contribuicdo para a via de sinalizacéo

da insulina no masculo esquelético de ratos jovens e idosos, bem como de camundongos obesos
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(70-73). Porém, ao passo que a proteina ROCK apresenta acfes positivas no tecido muscular,
estudos sugerem que ela pode ter acdo negativa em outros tecidos.

No estudo de Lee em 2014, foi demonstrado que camundongos com a delecao da proteina
ROCK1 especificamente em adipdcitos, tiveram melhora da sensibilidade a insulina no tecido
adiposo branco e protecdo a resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica (74). Em
adipdcitos, também é sugerido que a proteina ROCK patrticipa de um ciclo vicioso para a instalagédo
de um quadro inflamatdrio e para a hipertrofia dessas células (75,76). Além disso, a ROCK2 no
tecido adiposo pode exacerbar a resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica, favorecendo
a hipertrofia dos adip6citos e o aumento de citocinas inflamatérias (77,78). Por fim, outras
evidéncias demonstram o aumento da ROCK nos leucécitos circulantes de obesos e que a
administracéo do inibidor farmacolégico da ROCK pode melhorar a sensibilidade a insulina (14,79—
81). Nesse sentido, estes estudos demonstram evidéncias de que a acao da proteina ROCK no
tecido hepatico também pode ser negativa e consequentemente participam do aparecimento de
doencas hepaticas.

Noda e colaboradores em 2014 demonstraram que o tratamento com inibidor farmacolégico
para a proteina ROCK (Fasudil) pode proteger sobre o ganho de peso e a intolerancia a glicose
induzido por dieta rica em gordura (12). Nestes camundongos obesos, foi demonstrado que a
inibicdo da proteina ROCK aumentou genes de oxidacdo de gorduras (Ppara e Cpt1a), aumentou
um gene de biogénese mitocondrial (Ppargc1a), e diminuiu o gene gliconeogénico G6pc. Estes
eventos foram dependentes da ativacdo da proteina Proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
(12). Em outro estudo realizado por Ma e colaboradores em 2017, células hepaticas (HepG2)
tratadas com palmitato (para induzir o acimulo de gordura intracelular) foram tratadas com
Paeoniflorin (PF), e apresentaram diminuicdo no acumulo de gordura acompanhado da diminuicéo
da atividade da proteina ROCK e da diminuicdo de marcadores relacionados a lipogénese
(SREBP/FAS/PPARY/ACC) (13). Adicionalmente, Okin e Medzhotiv em 2016, demonstraram que
a proteina ROCK tem acao negativa no tecido hepatico por participar de mecanismos inflamatorios.
Nesse estudo, é proposto que na presenca de TNFa ocorre a ativagdo do NF-kB e o acumulo de
metabolitos que estdo relacionado a ativacdo da ROCK, e consequentemente o aumento da
glicemia de jejum e diminuicdo da sensibilidade a insulina (14). Sendo assim, tanto a obesidade
guanto uma inflamacao de baixo-grau induzida por LPS foram eficientes em aumentar a glicemia
de jejum através da proteina ROCK. Por outro lado, sua inibicdo farmacolégica (Y-27632) foi
positiva na regulacdo da glicemia de jejum e sensibilidade a insulina (14). No estudo de Huang
(2018), primeiramente foi observado que individuos com acumulo de gordura hepatico apresentam
maior conteddo de ROCKZ1 no figado (15). Em seguida, os autores observaram que a delecdo da

ROCK1 especificamente no figado, protegeu sobre o acimulo de gordura no figado em resposta a
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dieta hiperlipidica. Por outro lado, a expressédo constitutivamente ativa da ROCK1 no figado,
potencializou o acumulo de gordura no figado em resposta a dieta hiperlipidica. De maneira geral,
0s autores propdem que a ROCK1 responde a endocanabindides como o 2-araquidonilglicerol (2-
AG) e inibe a atividade quinase da AMPK, resultando em uma programacao lipogénica no figado
(15). Por fim, diversos outros estudos demonstram um importante papel negativo da proteina
ROCK em condi¢Bes de doenca hepatica mais avancada, como a fibrose hepatica, cirrose e
hepatocarcinoma (82-91).

Visto o papel relevante da proteina ROCK sobre o metabolismo hepatico, estratégias
capazes de atenuar sua atividade no figado poderao ser relevantes na prevencao e tratamento de
importantes doencgas hepéticas. Dentre os tratamentos ndo-farmacoldgicos o exercicio fisico tem
grande destaque com efeitos sobre a importantes vias metabdlicas em diversos tecidos, tanto
periféricos como no sistema nervoso central, permitindo considerar que este também pode atuar
sobre a proteina ROCK e regular o processo de inflamacéo, lipogénese e gliconeogénese no

figado.

3.3. Efeito do exercicio fisico sobre o metabolismo hepatico

Dentre as estratégias utilizadas para a prevencédo e o combate da DHGNA, a mudanca no
estilo de vida e o0 aumento da atividade fisica sdo fatores esséncias, ja que nenhuma estratégia
farmacologica tem tido grande eficiéncia no controle desta doenga. Como comentado
anteriormente, um quadro de resisténcia a insulina pode ser um fator central no controle da
lipogénese e gliconeogénese hepatica (92). Por outro lado, diversas evidéncias demonstram um
papel positivo do exercicio fisico sobre o metabolismo hepatico (93-95). Primeiramente, a
capacidade cardiorrespiratoria, que pode ser utilizada como um parametro de nivel de atividade
fisica, esta negativamente associado com o risco para a DHGNA (96,97). Interessantemente, 0s
beneficios do exercicio fisico sobre o acimulo de gordura hepatico podem acontecer mesmo sem
alteracdes na massa corpérea. Por exemplo, no caso do exercicio fisico resistido, tanto adultos
como adolescentes apresentaram melhora da DHGNA com alteragdes corporais minimas (98—
100). Além disso, o exercicio fisico intervalado de alta intensidade também pode ser prescrito para
o tratamento da DHGNA (101). Entretanto, devido a facilidade da prética de exercicios aerdbios de
intensidade moderada, h4 uma maior tolerancia e adeséo de participantes idosos. O estudo de
Thorp e Stine, demonstrou através de uma revisao de literatura que 150 minutos de exercicio fisico
moderado por semana (caminhada, corrida, ciclismo, etc.), foi associado com reducéo da esteatose
e inflamacao hepatica em pacientes com DHGNA (102). Em um estudo com 37 pacientes com
DHGNA, foi observado que o exercicio fisico aerobio de intensidade moderada durante 6 meses,

foi eficiente em regredir ~66% da esteatose hepatica (103). J& no estudo de Zhang e colaboradores,
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a comparacao entre o exercicio fisico aerdbio de intensidade moderada ou intensidade vigorosa
demonstrou beneficios similares quando comparado estas duas intensidades (104). Outro estudo
de meta-analise de Wang e colaboradores, demonstrou através de 9 ensaios clinicos
randomizados, com 951 pacientes com DHGNA e sem diabetes, que o treinamento aerobio foi
eficiente em diminuir a enzima aspartato aminotransferase (AST) e reduzir a resisténcia a insulina
(105). No estudo de Sullivan e colaboradores, 18 individuos obesos com DHGNA foram submetidos
aos protocolos de atividade fisica recomendados pelo Colégio Americano de Medicina do Esporte,
de prética de atividade fisica moderada de pelo menos 150 minutos por semana (106). Estes
individuos foram instruidos a se exercitarem por 30-60 minutos, 5 vezes na semana a 45-55% do
seu pico de consumo de oxigénio (VOZ2pico), durante 16 semanas. Nesse sentido, os autores
demonstraram uma redugdo de 10% da esteatose hepatica nos individuos que realizaram a
prescricdo de exercicio recomendada (106). Além disso, a alteracdo no estilo de vida que inclui
uma dieta hipocaldrica e 200 minutos de exercicio aerobio por semana, resultou em uma melhora
de 47-72% de parametros histopatolégicos em individuos obesos (107,108).

Os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a lipogénese no figado podem estar atrelados
a diferentes mecanismos moleculares previamente descritos (92,109). Recentemente, N0SS0O grupo
demonstrou que diferentes protocolos de exercicio fisico (aerdbico, exaustivo, resistido e
concorrente) podem modular vias de autofagia no tecido hepético (110,111). Também
demonstramos que camundongos obesos submetidos a um protocolo de jejum intermitente
combinado ao exercicio fisico aerdbio crénico apresentaram melhoras significativas sobre o
acumulo de gordura e sobre marcadores de lipogénese e oxidacdo de lipideos no tecido hepatico
(112). Em camundongos que receberam dieta hiperlipidica durante 16 semanas, porém que
realizaram exercicio fisico aerébio nas ultimas 8 semanas de exposicao a esta dieta, observamos
uma protecédo ao acumulo de gordura hepatico (16). Este achado foi acompanhado de um aumento
de genes envolvidos na oxidacado de gordura e a modulacdo da proteina Cdc like kinase 2 (CLK2),
proteina reguladora da oxidac&o de gordura e cetogénese hepatica (16).

Além do processo de lipogénese hepatica, a producédo de glicose a partir do figado também
pode ser uma regulagdo molecular importante para o controle da homeostase glicémica. O figado
€ responsavel por 90% da producdo enddgena de glicose em situacdes de jejum, sendo que estes
niveis flutuam durante o dia (113-115). Por outro lado, apds uma refei¢édo rica em carboidratos, o
figado para de produzir glicose, e chega a captar ~4-6 mg/Kg/min de glicose (116,117). Durante o
periodo de jejum noturno, o figado trabalha em uma taxa de ~2.2 mg/Kg/min de producéo de
glucose para suprir a quantidade necessaria para os outros orgados (118,119). Ja durante um
exercicio fisico de alta intensidade, o figado pode produzir glicose em uma taxa de 6 mg/Kg/min

para suprir a demanda metabdlica requisitada pelo musculo em acéo (120,121). O controle da
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glicemia mediado pelo figado, depende de uma série de fatores importantes, sendo estes a
utiizacdo de glicose por outros tecidos de maneira coordenada e o controle hormonal
(principalmente glucagon e insulina). Por exemplo, apés uma refeicdo os niveis de insulina
aumentam e ha uma supressao da producao hepatica de glicose (122). Em contraste, durante o
exercicio ha o aumento nos niveis de glucagon, que estimulam a producao hepatica de glicose que
sera utilizada pelo musculo esquelético (123). Este controle se torna extremamente importante,
pois o figado é o principal 6rgdo que metaboliza a insulina (50-60%) (124). Caso haja algum defeito
nos efeitos metabdlicos da insulina no figado, podera haver um descontrole producéao hepatica de
glicose, resultando em um quadro de hiperglicemia.

Um exemplo do descontrole da PHG pode ser o aumento da glicemia de jejum, ja que esta
glicose circulante é proveniente principalmente da glicogendlise e da glicose produzida pelo figado
(125,126). Caso haja um quadro de resisténcia a insulina, podera haver um aumento na secrecao
de insulina, para tentar compensar o efeito sobre a supresséao da PHG (127). No entanto, quando
esta insulina excedente ndo é suficiente para suprimir a gliconeogénese hepética, havera um
guadro de hiperglicemia de jejum. Este dado é suportado pelos trabalhos que demonstraram
aumento da gliconeogénese em individuos com glicemia elevada (118,119,128-131). No entanto,
vale ressaltar que a glicogendlise é mais responsiva a insulina do que a gliconeogénese, sendo 0s
niveis de glicogénio um fator importante para o controle da glicemia (132,133). Em camundongos
com delecado parcial da enzima PEPCK (~40%), houve uma protecao da elevacdo da PHG em
camundongos obesos (134). No entanto, ha uma importante discusséo sobre a real importancia
dessas enzimas gliconeogénicas (PEPCK, G6Pase), ja que a disponibilidade e o fluxo de
substratos no figado sdo fundamentais para a PHG (135,136). De qualquer maneira, mudanc¢as no
estilo de vida podem diminuir a producéo enddgena de glicose e melhorar a sensibilidade a insulina
no figado em pacientes DM2 (137).

Individuos saudaveis e exercitados, demonstraram uma menor taxa de producédo endogena
de glicose, comparado aos individuos sedentarios (138). No entanto, esta menor producao
enddgena de glicose pode nédo ocorrer sempre em individuos saudaveis, ja que provavelmente nao
h& um descontrole hepético (139). Por outro lado, em individuos obesos esta regulacéo pode ser
de extrema importancia para evitar a hiperglicemia. No estudo de Meex e colaboradores, foi
observado que 12 semanas de exercicio em cicloergdmetro (2 vezes na semana, a 55% da carga
maxima) em individuos obesos foi eficiente em diminuir a insulinemia de jejum e suprimir a
producdo enddgena de glicose em resposta a insulina (140). O estudo de Shojaee-Moradie também
demonstrou dados similares, onde 6 semanas de exercicio fisico (3 vezes na semana por 20
minutos a 60-85% do VO2 max) em individuos com sobrepeso aumentou o efeito da insulina em

suprimir a producdo endogena de glicose (141). Uma vez que a aplicacédo de exercicio fisico de
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maneira cronica parece ser mais eficiente, € importante ressaltar que estes efeitos sobre o
metabolismo hepatico, podem estar envolvidos com outros efeitos secundarios como, por exemplo
a perda de peso. Nesse sentido, os estudos de Kirwan e et al. e o estudo de Black et al.,
demonstraram que 7 ou 6 dias de exercicio (50-60 minutos por dia a ~70% do VO2max),
respectivamente, foram eficientes na reducao da producdo enddgena de glicose (142,143). Dessa
maneira, ressaltando a importancia do exercicio fisico aerdébio da regulagédo da PHG, mesmo sem
alteracbes sobre a massa corpoOrea. Vale ressaltar que outros protocolos de exercicio fisico
(resistido ou intervalado de alta intensidade) também podem atuar sobre o controle da PHG (144).

Nosso grupo demonstrou que tanto o efeito do exercicio fisico aerdbio quanto o exercicio
resistido diminuem a PCB hepatica, colaborando com a atenuacéo da hiperglicemia apds a indugéo
de obesidade, sendo esta proteina também importante para o controle glicémico (17,145). Além
disso, com o envelhecimento, roedores parecem apresentar prejuizos progressivos sobre o
metabolismo hepatico, com um aumento da proteina TRB3 (Tribbles Homolog 3) de efeito negativo
sobre a via de sinalizagdo da insulina e de marcadores de estresse de reticulo, bem como aumento
de marcadores gliconeogénicos no figado (146).

Na situacdo de obesidade e de envelhecimento o exercicio fisico tem demonstrado acdes
positivas sobre a via de sinalizacdo da insulina hepatica por atenuar a proteina tirosina fosfatase
1B (PTP-1B) (18,147). Uma vez que essa proteina estd aumentada devido ao processo inflamatério
presente no envelhecimento, ela se associa ao IR e ao IRS1 bloqueando a propagac¢éo do sinal
intracelular de insulina. Nestes estudos, foi demonstrado que roedores obesos ou idosos
apresentam o aumento de PTP-1B e sua associacdo com o IR e IRS1 levando ao aumento de
enzimas gliconeogénicas (PEPCK e G6Pase), porém esta resposta € inibida através do exercicio
fisico (18,147). Além destes estudos realizados pelo nosso grupo, outros estudos suportam
diversos mecanismos moleculares que podem estar envolvidos com a melhora do metabolismo
glicémico e lipidico em resposta ao exercicio fisico (148-151).

Por fim, fica evidente o potente papel do exercicio fisico como estratégia positiva no controle
do metabolismo hepatico, visto sua acdo positiva em organismos obesos, na situacao de diabetes
do tipo 2 e no envelhecimento. Porém, novos mecanismos moleculares pelo qual o exercicio fisico
age poderado contribuir com a literatura para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
futuras. Nesse sentido, buscamos relacionar o exercicio fisico como estratégia capaz de atuar
sobre a proteina ROCK e com isso na melhora de doencas hepaticas e metabodlicas com o

envelhecimento.

4. HIPOTESE:
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Devido a grande associacao de problemas metabdlicos com o envelhecimento, um estilo de
vida saudavel e a pratica de exercicio fisico é indispensavel. Estudos apontam uma importante
correlacdo do envelhecimento com problemas no metabolismo hepético, em especial no acumulo
de lipideos e uma exacerbacao da producao de glicose pelo figado. Nesse sentido, elaboramos a
hipétese de que o envelhecimento pode estar atrelado com o aumento na atividade da ROCK e
com distarbios nos processos de acumulo de gordura e producéo de glicose pelo figado. Por outro
lado, acredita-se que o exercicio fisico pode ser uma estratégia eficiente para diminuir a atividade
da ROCK no figado e prover beneficios sobre o tecido hepatico e sobre o metabolismo de maneira

geral.

5. OBJETIVO GERAL:

Investigar os efeitos do exercicio fisico aerdbio na regulacdo da via de sinalizacdo da
proteina ROCK no figado e seu papel sobre a sinalizacdo da insulina, lipogénese e producao

hepatica de glicose em roedores envelhecidos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos foram dispostos e destacados em trés etapas, conforme descrito a
seguir. Abaixo de cada lista de objetivos de cada etapa, encontra-se uma figura esquematica em
forma de tabela para ilustrar os objetivos especificos.

Etapa 1 — Avaliacdo dos mecanismos de acdo da ROCK em experimentos in vitro

Nesta etapa (Figura 5), foram utilizadas estratégias em cultura celular afim de compreender
0s mecanismos de acdo da ROCK sobre a via de sinalizacdo da insulina, lipogénese e PHG em
hepatdcitos (células HepG2).

1. Avaliacao dos efeitos da inibicdo da ROCK, através do inibidor farmacolégico (Y-27632),
em células HepG2 sobre as proteinas envolvidas com a via de sinalizacdo da insulina.

2. Avaliacéo do contetdo de ROCK em resposta ao palmitato em células HepG2.

3. Avaliacdo dos efeitos da superexpressdo de ROCK1 e ROCK2 (através de transfeccao
plasmidial) em células Hepa sobre a lipogénese.

4. Mensuragcdo da atividade da ROCK e proteinas da via da insulina em células com

resisténcia a insulina induzida por exposicao prolongada de insulina em células HepG2.



32

atividade da ROCK

ETAPA 1
Objetivo Modelo Tratamento Avaliagao
1. Inibigao farmacolégica da NS 3
ROCK e via de sinalizagao HepG2 Q\“@‘ : PMYPTT, pAkt, pGSK3
da insulina Y-27632
i 2. M;.r"et'z.agaot.d? dad HenG2 ROCK1, ROCK2,
iperinsulinemia e atividade ep 7 7 pMYPT1, pIRST, pAkt
da ROCK Insulina
3. Superexpressao da Hepa ) = ROCK1, ROCK2,
ROCK e lipogénese P Superexpress&o PMYPT1, SREBP1
ROCK1 e ROCK2
4. Exposicao a palmitato e HepG2 ROCK1, ROCK2,
P Palmitato pMYPT1, FAS

Figura 5. Objetivos da Etapa 1.

Etapa 2 - Papel da proteina ROCK sobre os disturbios metabdlicos hepaticos no
envelhecimento

Nesta etapa (Figura 6), foram utilizados diferentes modelos de envelhecimento (ratos Wistar
e Fischer, camundongos C57BL/6J), bem como um modelo de hiperinsulinemia (Slc2a4*") a fim de
compreender o papel da proteina ROCK sobre a via de sinalizacdo da insulina, lipogénese e
producdo de glicose (glicogénese e gliconeogénese) no figado. Cabe ressaltar que a escolha
destes dois modelos de ratos deve-se ao fato que o rato Fischer apresenta um aumento menos
expressivo de adiposidade em idades avancadas comparado ao modelo Wistar. Este tipo de
investigacao nos permite observar os efeitos (impacto) da adiposidade corporal no metabolismo
hepatico durante o processo de envelhecimento. E compreender se as alteracbes metabdlicas no
figado (lipogénese e gliconeogénese) no envelhecimento estdo associados necessariamente a
obesidade. A utilizagdo de camundongos C57BL/6J permitiu a avaliacdo dos efeitos do
envelhecimento sobre a atividade da proteina ROCK hepética e os efeitos da inibicdo
farmacologica da ROCK nestes camundongos idosos. Além disso, o modelo de camundongos
Slc2a4*" tem sido utilizado pelo nosso grupo por apresentar um fenétipo de hiperinsulinemia e
intolerancia a glicose, independente da exposicdo a uma dieta hiperlipidica ou ao envelhecimento.
As ac¢Oes na etapa 2, foram as seguintes:

1. Caracterizacdo os efeitos do envelhecimento sobre a composicao corporal, marcadores

bioguimicos e a homeostase glicémica nos modelos Wistar e Fischer sedentarios e exercitados.



33

Além disso, foram avaliadas proteinas relacionadas com a via de sinalizagcdo da insulina no figado
(pIRS1/pAkt/pGSK3B).

2. Quantificacdo dos genes Rockl, Rock2, Nfkb, Tnfa, Ikk, G6pase, Pepck, Pc, Cd36,
Srebpl, Fas, Cptla e Ppara no figado de ratos Wistar e Fischer em resposta ao envelhecimento e
ao exercicio fisico aerdbio.

3. Avaliacdo dos efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico aerébio sobre a proteina
ROCK e as proteinas envolvidas com sua ativacdo (ROCK1/ROCK2/pMYPT1) e proteinas
lipogénicas (SREBP1c e FAS) no tecido hepatico de ratos Wistar e Fischer.

4. Caracterizacao os efeitos do envelhecimento sobre a composicéo corporal, marcadores
bioguimicos e a homeostase glicEmica em camundongos C57BL/6J sedentarios e exercitados.
Além disso, foram avaliadas proteinas relacionadas com a sensibilidade a insulina hepatica
(pIRS1/pAkt/pGSK3B).

5. Mensuracdo dos genes Rock1, Rock2, Tnfa, Ikk, Nfkb, II1b, Ptp1b, Pgc1a, G6pase,
Pepck, Pc, Fatp4, Cd36, Srebp1, Acc, Cpti1a e Ppara e do contetdo proteico de ROCK1, ROCK2,
pMYPT1, SREBP1c e FAS no figado de camundongos C57BL/6J sedentérios e exercitados.

6. Efeitos da inibicao farmacoldgica (Y-27632) da ROCK sobre o metabolismo glicémico em
camundongos C57BL/6J idosos e avaliacdo das proteinas pIRS1/pAkt/pGSK3p no tecido hepatico.

7. Efeitos da inibicdo farmacoldgica (Y-27632) da ROCK sobre o metabolismo hepatico e
sobre 0s genes e proteinas descritos no item 6 em camundongos C57BL/6J idosos.

8. Os efeitos da hiperinsulinemia sobre o metabolismo glicEmico e hepatico em
camundongos Slc2a4*-, bem como a da atividade da proteina ROCK no figado destes

camundongos.
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ETAPA 2

Objetivo Tratamento

Avaliagao

1. Parametros metabdlicos em
resposta ao envelhecimento e
exercicio fisico

2. Marcadores génicos de
inflamagao hepatica, metabolismo
lipidico e gliconeogénese

XS

Envelhecimento: 17 meses

3. Via da ROCK e lipogénese em EXeIeidosT diss/natagao

resposta ao envelhecimento

4. Parametros metabdlicos em
resposta ao envelhecimento e
exercicio fisico

5. Marcadores génicos de
inflamagao hepatica, metabolismo
lipidico e gliconeogénese

Envelhecimento: 14 meses
Exercicio: 7 dias/esteira

6 e 7. Inibicao farmacolégica da
ROCK em camundongos idosos
sobre o metabolismo hepatico
lipidico e glicémico

N@\ 5. ~.Y-27632
Oy
H :

B
30mg/KglP.
durante 7 dias

Insulina

It =

Hiperinsulinemia
Exercicio: 7 dias/esteira

| I
| |
8. Efeitos da hiperinsulinemia : :
sobre a viada ROCK no tecido | |
hepatico } % :
{ Slc2a4+- :

| I
| I
| I
| I

Figura 6. Objetivos da Etapa 2.

*Glicemia, insulina, HOMA-IR, GTT, ITT,
TG, Colesterol, ALT, AST

*pIRS1, pAKT, pGSK3

*Histologia, TG e Colesterol hepatico

* Via da ROCK: Rock1, Rock2

* Inflamatérios: Nfkb, Tnfa, lkk

» Metabolismo lipidico: Cd36, Srebp1, Fas,
Cpt1a, Ppara

* Gliconeogénese: G6p, Pepck, Pc

*Via da ROCK: ROCK1, ROCK2, pMYPT1
*Lipogénese: SREBP1 e FAS

*Glicemia, insulina, HOMA-IR, GTT, ITT,
TG, Colesterol, ALT, AST

*pIRS1, pAKT, pGSK3

*Histologia, TG e Colesterol hepatico

Genes:

*Via da ROCK: Rock1, Rock2

* Inflamatérios: Nfkb, Tnfa, Ikk, lI1b, Ptp1b

» Metabolismo lipidico: Fatp4, Cd36, Srebp1,
Acc, Cpt1a, Ppara

* Gliconeogénese: Pgc1a, Pcx, Pepck, G6p,
Pc

Proteinas:

*Via da ROCK: ROCK1, ROCK2, pMYPT1

*Lipogénese: SREBP1 e FAS

*Glicemia, insulina, HOMA-IR, GTT, ITT,
TG, Colesterol, ALT, AST

*pIRS1, pAKT

*Histologia, TG e Colesterol hepatico

Genes:

*Via da ROCK: Rock1, Rock2

* Metabolismo lipidico: Cd36, Srebp1, Fas
Proteinas:

*Via da ROCK: ROCK1, ROCK2, pMYPT1
*Lipogénese: SREBP1 e FAS

Etapa 3 — Efeitos de diferentes estresses metabdlicos sobre a proteina ROCK no tecido

hepatico

Uma vez que o envelhecimento esta associado com outros distarbios metabdlicos, na Etapa

3, buscamos diferentes tipos de estresses metabdlicos que estao atrelados a alteracdes hepéticas.

Para isso, a mimetizacdo de uma inflamacdo de baixo grau (com LPS), a inducéo de fibrose

hepatica (com CCL4, Tetracloreto de carbono) e o uso de camundongos com obesidade genética

(Ob/Ob) ou induzida por dieta hiperlipidica (DHL) podem ser situacdes importantes associadas com

a atividade da ROCK no tecido hepatico (Figura 7).

1. Avaliagao dos efeitos da inflamagé&o de baixo grau induzida por LPS (3 semanas) sobre o

metabolismo glicémico, hepatico e sobre a atividade da proteina ROCK no figado de camundongos

C57BL/6J sedentarios e exercitados.
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2. Avaliacao dos efeitos da fibrose hepéatica induzida por CCL4 (12 dias) sobre o metabolismo
hepatico e atividade da proteina ROCK no figado de camundongos C57BL/6J sedentarios e
exercitados.

3. Avaliacao da atividade da proteina ROCK no figado de camundongos Swiss alimentados

com uma dieta hiperlipidica (DHL) e camundongos Ob/Ob sedentérios e exercitados.

ETAPA 3
Tratamento

A=l X
D e A =y

Objetivo Modelo Avaliagcao

*Glicemia, GTT, ALT, AST
*pIRS1, pAKT
*Histologia

1. Indugao de inflamagao
de baixo grau com LPS

[ [ [

} | '
| I '
| | [
| [ |
| | [
| | [
y | | *Via da ROCK: ROCK1,
| | LPS: 1.5 mg/Kg por 3 semanas | ROCK2, pMYPT1
: : Exercicio: 7 dias/esteira l
s | - =il
' ' | @ | «Massa corpérea, peso do
| C57BL/6J | c e porea, p

2. Indugéo de fibrose | | a7/ Na -# | figado, ALT, AST

" cl *Histologia
hepaticacom CCL, | | : | +Via da ROCK: ROCK1
| | CCLs1mlKgpori2dias | pocks pmyprs
I I Exercicio: 7 dias/esteira |
| [ f
| [ [
| | o
T |
_—— ] e
' | s I € -
i 3 Via da ROCK e e ! WD ' | Via da ROCK: ROCK1,
pogénese em resposta | | | ROCK2, pMYPT1
ao envelhecimento I I DHL: 12 semanas |

| | : [
[ [ Ob/Ob |
| | Exercicio: 4 semanas/esteira |
| Ob/Ob | [
| [ [

Figura 7. Objetivos da Etapa 3.

7. MATERIAIS E METODOS:

7.1. Cultura de células

Células HepG2 e Hepa 1C1C7 foram cultivadas em MEM (Modified Eagle Medium) ou alfa
MEM contendo 10 % de SFB (Soro Fetal Bovino) a 37 °C, sob atmosfera de 5 % de CO2 em
condicdes estéreis. Para superexpresséo da proteina ROCK2, foi utilizado um plasmideo GFP-
mMROCK?2 obtido da Addgene® (#101296), onde o gene da ROCK2 foi clonado em um vetor pEGFP-
C1. O plasmideo utilizado para superexpressdo da ROCK1 (GFP-ROCK1, vetor EGFP-C) foi um
presente da pesquisadora Suzie Verma da Universidade de Queensland. Os plasmideos foram
amplificados segundo técnicas de biologia molecular descritas por Sambrook e Russell, 2001 (152).
Para transfeccéo, células Hepa 1C1C7 foram plaqueadas em placas de 6 wells (~70% confluéncia)
e foi adicionado 100 puL de MEM sem soro com 1 pug de DNA plasmidial e 6 pL do reagente PLUS

(Thermofisher Scientific®, #15338100), e seguido de incubacéo por 15 min. A essa mistura foram
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adicionados 100 pL de MEM sem soro combinado com 4 pL de Lipofectamina (Thermofisher
Scientific®, #15338100), seguido de incubacéo por 15 min. As células foram lavadas com MEM
sem soro e cobertas com 800 puL de meio sem soro, e 0s 200 pL da solucdo contendo DNA,
reagente PLUS e Lipofectamina foram adicionados. Apds 3 horas, o meio foi trocado por MEM com
10% de SFB e as células foram incubadas por 48 horas. Parte destas células foram tratadas com
palmitato (400 uM por 24 h) para avaliacao de proteinas lipogénicas. Para a inibicao farmacolégica
da ROCK, células HepG2 foram tratadas com o inibidor farmacolégico para ROCK1 e ROCK2 (Y-
27632) a 10 uM durante 4 horas, e estimuladas com insulina (20 nM) por 15 minutos. As células
foram lavadas com PBS e os extratos proteicos coletados em tampéo de lise (Tris pH 7,5 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton 1 %) contendo cocktail de inibidores de protease e fosfatase
(Sigma®). Os extratos foram avaliados por immunoblotting para avaliar a modulacdo de vias
especificas relacionadas a via de sinalizacdo da insulina e lipogénese. Células HepG2 também
foram estimuladas com palmitato (400 uM por 24 h) e foi avaliado o conteudo de gordura
intracelular e a atividade da ROCK por immunoblotting. Para avaliacdo do contetdo de gordura
intracelular nas células, foi utilizado o corante Oil Red durante 1 hora, entdo estas células foram
lavadas com agua destilada e avaliadas através de microscépio. Para quantificacéo, foi adicionado
1 mL de isopropanol no meio de cultura e a absorbancia foi mensurada a 540 nm. A inducao de
resisténcia a insulina através de uma exposi¢ao prolongada de insulina foi realizada em células
HepG2 com a adicao de insulina ao meio na dose de 100 nM por 24 horas e incubagdo com o
inibidor da ROCK (Y-27632) nas ultimas 4 horas (10 pM). Apés este periodo, foi feito um novo
estimulo de insulina (20 nM) por 15 minutos, em seguida as células foram coletadas para analises

proteicas.

7.2. Caracterizagao dos modelos experimentais

Foram utilizados ratos Fischer 344 e ratos Wistar inicialmente com 4 semanas de vida,
provenientes do Biotério Central da Unicamp (CEMIB). O modelo de animal Fischer 344 é
considerado um importante modelo para o estudo do metabolismo e envelhecimento, devido a
menor acumulo de gordura corporal ao longo da vida, por outro lado, 0 modelo Wistar apresenta
aumento acentuado de gordura corporal em idades avancadas (66,67). Além destes dois modelos,
foram utilizados camundongos C57BL/6J, camundongos Swiss, camundongos Ob/Ob e
camundongos geneticamente modificados com delecédo global do gene Slc2a4. Este modelo foi
utilizado quando heterozigoto (Slc2a4*), por apresentar um quadro de hiperinsulinemia e
intolerancia a glicose.

Todos os experimentos com roedores foram realizados de acordo com a legislagéo brasileira

sobre o uso cientifico de animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008). Antes do inicio da pratica
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experimental todos os protocolos experimentais foram submetidos a apreciacdo da Comisséo de
Etica no uso de Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias Biolégicas, da UNICAMP — Campinas-SP
(n° 4531-1/2017, 5584-1/2020, 5753-1/2021, 5003-1/2018, 5583-1/2020). Os roedores foram
mantidos em gaiolas de polietileno individuais sob as condi¢cdes controladas de ciclo claro-escuro
(12/12h) com livre acesso a agua e ragao convencional, luz ligada as 06:00h e desligada as 18:00h,
com temperatura controlada em 22+2°C, umidade relativa mantida em 45-55% e ruidos no local
inferiores a 85 decibéis. Foram utilizadas lampada de 100 W durante o periodo claro do dia
(Phillips® soft white light; 2700 K; 565-590 nm; 60 lux). Os modelos experimentais foram utilizados
com idade de 3-5 meses (referente a ~20 anos em humanos) e os idosos de 14-17 meses (referente
a ~60 anos em humanos), como descrito por Dutta e Sengupta (153).
Os modelos de ratos Fischer 344 e Wistar foram distribuidos nos seguintes grupos

experimentais:

e Jovem: roedores com 3-5 meses e sedentarios (n=7);

e |doso Sedentario: roedores (17 meses) sedentarios (n=7);

e Idoso+Exercicio: roedores (17 meses) exercitados submetidos ao protocolo de

treinamento de natacéo de curta duragao (n=7);

Os modelos de camundongos C57BL/6J foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais:
e Jovem: roedores com 3-5 meses e sedentarios (n=7);
e Idoso Sedentério: roedores (14 meses) sedentéarios (n=7);
e Idoso+Exercicio: roedores (14 meses) exercitados submetidos ao protocolo de
treinamento de esteira de curta duragéo (n=7);

Para inibicdo da ROCK em camundongos C57BL/6J, foram utilizados os seguintes grupos:

e |doso Sedentério: roedores (14 meses) sedentarios com injecao intraperitoneal de
PBS 1x durante 7 dias (n=7);

e |doso+Y-27632: roedores (14 meses) e sedentarios que receberam o inibidor

farmacologico da ROCK (Y-27632 via intraperitoneal a 30 mg/Kg durante 7 dias).

Os camundongos Slc2a4*" foram distribuidos nos grupos:
e Wild-Type (WT): camundongos (8 meses) sem delecéo parcial do gene Slc2a4 e
sedentérios (n=5);

e Slc2a4*": camundongos (8 meses) heterozigotos e sedentarios (n=5);
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Slc2a4*-+Exercicio. camundongos (8 meses) heterozigotos submetidos ao

treinamento de esteira de curta duragdo (n=5).

Para inducéo de inflamacao de baixo grau, camundongos C57BL/6J foram distribuidos nos

grupos:

Controle (CTL): camundongos (4 meses) sedentarios com injecao intraperitoneal de
PBS 1x durante 3 semanas (n=5);

LPS: camundongos (4 meses) sedentarios que receberam injecao intraperitoneal de
LPS (1.5 mg/Kg) durante 3 semanas (n=6);

LPS+Exercicio: camundongos (4 meses) exercitados (7 dias em esteira) que

receberam injecédo intraperitoneal de LPS (1.5 mg/Kg) durante 3 semanas (n=6).

Para inducéo de fibrose hepéatica camundongos C57BL/6J foram distribuidos nos grupos:

Controle (CTL): camundongos (4 meses) que receberam injecéo intraperitoneal de
veiculo (6leo de oliva) durante 12 dias a cada 48 horas;

CCL4: camundongos (4 meses) sedentarios que receberam injecao intraperitoneal de
CCL4 (1 mL/Kg diluido em oleo de oliva) durante 12 dias a cada 48 horas;
CCLs+Exercicio: camundongos (4 meses) exercitados (7 dias em esteira) que
receberam injecao intraperitoneal de CCL4 (1 mL/Kg diluido em 6leo de oliva) durante

12 dias a cada 48 horas.

Para avaliacdo dos efeitos da obesidade genético ou induzida por dieta hiperlipidica,

camundongos Swiss e Ob/Ob foram distribuidos nos seguintes grupos:

CTL: camundongos Swiss (5 meses) alimentados com dieta padrdo e sedentarios;
DHL: camundongos Swiss (5 meses) sedentarios alimentados com uma dieta
hiperlipidica (DHL durante 12 semanas);

DHL+Exercicio: camundongos Swiss (5 meses) exercitados (4 semanas em esteira)
e alimentados com uma dieta hiperlipidica (DHL durante 12 semanas);

Wild-Type (WT): camundongos (5 meses) controle alimentados com dieta padréo;
Ob/Ob: camundongos (5 meses) com deficiéncia na producdo de leptina (Ob/Ob)
sedentarios e alimentados com dieta padréo;

Ob/Ob+Exercicio: camundongos (5 meses) com deficiéncia na producao de leptina

(Ob/Ob) exercitados (4 semanas em esteira) e alimentados com dieta padréo.
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Como exemplo, abaixo encontra-se uma tabela com a descricdo dos modelos experimentais

e grupos em que foram distribuidos:

Modelo
. Grupo
Experimental
Fischer 344 e
= = o+ =
Wistar Jovem (n=7) Idoso (n=7) Idoso+Exe (n=7)
Detalhes: Jovens (3-5 meses) Idosos (17 meses) « ldosos (17 meses)
’ Sedentérios Sedentarios « Exercitados (7 dias/natacéo)
C57BL/6J Jovem (n=7) Idoso (n=7) Idoso+Exe (n=7)
Detalhes: Jovens (3-5 meses) Idosos (14 meses) * ldosos (14 meses)
' Sedentarios Sedentarios = Exercitados (7 dias/esteira)
C57BL/6J Idoso (n=7) Idoso+Y-27632 (n=7)
Idosos (14 meses) Idosos (14 meses)
Detalhes: PBS (Veiculo) Y-27632 (30 mg/Kg por 7 dias)
Sedentarios Sedentarios
C57BL/6J CTL (n=5) LPS (n=6) LPS+Exe (n=6)
Jovens (4 meses) ﬂg\ge?f é4mm?;es)or 3 « Jovens (4 meses)
Detalhes: PBS (Veiculo) © MYRgPp « LPS (1.5 mg/Kg por 3 semanas)
.. semanas) . ; i
Sedentérios . « Exercitados (7 dias/esteira)
Sedentarios
C57BL/6J CTL (n=5) CCL, (n=6) CCL,+Exe (n=6)
Jovens (4 meses) Jovens (4 meses) « Jovens (4 meses)
Detalhes: Oleo de Oliva CCL4 (1 mL/Kgpor12 |+« CCL, (1 mL/Kg por 12 dias a
' (Veiculo) dias a cada 48 horas) cada 48 horas)
Sedentérios Sedentérios « Exercitados (7 dias/esteira)
Swiss CTL (n=5) HFD (n=5) HFD+Exe (n=5)
Jovens (5 meses) Jovens (5 meses) « Jovens (5 meses)
. . ~ Dieta rica em gordura » Dieta rica em gordura (HFD 12
Detalhes: Dieta padrao HFD 12
Sedentarios ( . _semanas) semapas) .
Sedentarios » Exercitados (4 semanas/esteira)
Ob/Ob WT (n=5) Ob/Ob (n=5) Ob/Ob+Exe (n=5)
Jovens (5 meses) Jovens (5 meses) « Jovens (5 meses)
Detalhes: wT Ob/Ob = Ob/Ob
Sedentérios Sedentarios « Exercitados (4 semanas/esteira)
Sic2a4* WT (n=5) Slc2a4*- (n=5) Slc2a4*-+Exe (n=5)
Jovens (8 meses) Jovens (8 meses) « Jovens (8 meses)
Detalhes: wT Slc2a4*- « Slc2a4*
Sedentérios Sedentarios « Exercitados (7 dias/esteira)

Tabela 1. Distribuicéo e caracteristicas dos grupos experimentais.

O protocolo de exercicio fisico aerobio (treinamento de curta dura¢do) adotado para cada

experimento esta descrito abaixo nos préximos itens.

7.3. Protocolo de treinamento fisico de natacdo de curta duracao

Previamente ao protocolo de treinamento fisico os ratos Wistar e Fischer do grupo exercicio
foram adaptados ao meio liquido durante seis dias. No primeiro dia os ratos foram colocados por
10 minutos em agua com nivel até o torax. No segundo dia o nivel de 4gua foi 0 mesmo e a duracéo

de 20 minutos. No terceiro dia os ratos foram colocados em tanques com nivel maximo de 50 cm
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durante 2 minutos. No quarto dia a duracéo foi de 5 minutos mantendo o nivel de agua. No quinto
dia, com o0 mesmo nivel de 4gua, a duragdo da adaptagéo foi de 10 minutos, sendo que no ultimo
e sexto dia a duracao foi de 15 minutos com tanque cheio. Este periodo de adaptacdo ao meio
liquido teve por objetivo a adaptacdo ao nado bem como a reducéo do estresse destes ratos. Apos
o periodo de adaptacédo, os roedores descansaram por um dia, e entdo no proximo dia foi iniciado
o protocolo de exercicio fisico como descrito a seguir.

Tanto para a adaptacéo quanto para o protocolo de exercicio fisico, foram utilizados tanques
cilindricos com 60 cm de diametro interno e 70 cm de profundidade com agua morna (temperatura
de 32-33 °C). O exercicio fisico consistiu em sete dias de exercicio, sendo que em cada dia 0s
ratos foram submetidos a quatro sessbes de 30 minutos de nado separados por 10 minutos de
descanso. Este protocolo foi adaptado de Kawanaka et al. (154) e previamente utilizado pelo nosso
grupo de pesquisa (70). Apos 16 horas da Ultima sesséo de exercicio os ratos foram eutanasiados

para extracao do tecido hepatico.

7.4. Protocolo de treinamento fisico de corrida em esteira de curta duracao

Nos experimentos envolvendo camundongos C57BL/6J (camundongos idosos e tratados
com LPS ou CCL4) foi realizado um protocolo de treinamento em esteira de curta duragao (7 dias).
Para isso, os camundongos foram adaptados em esteira rolante para roedores durante 5 dias (10
min a 6 m/min). Em seguida, foram submetidos ao teste de carga incremental para obtencéo da
velocidade de exaustdo. Este teste foi iniciado na velocidade de 6 m/min com incrementos de 3
m/min a cada 3 minutos até o animal atingir a sua exaustdo. Sendo assim, a intensidade de 60%
da velocidade de exaustdo foi adotada para cada camundongos. Os camundongos realizaram 7

dias de exercicio fisico nesta intensidade (~ 14 m/min) por 1 hora a cada dia.

7.5. Protocolo de treinamento fisico de corrida em esteira crénico

Os camundongos Swiss (DHL) e Ob/Ob foram primeiramente submetidos ao tempo de
inducdo de obesidade (8 semanas) e iniciaram o protocolo de exercicio fisico em esteira cronico (4
semanas), totalizando 12 semanas de experimento. Assim como descrito anteriormente, foi
realizado um periodo de adaptacao prévio ao exercicio fisico (5 dias, por 10 min a 6 m/min), seguido
de um teste de carga incremental. Foi adotada a intensidade de 70% da velocidade de exaustao,
sendo que os camundongos realizaram 4 semanas de exercicio fisico com duragédo de 30 minutos
na primeira semana, 45 minutos na segunda semana e 60 minutos na terceira e quarta semana, 5
dias na semana. Para os camundongos Ob/Ob, foi adotado o0 mesmo periodo de 4 semanas de
exercicio com o mesmo volume de corrida nas 4 semanas. No entanto, devido a dificuldade de

locomocédo destes camundongos a intensidade de corrida adotada foi de ~8 m/min.
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7.6. Eutanéasia dos roedores

Previamente aos procedimentos cirargicos e de extracdo dos tecidos, os roedores
receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de cetamina cloridrato (40-87 mg/kg; Ketalar; Parke-Davis®,
Ann Arbor, MI) e xelazina (5-13 mg/kg; Rompun; Bayer®, Leverkusen), e foram eutanasiados por
decapitacdo apds a realizacdo de todos os procedimentos previstos (descritos a seguir). Todos 0s
roedores permaneceram em jejum de 6 horas antes dos procedimentos de extracdo dos tecidos.
A massa corpérea dos animais foi avaliada previamente a extracdo utilizando balanca analitica
(Gehaka, BK4001).

7.7. Quantificacao de lipideos hepaticos

A extracédo de lipideos hepéticos foi realizada de acordo com o método de Folch (155), onde
50 mg de figado foi homogeneizado com 950 uL de solucdo cloroférmio:methanol (2:1), e
adicionado 200 uL de metanol sobre a amostra, para posterior centrifugacao (3000 rpm durante 10
min). O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foi adicionado 400 uL de cloroférmio e 320
uL de NaCL 0,73%. As amostras foram centrifugadas novamente a 3000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e lavado trés vezes com 300 uL de solugéo de Folch (3% cloroférmio,
48% metanol, 45& H20 e 2% NaCl 0,2%) com rapida centrifugacédo entre as lavagens (~3 min a
3000 rpm). Novamente o sobrenadante foi descartado e a fase intermediaria foi secada a 37 °C
overnight. O extrato lipidico foi resuspenso com 500 uL de isopropanol a leitura de triglicérides e
colesterol foram realizadas através de Kit calorimétrico (Laborlab®, Sdo Paulo, Brazil).

7.8. Determinacédo de fatores séricos

Apds 6 horas de jejum, o sangue foi coletado a partir da veia calda (corte distal) e
centrifugado (12000 rpm por 3 min) para obtencdo do soro e armazenado em -80 °C.
Posteriormente foram avaliados os niveis de insulina (RayBiotech®, Norcross, GA; #ELM-Insulin)
para determinagdo do indice HOMA-IR (glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum
(MU/mL)/22.5). Os niveis de triglicérides (TG), colesterol, aminotransferase de aspartato (AST) e
aminotransferase de alanina (ALT) foram mensurados com kits comerciais (Laborlab®, Sdo Paulo,

Brazil).

7.9. Teste de tolerancia a insulina (ITT)
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Com jejum prévio de 6 horas e apos 16 horas da Ultima sesséo de treinamento fisico, os
ratos foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina (ITT). Para isso, os roedores receberam
injecéo intraperitoneal de insulina recombinante humana (Humulin R) da Eli Lilly® (Indianapolis, IN,
USA) na concentracao de 1,5 U/kg de massa corporal. Amostras de sangue foram coletadas nos
tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a partir da cauda dos roedores para a determinacao da
glicose sanguinea. Os valores de glicemia obtidos durante o teste foram determinados com o
equipamento Accu-Check Active (Roche®, Switzerland). O tempo O representa o valor basal de
glicose dos roedores e que antecede a injecao de insulina. A area sob a curva foi calculada em

cada grupo experimental.

7.10. Teste de tolerancia a glicose (GTT)

ApoOs jejum prévio de 6 horas e ap0s 16 horas da Ultima sesséo de treinamento fisico, foi
realizado corte distal na cauda dos roedores para ser efetuada a primeira coleta de sangue para a
dosagem basal de glicose, o0 que equivale ao tempo zero (t0) do teste e a glicemia de jejum. Logo
apos, foi aplicado via intraperitoneal (i.p.) solucéo de glicose a 50% (2 g/Kg de peso corporal), com
posteriores coletas de amostras sanguineas nos tempos 30, 60 e 120 minutos, para as dosagens
da glicemia. Em seguida, a area sob a curva foi calculada em cada grupo experimental. Os valores
de glicemia obtidos durante o teste de GTT foram determinados com o equipamento Accu-Check

Active (Roche®, Switzerland).

7.11. Extracdo dos tecidos, homogeneizacdo e determinacdao do contetudo de
proteinas totais

Amostras do tecido hepatico foram retiradas apoés injecdo de 0,2 mL de salina ou insulina
(10 mol/L) na veia porta. Apés 30 s da injecdo de insulina, amostras do figado foram retiradas.
Posteriormente, elas foram homogeneizadas em tampao de extracdo como descrito anteriormente
(70). Parte deste foi utilizada para determinacdo do contetdo das proteinas totais através do
método do acido bicinconinico, enquanto que a outra parte foi submetida a immunoblotting com

anticorpos especificos, de acordo com estudos prévios (70).

7.12. Immunoblotting

Apos a determinacao do conteddo de proteinas totais, foi acrescentado tampao de Laemmli
ao sobrenadante contendo 100 mM de DTT (156), e entdo aquecido por 5-10 minutos. Em seguida,
guantidades iguais de proteinas (30 ug) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE. Apoés a corrida em gel de poliacrilamida, as amostras foram transferidas para uma

membrana de nitrocelulose, bloqueadas com leite 5% diluido em TBS+Tween 0.1% durante 50
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minutos em temperatura ambiente, e por fim incubadas overnight a 4 °C com anticorpo primario
especifico para a proteina de interesse. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario especifico e entdo foi avaliada a intensidade das bandas proteicas apos
exposicdo com reagente quimioluminescente. Para a obtengdo das imagens, foi utilizado o
equipamento G:BOX XR5 Gel imaging system (Syngene®, Cambridge, UK), e posteriormente a
intensidade foi quantificada através do software UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk Scientific Corporation®,
Orem, UT).

7.13. Real Time PCR quantitativo (RT-qPCR)

Fragmentos do figado foram extraidos e homogeneizados em Trizol® (~50 mg em 400 pL).
O RNA total foi isolado de acordo com as recomendacdes do fabricante. Uma aliqguota de RNA
total foi usada para a sintese de cDNA (2 pg) utilizando o kit gMAX™ cDNA Synthesis Kits (Accuris
Instruments®, Edison, USA) (16). As amostras de cDNA foram submetidas o protocolo de RT-gPCR
com 150-300 ng cDNA e 150-300 nM de primer e iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad®,
CA, EUA) no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, CA, EUA). Os
primers utilizados foram sintetizados pela Exxtend® (SP, Brasil) e estdo descritos na tabela 2. A

guantificacdo do RNA mensageiro foi obtida pelo método de AACt.
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Tabela de Primers

Tabela 2. Sequéncias de primers utilizados.

7.14. Analises histolégicas

Ratos Camundongos
Rockl Reverse |GAATGACATGCAAGCGCAAT Rockl Reverse |CAGGTCAACATCTAGCATGGAAC
Forward |[GTCCAAAAGTTTTGCACGCA Forward |CACGCCTAACTGACAAGCACCA
Rock? Reverse |GAAACAACTGGATGAAGCTAATGC Rock? Reverse |GTGACCTCAAACAGTCTCAGCAG
Forward |[GTTTCAAGCAGGCAGTTTTTATCTT Forward |GACAACGCTTCTGAGTTTCCTGC
Nfkb Reverse |CTTCAATGGCCTCTGTGTAGC Nfkb Reverse |GGCAGGCTATTGCTCATCACAG
Forward |[ATGGACAACTATGAGGTCTCTGG Forward |GCTGCCAAAGAAGGACACGACA
Tnfa Reverse |TTGGTGGTTTGCTACGACG Tnfa Reverse |GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT
Forward |[CCAAATGGGCTCCCTCTCAT Forward |GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG
Kk Reverse |CCAGCTCCTTGGCATATCCT Kk Reverse |ATCTCCTGGCTGTCACCTTCTG
Forward |[TGAGTGACATAGCATCGGCT Forward |GCAGACTGACATTGTGGACCTG
Cd36 Reverse |TGGGTTTTGCACATCAAAGA Cd36 Reverse |GCAAAGGCATTGGCTGGAAGAAC
Forward [TGGAGCTGTTATTGGTGCAG Forward |GGACATTGAGATTCTTTTCCTCTG
Srebpl Reverse |GGGAAGTCACTGTCTTGGTTGTT Srebpl Reverse |CCTCCATAGACACATCTGTGCC
Forward |[GACGACGGAGCCATGGATT Forward |CGACTACATCCGCTTCTTGCAG
Fas Reverse |GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT Fas Reverse |CACCAGGTGTAGTGCCTTCCTC
Forward |[GAGGACACTCAAGTGGCTGA Forward |CACAGTGCTCAAAGGACATGCC
Cptla Reverse |TACCTGCTCACAGTATCTTTGAC Acc Reverse |GGAGTCACAGAAGCAGCCCATT
Forward |GCACCAAGATCTGGATGGCTATGG Forward |GTTCTGTTGGACAACGCCTTCAC
Ppara Reverse |GCTGGAGAGAGGGTGTCTGT Cptla Reverse |CAGTGTCCATCCTCTGAGTAGC
Forward |[TGCGGACTACCAGTACTTAGGG Forward |GGCATAAACGCAGAGCATTCCTG
Gépase Reverse [CGTTCAAACACCGGAATCCA Ppara Reverse |GAATCTTGCAGCTCCGATCACAC
Forward |[GCGCAGCAGGTGTATACTATG Forward |ACCACTACGGAGTTCACGCATG
Pepck Reverse |CTTAAGTTGCCTTGGGCATCA Pgcla Reverse |CATCCCTCTTGAGCCTTTCGTG
Forward |AGAAGAAATACCTGGCCGCA Forward |GAATCAAGCCACTACAGACACCG
Pc Reverse |TCAGCATCATTAGTGTTGTCAGC Gépase Reverse |GTAGCAGGTAGAATCCAAGCGC
Forward |AAGTTTGGTTGCGCGGAG Forward |AGGTCGTGGCTGGAGTCTTGTC
B-actin Reverse |TCACCCACACTGTGCCCAT Pepck Reverse |GGCGATGACATTGCCTGGATGA
Forward |TCTTTAATGTCACGCACGATT Forward |[TGTCTTCACTGAGGTGCCAGGA
Pc Reverse |GCAATCGAAGGCTGCGTACAGT
Forward |GGATGACCTCACAGCCAAGCAT
B-actin Reverse |TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG
Forward |CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG

Durante a extracdo do tecido hepatico, um fragmento foi fixado em paraformoldeido 4%

(PFA) durante 24 horas, entdo desidratado, emblocado em parafina e cortado (10 pM) em

micrétomo (Leica®, RM2145) e aderidos em laminas histolégicas. Estas laminas foram hidratadas

e coradas com hematoxilina-eosina (H&E), Tricromio de Masson ou Picrosirius Red e analisadas

posteriormente. As imagens foram adquiridas em microscépio éptico (LAB2000, LABORANA®, Séo

Paulo, Brazil) com a camera Moticam Pro 282B 5.0 megapixels (Motic®, Hong Kong, China) nos
aumentos de 10X e 40X.
Outro fragmento do tecido hepatico foi congelado gradativamente com isopentano e

estocado a -80°C. Estes fragmentos foram cortados (10 pM) em criostato (Leica®, CM1850) e
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aderidos em laminas histoldgicas. Estas laminas foram coradas com a solucéo de Oil Red (ORO,
Sigma Aldrich®, St. Louis, MO) por 25 minutos, seguido de 2 minutos de hematoxilina, e lavadas
posteriormente por 30 minutos com agua destilada. Posteriormente, as imagens foram analisadas

e adquiridas como descrito acima.

7.15. Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média * erro padrao da média (EPM). Primeiramente,
a normalidade dos resultados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk W-test. Para dados com
distribuicdo normal, foi realizado o teste de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Para
dados nao parameétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Em comparacdes entre dois grupos
foram utilizados os testes “t de student” ou Mann-Whitney. O valor de significancia adotado foi de
p<0.05. Para a analise dos dados e edi¢do dos graficos foi utilizado o programa GraphPad Prism
8.0%.
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8. RESULTADOS:

8.1. Ratos Wistar apresentam maior acumulo de massa corpé6rea durante o
envelhecimento

Como proposto inicialmente no projeto de pesquisa, foram utilizados ratos da linhagem
Wistar e Fischer, com o objetivo de avaliar os efeitos do envelhecimento associado ou nao ao
aumento da adiposidade corporal. Sendo assim, é possivel observar que ratos Wistar apresentam
uma maior massa corporea durante os 17 meses de envelhecimento comparado aos ratos Fischer
(Figura 8A-C). Os dados fisiolégicos e moleculares encontrados nestes modelos seréo
apresentados nos préoximos topicos separadamente.
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Figura 8. Ratos Wistar apresentam massa corpOrea exacerbada durante o envelhecimento
comparados aos ratos Fischer.

A. Curva da massa corpdrea em ratos Wistar e Fischer durante 17 meses. B. Massa corpdrea no
1° e 17° més em ratos Wistar e Fischer. C. Delta da massa corporea entre o 1° e 17° més. Dados
representados como a média e desvio padrdo (n=40 no 1° més e n=27 no 17° més). * p < 0.05 vs
1°més. # p <0.05vs 17° més.

8.2. Exercicio fisico atenua os prejuizos metabdlicas e 0o aumento do contetdo da
proteina ROCK no figado de ratos Fischer idosos

Como mencionado anteriormente, o0s resultados em modelos experimentais foram
apresentados em topicos separados. Nos experimentos envolvendo ratos Fischer, foi observado
um efeito do envelhecimento em aumentar a massa corpérea, a insulinemia de jejum e o indice
HOMA-IR, sem alteracfes sobre a glicemia de jejum (Figura 9A-C). O exercicio fisico aerdbio, por
outro lado, foi eficiente em diminuir a glicemia de jejum, insulinemia de jejum e o indice HOMA-IR
em ratos Fischer idosos, de maneira independente de alteracdes na massa corpoérea (Figure 9A-
C). Emrelacao a tolerancia a glicose, o grupo de ratos Fischer idosos apresentou maior intolerancia
comparado com o grupo jovem, sendo que o exercicio fisico aerdbio foi eficiente em melhorar a
sensibilidade a glicose comparado com o grupo idoso sedentario (Figura 9E). Os ratos idosos

sedentarios ndo apresentaram intolerancia a insulina comparado aos ratos jovens, no entanto, o
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exercicio fisico aerébio apresentou diferenca significativa para o grupo idoso (Figura 9F). Estas
modulacdes metabdlicas foram acompanhadas de uma piora na sensibilidade a insulina hepética
no grupo idoso sedentario comparado aos ratos jovens (pIRS1Y612 e pAktS473), sendo que o

exercicio fisico aerdbio reestabeleceu este quadro, melhorando a sensibilidade a insulina hepatica

(Figura 9G).
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Figura 9. Exercicio fisico aerébio melhora o quadro de hiperinsulinemia, intolerancia a
glicose e de piora na sinalizagdo dainsulina no figado de ratos Fischer idosos.

A. Massa corpérea. B. Glicemia de jejum. C. Insulinemia de Jejum. D. indice HOMA-IR. E. Curva
do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area sob a curva (AUC) do GTT. F. Curva do teste de
tolerancia a insulina (ITT) e area sob a curva (AUC) do ITT. G. Proteinas da via de sinaliza¢do da
insulina no tecido hepatico (pIRS1Y%12/pAktS473/pGSK3BS°) em resposta ou ndo a insulina (n= 3, 4
e 4 para amostras positivas). Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os
graficos A-F (n=7). * p <0.05 vs Jovem. # p < 0.05 vs ldoso. a p < 0.05 Jovem vs Idoso. b p < 0.05

Idoso vs ldoso+Exe. ¢ p < 0.05 Jovem vs Idoso+Exe.

Em relacdo aos parametros metabdlicos relacionados com o metabolismo hepatico, foi
observado uma tendéncia (p=0.06) ao acumulo de triglicerideos (TG) hepaticos no grupo idoso
sedentario e um efeito positivo do exercicio fisico aerébio em diminuir o TG e colesterol hepatico
no grupo idoso exercitado em comparagdo com o grupo idoso sedentario (Figura 10A-B). Em
relacdo aos parametros séricos, foi observado aumento de TG e colesterol no soro do grupo idoso
em relacdo ao grupo jovem, sem alteracdo nos niveis de ALT e AST (Figura 10C-D). No entanto,
0 exercicio fisico aerdbio diminuiu o TG e colesterol circulante, bem como os niveis de ALT e AST
no grupo idoso exercitado comparado ao grupo idoso sedentario (Figura 10C-D). Também foi
observado o aumento de marcadores inflamatérios (Nfkb e Tnfa) no figado do grupo idoso

sedentario, sendo estes revertidos pelo exercicio fisico (Figura 10E). Ao mesmo tempo, foi
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observado aumento no gene da Rockl, aumento no contetudo proteico de ROCK1 e ROCK2,
tendéncia ao aumento da atividade da ROCK (pMYPT1, p=0.07), aumento de SREBP1c e FAS no
figado do grupo idoso comparado ao grupo jovem (Figura 10F-G). Ja o grupo idoso exercitado
demonstrou diminuicdo significativa dos genes da Rockl e Rock2 e do contetudo proteico de
ROCK?2 e FAS no tecido hepéatico, comparado ao grupo idoso sedentario (Figura 10F-G). Também
foi observado o aumento de marcadores lipogénicos (Cd36 e Fas) e gliconeogénicos (G6pase,
Pepck e Pc) no figado do grupo idoso sedentario comparado ao grupo jovem, bem como um
positivo efeito do exercicio fisico aerébio em diminuir Fas, G6pase, Pepck e Pc e aumentar genes
de oxidacao de gorduras (Cptla e Ppara) comparado ao grupo idoso sedentario.
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Figura 10. Exercicio fisico aerébio contribui com a melhora do acumulo de gordura hepatica,
inflamagao, conteddo de ROCK, lipogénese e gliconeogénese hepatica em ratos Fischer
idosos.

A. Imagens representativas das coloragcbes com Hematoxilina-Eosina (H&E), Oil Red O (ORO) e
Tricromio de Masson. B. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol hepaticos. C. Niveis de
triglicerideos (TG) e colesterol séricos. D. Niveis das enzimas ALT e AST no soro. E. Genes
inflamatérios (Nfkb, Tnfa e Ikk). F. RNAmM de Rockl e Rock2. G. Conteudo proteico de ROCK1,
ROCK2, pMYPT176% SREBP1c e FAS. H. Marcadores lipogénicos (Cd36, Srebpl e Fas) e de
oxidacdo de gorduras (Cptla e Ppara). . Marcadores gliconeogéncios (G6pase, Pepck e Pc).
Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os graficos B-D (n=7), E, F, H-
I (n=6), G (n=5, 6, 6). *p <0.05vs Jovem. # p < 0.05 vs Idoso. Na figura A as barras representam
100 uM (10X) e 50 uM (40X).
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8.3. Exercicio fisico aerébio atenua os prejuizos metabdlicas e o aumento do
conteudo da proteina ROCK no figado de ratos Wistar idosos

Quando investigado os efeitos do envelhecimento sobre ratos Wistar, foi observado aumento
da massa corpoérea, da insulinemia de jejum e o indice HOMA-IR, sem alteracdes sobre a glicemia
de jejum no grupo idoso sedentario comparado ao grupo jovem (Figura 11A-C). O grupo idoso
exercitado demonstrou melhora na insulinemia de jejum e no indice HOMA-IR comparado ao grupo
idoso sedentério, independente de alteracdes na massa corpérea e na glicemia de jejum (Figure
11A-C). Em relacdo a sensibilidade a glicose e insulina, o grupo idoso sedentério apresentou
intolerancia a glicose e a insulina comparado com o grupo jovem, sendo que o exercicio fisico
melhorou estes parametros comparado com o grupo idoso sedentario (Figura 11E-F). Isto foi
aerébio acompanhado de alteracdes na sensibilidade a insulina hepatica no grupo idoso sedentério
comparado aos ratos jovens (pGSK3BS?), sendo que o exercicio fisico aerébio reestabeleceu

(pAKktS*73/pGSK3BS?) este quadro, melhorando a sinalizacéo da insulina hepatica (Figura 11G).
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Figura 11. Exercicio fisico aerobio melhora o quadro de hiperinsulinemia, intolerancia a
glicose, resisténciaainsulina, e de pioranasinalizacdo dainsulinano figado de ratos Wistar
idosos.

A. Massa corpérea. B. Glicemia de jejum. C. Insulinemia de Jejum. D. indice HOMA-IR. E. Curva
do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area sob a curva (AUC) do GTT. F. Curva do teste de
tolerancia a insulina (ITT) e area sob a curva (AUC) do ITT. G. Proteinas da via de sinalizagdo da
insulina no tecido hepatico (pIRS1Y612/pAktS*"3/pGSK3B5%) em resposta ou ndo a insulina (n= 3, 4
e 4 para amostras positivas). Dados representados como a média e erro padrdo da meédia. Para os
graficos A-F (n=7). * p <0.05 vs Jovem. # p < 0.05 vs Idoso. a p < 0.05 Jovem vs Idoso. b p < 0.05

Idoso vs ldoso+Exe.
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No metabolismo hepético, foi observado aumento de TG e uma tendéncia (p=0.06) ao
aumento de colesterol no figado do grupo idoso sedentario comparado ao grupo jovem, sendo que
0 exercicio fisico aerdbio protegeu sobre estas alteracdes (Figura 12A-B). No soro, foi observado
aumento de TG, colesterol e ALT no grupo idoso em relacdo ao grupo jovem, sem alteracdo nos
niveis de AST (Figura 12C-D). Além disso, o exercicio fisico aerdbio reverteu todos estes aumentos
encontrados no soro do grupo idoso (Figura 12C-D). Este modelo experimental idoso, apresentou
um importante aumento em marcadores inflamatérios (Nfkb, Tnfa e Ikk) no figado comparado ao
grupo jovem, os quais foram revertidos no grupo idoso exercitado (Figura 12E). Também foi
observado aumento no gene da Rockl, aumento no conteudo proteico de ROCK1, ROCK2,
PMYPT1, SREBP1c e FAS no figado do grupo idoso comparado ao grupo jovem (Figura 12F-G).
O grupo de ratos Wistar idosos exercitados, por outro lado, apresentou diminui¢ao significativa de
todos estes marcadores relacionados com a atividade da ROCK e com a lipogénese hepatica
comparado ao grupo idoso sedentario (Figura 12F-G). Isto foi acompanhado com o aumento de
marcadores lipogénicos (Cd36 e Fas) e gliconeogénicos (G6pase, Pepck e Pc) no figado do grupo
idoso sedentério comparado ao grupo jovem, bem como acompanhado de um efeito do exercicio
fisico aerébio em diminuir Cd36, Fas, G6pase, Pepck e Pc e aumentar Cptla (oxidagéo)

comparado ao grupo idoso sedentério.
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Figura 12. Exercicio fisico aerdbio contribui com a melhora do acumulo de gordura hepatica,
inflamacéo, conteudo de ROCK, lipogénese e gliconeogénese hepética em ratos Wistar
idosos.

A. Imagens representativas das coloragcbes com Hematoxilina-Eosina (H&E), Oil Red O (ORO) e
Tricrbmio de Masson. B. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol hepaticos. C. Niveis de
triglicerideos (TG) e colesterol séricos. D. Niveis das enzimas ALT e AST no soro. E. Genes
inflamatérios (Nfkb, Tnfa e Ikk). F. RNAmM de Rockl e Rock2. G. Conteudo proteico de ROCK1,
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ROCK2, pMYPT176% SREBP1c e FAS. H. Marcadores lipogénicos (Cd36, Srebpl e Fas) e de
oxidacdo de gorduras (Cptla e Ppara). . Marcadores gliconeogéncios (G6pase, Pepck e Pc).
Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os graficos B-D (n=7), E, F, H-
I (n=6), G (n=5, 6, 6). *p <0.05vs Jovem. # p < 0.05 vs Idoso. Na figura A as barras representam
100 uM (10X) e 50 uM (40X).

8.4. Exercicio fisico aerébio melhora o metabolismo hepatico e diminui a atividade
da ROCK no figado de camundongos C57BL/6J idosos

Os efeitos do envelhecimento sobre a proteina ROCK e o metabolismo hepatico também
foram observados em camundongos C57BL/6J. Como observado nos dois modelos de ratos idosos
(Wistar e Fischer), o envelhecimento aumentou a massa corpdrea de camundongos C57BL/6J e o
treinamento de curta duracéo nao alterou este parametro (Figura 13A). Estes camundongos idosos
sedentarios apresentaram intolerancia a glicose e a insulina comparado ao grupo de camundongos
jovens, acompanhado de uma piora na sensibilidade a insulina hepatica (pIRS1Y6?/pAktS473)
(Figura 13C-E). Em contraste, o grupo idoso exercitado melhorou a sensibilidade a glicose e a
insulina e aumentou a pAktS*® e pGSK3BS° hepatica, bem como protegeu da diminuicdo na

fosforilacdo do pIRS1Y6'? comparado ao grupo idoso sedentéario (Figura 13C-E).
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Figura 13. Exercicio fisico aerobio melhora o quadro de intoleréancia a glicose, resisténcia a
insulina, e de piora na sinalizac&o da insulina no figado de camundongos C57BL/6J idosos.
A. Massa corporea. B. Glicemia de jejum. C. Curva do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area
sob a curva (AUC) do GTT. D. Curva do teste de tolerancia a insulina (ITT) e area sob a curva

(AUC) do ITT. E. Proteinas da via de sinalizacdo da insulina no tecido hepético
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(pIRS1Y612/pAktS43/pGSK3BS?) em resposta ou ndo a insulina (n= 3, 4 e 4 para amostras positivas).
Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os graficos A-D (n=6). * p <

0.05 vs Jovem. # p < 0.05 vs Idoso.

Quando observado o metabolismo hepatico de camundongos C57BL/6J idosos, foi
observado aumento do conteudo de TG e colesterol no figado, tendéncia ao aumento de TG no
soro, aumento de colesterol sérico e aumento da enzima ALT no soro comparado ao grupo jovem
(Figura 14A-D). De maneira importante, o exercicio fisico aerdbio foi eficiente em reverter ou
proteger diante destes parametros. Em relacéo a inflamacédo hepatica, observou-se aumento nos
genes Tnfa, Ikk, Nfkb, 1118 e Ptp1b no grupo idoso comparado ao grupo jovem, sendo que O
exercicio reverteu o aumento destes genes (Figura 14E). Também foi encontrado aumento no
RNAmM de Rockl e Rock2 e no contelido de ROCK1, ROCK2, pMYPT17%% SREBP1c e FAS no
tecido hepatico com o envelhecimento, e um efeito positivo do exercicio fisico aerébio em atenuar
estes marcadores (Figura 14F-G). Acompanhando as alteracfes nas proteinas de lipogénese
(SREBP1c e FAS) no figado, também foi observado aumento no RNAmM de marcadores lipogénicos
(Cd36, Srebpl, Acc) com o envelhecimento e diminuicdo destes genes em resposta ao exercicio
fisico aerdbio (Figure 14H). Além disso, foi observado aumento do RNAm de Cptla e Ppara em
resposta ao exercicio fisico aerébio, sugerindo maior oxidacdo de gorduras no figado destes
camundongos (Figure 14H). Em relacdo aos marcadores de gliconeogénese no figado, o grupo
idoso sedentario apresentou aumento no RNAm de Pgc1a, G6pase, Pepck e Pc comparado ao
grupo jovem, sendo o exercicio fisico aerdbio eficiente na atenuacdo destes marcadores

comparado ao grupo idoso sedentério (Figure 141).
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Figura 14. Exercicio fisico aerébio contribui com a melhora do acumulo de gordura hepatica,
inflamacéo, contetddo de ROCK, lipogénese e gliconeogénese hepatica em camundongos
C57BL/6J idosos.
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A. Imagens representativas das coloracées com Hematoxilina-Eosina (H&E), Oil Red O (ORO) e
Tricrbmio de Masson. B. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol hepéticos. C. Niveis de
triglicerideos (TG) e colesterol séricos. D. Niveis das enzimas ALT e AST no soro. E. Genes
inflamatérios (Tnfa, Ikk, Nfkb, 1118 e Ptp1b). F. RNAm de Rockl e Rock2. G. Conteudo proteico de
ROCK1, ROCK2, pMYPT176% SREBP1c e FAS. H. Marcadores lipogénicos (Fatp4, Cd36, Srebp1,
Acc) e de oxidacao de gorduras (Cptla e Ppara). |. Marcadores gliconeogénicos (Pgc1a, G6pase,
Pepck e Pc). Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os gréaficos A-E,
H-1 (n=6), F (n=5, 6, 5). * p <0.05 vs Jovem. # p < 0.05 vs Idoso.

8.5. Inibicdo farmacol6gica da ROCK melhora o metabolismo hepatico e diminui a
atividade da ROCK no figado de camundongos C57BL/6J idosos

Apés observar os efeitos positivos do exercicio fisico aerdbio sobre 0 metabolismo hepatico
e sobre a regulacao da atividade da proteina ROCK no figado de camundongos idosos, 0 proximo
passo foi investigar os efeitos de uma inibicdo farmacoldgica da proteina ROCK nestes mesmos
parametros em camundongos C57BL/6J idosos. Primeiramente, foi observado uma diminuicéo da
glicemia de jejum, melhora da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina nos camundongos
idosos quando tratados com o inibidor farmacolégico da ROCK (Y-27632, 30 mg/Kg I.P. durante 7
dias) (Figura 15B-D). Essas melhoras foram associadas com a potencializacéo da sensibilidade a
insulina hepatica comparado aos camundongos controles (pIRS1Y61%/pAktS473/pGSK3BS?) (Figura
15E).
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Figura 15. Inibicdo farmacoldégica da ROCK melhora o quadro de intoleréncia a glicose,
resisténcia a insulina, e de piora na sinalizacdo da insulina no figado de camundongos
C57BL/6J idosos.
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A. Massa corpérea. B. Glicemia de jejum. C. Curva do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area
sob a curva (AUC) do GTT. D. Curva do teste de tolerancia a insulina (ITT) e area sob a curva
(AUC) do ITT. E. Proteinas da via de sinalizacdo da insulina no tecido hepético
(pIRS1Y612/pAktS*73/pGSK3BS?) em resposta ou ndo a insulina (n= 5 para amostras positivas).
Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os graficos A-D (n=6). * p <

0.05 vs Ildoso.

Em relacdo aos parametros hepaticos, foi observado diminuicdo no conteudo de TG e
colesterol hepaticos nos camundongos idosos tratados com o inibidor dar ROCK, sem alteracfes
nos niveis de TG e Colesterol séricos (Figura 16A-B). Também foi observado diminui¢cao nos niveis
da enzima ALT circulante e de marcadores inflamatérios (Tnfa, Ikk, Nfkb, 1113 e Ptp1b) no tecido
hepético dos camundongos do grupo idoso+Y-27632 (Figura 16C-D). O efeito da inibicdo da ROCK
foi confirmado por uma diminuicdo em seu conteudo proteico e atividade (ROCK1, ROCK2 e
PMYPTT6%) acompanhado de diminuicdo no contetido de SREBP1c e FAS e do RNAm de Fatp4,
Cd36, Srebpl, Fas e Acc no figado de camundongos idosos (Figura 16F-G). A inibicdo da ROCK,
ao mesmo tempo, foi eficiente em aumentar marcadores de oxidacao de gorduras (Cptla e Ppara)

e atenuar marcadores gliconeogénicos (Pgc1a, G6pase, Pepck e Pc) no tecido hepatico.
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Figura 16. Inibicdo farmacologica da ROCK atenua o acumulo de gordura hepaética,
inflamacéo, contetddo de ROCK, lipogénese e gliconeogénese hepatica em camundongos
C57BL/6J idosos.

A. Imagens representativas das coloracées com Hematoxilina-Eosina (H&E), Oil Red O (ORO) e
Tricrbmio de Masson. B. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol hepaticos. C. Niveis de
triglicerideos (TG) e colesterol séricos. D. Niveis das enzimas ALT e AST no soro. E. Genes
inflamatorios (Tnfa, Ikk, Nfkb, 1118 e Ptp1b). F. RNAm de Rockl e Rock2. G. Conteudo proteico de
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ROCK1, ROCK2, pMYPT176% SREBP1c e FAS. H. Marcadores lipogénicos (Fatp4, Cd36, Srebp1,
Acc e Fas) e de oxidacdo de gorduras (Cptla e Ppara). I. Marcadores gliconeogéncios (Pgc1a,
G6pase, Pepck e Pc). Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os

gréaficos A-H (n=6). * p < 0.05 vs ldoso.

Com o intuito de confirmar os dados obtidos em camundongos idosos, foi feita a inibicéo
farmacologica da ROCK em células HepG2 ap6s o estimulo de insulina. Nesse sentido, foi
demonstrado uma diminuicdo da atividade da ROCK (pMYPT17%%) em resposta a insulina, ao Y-
27632, e a essas duas interven¢des combinadas (Figura 17). O estimulo de insulina foi observado
através da pAktS*’3 e da pGSK3BS?, as quais foram potencializadas com a presenca do inibidor da
ROCK (Figura 17).
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Figura 17. Inibicdo da ROCK em células HepG2 potencializa a fosforilagcdo da Akt e GSK3B e
diminui o contetdo de PEPCK e G6Pase.

Células HepG2 tratadas com o inibidor farmacoldgico da ROCK (Y-27632, 10 uM) durante 4 horas
e com insulina (20 nM por 15 minutos). Proteinas avaliadas: pMYPT176% pAktS473 e pGSK3BS°.
Dados representados como a média e erro padrao da meédia (n=3/grupo). * p < 0.05vs CTL (-). #
p <0.05vs CTL (+).

8.6. Camundongos Slc2a4*- apresentam hiperinsulinemia, pioras metabdlicas e
hepaticas, bem como aumento da atividade da ROCK no figado
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Apés observar os efeitos do envelhecimento sobre a atividade da proteina ROCK hepética,
ficou evidente a presenca de hiperinsulinemia em ratos Wistar e Fischer idosos, independente de
alteracdes na glicemia de jejum. Além disso, cada vez mais estudos tém demonstrado os efeitos
negativos da hiperinsulinemia sobre a sensibilidade a insulina e sobre o metabolismo hepatico.
Sendo assim, nés optamos por utilizar a linhagem de camundongos heterozigotos (Slc2a4*") para
0 gene do transportador de glicose (GLUT4), que apresentam fendtipo de hiperglicemia e
hiperinsulinemia, mesmo sem intervengdes dietéticas ou com o envelhecimento. Nesse sentido, foi
observado aumento da glicemia de jejum, da insulinemia de jejum, do HOMA-IR, da tolerancia a
glicose e ainsulina e diminuicdo da pAktS*’® hepética no grupo Slc2a4*- comparado ao grupo WT,
independente de alteracdes na massa corpérea (Figura 18A-G). Por outro lado, quando estes
camundongos Slc2a4*- foram exercitados, houve uma melhora da glicemia de jejum, da
insulinemia de jejum, do indice HOMA-IR, da sensibilidade a glicose e a insulina, e da sensibilidade

a insulina hepatica comparado ao grupo Slc2a4*- sedentario (Figura 18A-G).
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Figura 18. Hiperglicemia e hiperinsulinemia presente em camundongos Slc2a4*- estdo
associadas com intolerancia a glicose e a insulina e com a diminuicdo na fosforilacdo da
Akt no figado.
A. Massa corpérea. B. Glicemia de jejum. C. Insulinemia de jejum. D. indice HOMA-IR. E. Curva
do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area sob a curva (AUC) do GTT. F. Curva do teste de
tolerancia a insulina (ITT) e area sob a curva (AUC) do ITT. G. Proteinas da via de sinalizacdo da
insulina no tecido hepatico (pIRS1Y61%/pAktS473) em resposta ou ndo a insulina (n= 3, 4, 4 para
amostras positivas). Dados representados como a média e erro padréo da média. Para os gréficos
A-F (n=5). *p<0.05vs WT. #p <0.05vs Slc2a4*-. a p < 0.05 WT vs Slc2a4*-. b p < 0.05 Slc2a4*"
vs Slc2a4*+Exe.

Ao investigar o tecido hepético destes camundongos, o grupo Slc2a4*- sedentario

apresentou aumento de TG e tendéncia (p=0.06) ao aumento de colesterol hepéaticos comparado
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ao grupo WT, independente de alteracdes nos niveis de TG e colesterol circulantes (Figura 19A-
C). Este efeito foi acompanhado do aumento de ALT e AST circulantes, sendo que o exercicio
fisico aerdébio reverteu todos estes parametros nos camundongos Slc2a4*- (Figura 19A-D). Em
relacdo aos marcadores moleculares, os camundongos Slc2a4*- sedentarios apresentaram
aumento no RNAm de Rock1 e Fas, bem como aumento no contetdo proteico de ROCK1, ROCK2,
PMYPT176% SREBP1c e FAS comparado ao grupo WT (Figura 19E-G). Quando exercitados, os
camundongos Slc2a4*- apresentaram melhoras nestes marcadores, diminuindo o contelido de
ROCK1, ROCK2, pMYPT176% SREBP1c e FAS comparado ao grupo Slc2a4*- sedentario (Figura
19E-G).
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Figura 19. Camundongos Slc2a4*- apresentam acimulo de gordura hepatico e aumento na
atividade da ROCK no figado.

A. Imagens representativas das coloracées com Hematoxilina-Eosina (H&E) e Oil Red O (ORO).
B. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol hepaticos. C. Niveis de triglicerideos (TG) e colesterol
séricos. D. Niveis das enzimas ALT e AST no soro. E. RNAmM de Rockl e Rock2. F. Conteludo
proteico de ROCK1, ROCK2, pMYPT17%% SREBP1c e FAS. H. Marcadores lipogénicos (Cd36,
Srebpl e Fas). Dados representados como a média e erro padrao da meédia. Para os graficos B-G

(n=5). * p < 0.05 vs WT. # p < 0.05 vs Slc2a4*-. Na figura A as barras representam 100 uM (10X)
e 50 uM (40X).

Uma vez que foi observado um importante efeito da hiperinsulinemia sobre a via da ROCK
e sobre o metabolismo hepatico em camundongos Slc2a4*", foi realizado um experimento adicional
em células HepG2. Nesse sentido, estas células foram tratadas com 100 nM de insulina durante

24 horas, seguido de um estimulo de insulina (20 nM por 15 min) para avaliacdo da sensibilidade
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a insulina. Foi encontrado um aumento na pAktS#’3 em resposta a insulina nas células controle, no
entanto, quando essas células foram expostas previamente a insulina por um periodo prolongado
(RI), houve uma piora na pIRS1Y612/pAktS4’3 e aumento na atividade da ROCK (pMYPT176%). De
maneira importante, quando foi realizada a inibicdo da ROCK (10 uM de Y-27632 durante 4h) nas
células resistentes a insulina, houve uma restauracdo da sensibilidade a insulina
(pIRS1Y612/pAktS473), demonstrando o efeito negativo da proteina ROCK sobre a via de sinalizagéo

da insulina em um contexto de hiperinsulinemia (Figura 20).
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Figura 20. Inibicdo da ROCK em células HepG2 resistentes ainsulina restaura a fosforilagéo
do IRS1 e da Akt.

Proteinas relacionadas com a atividade da ROCK (ROCK1, ROCK2, pMYPT17%%) e sinalizacdo da
insulina (pIRS1Y612 e pAktS473) em células HepG2. Foi realizado o estimulo de insulina (20 nM por
15 min) e com inibidor da ROCK (Y-27632, 10 uM durante 4 horas) previamente a coleta das
células. Dados representados como a média e erro padrao da média (n=3/grupo). * p < 0.05 vs o

grupo sinalizado.

8.7. Exercicio fisico aer6bio suprime os efeitos da inflamacdo de baixo grau
induzida por LPS na inducdo da hiperglicemia, intolerdncia a glicose, piora na
sensibilidade a insulina hepatica e aumento na atividade da ROCK no figado

Com as evidéncias encontradas neste projeto sobre os efeitos do envelhecimento na
atividade da proteina ROCK no tecido hepatico, combinado aos dados presentes na literatura que
relacionam a proteina ROCK com a inflamacédo, n6s buscamos investigar se em uma condicao de
inflamac&o de baixo grau, o exercicio fisico aerdbio seria possivel de regular a atividade da proteina
ROCK. Além disso, ja € bem caracterizado o papel de uma inflamacao de baixo grau recorrente do
processo de envelhecimento, a qual esta atrelada com a resisténcia a insulina e aumento da
glicemia de jejum. Nesse sentido, foi observado que os camundongos que receberam LPS (1.5
mg/Kg durante 3 semanas) apresentaram aumento da glicemia de jejum e dos niveis de AST
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circulantes (Figura 21A-C). Isso foi acompanhado de uma piora na resposta ao estimulo de insulina
no tecido hepatico (pAKTS473) e piora da sensibilidade a glicose (Figura 21D-E). Em relacéo a
atividade da ROCK no figado, foi observado aumento no contelido de ROCK1 e na pMYPT176%
(Figura 21F). Estes efeitos negativos de uma inflamacdo e baixo grau foram revertidos quando
estes camundongos foram exercitados, apresentando diminuicdo na glicemia de jejum, aumento
na sensibilidade a insulina hepética e na sensibilidade a glicose, bem como diminuindo a atividade
da ROCK no figado (Figura 21A-F).
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Figura 21. Exercicio fisico aerdbio inibe os efeitos negativos da inflamacéo induzida por LPS
sobre a intolerancia a glicose e atividade da proteina ROCK no figado.

A. Glicemia de jejum. B. Imagens representativas das coloragées com Hematoxilina-Eosina (H&E),
Oil Red O (ORO) e Picrosirius Red. C. Niveis de ALT e AST séricos. D. Proteinas relacionadas
com a sinalizagdo da insulina (pIRS1Y%12 e pAktS#73) no tecido hepatico (n= 3, 4, 4 para amostras
positivas). E. Curva do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area sob a curva (AUC) do GTT. F.
Proteinas relacionadas com a atividade da ROCK (ROCK1, ROCK2, pMYPT17%) no tecido
hepético. Dados representados como a média e erro padrdo da média. Para os graficos A, C, E, F
(n=5,6,6).*p<0.05vs CTL. # p <0.05 vs LPS. Na figura B as barras representam 100 uM (10X)
e 50 uM (40X).

8.8. Exercicio fisico aerdobio inibe o aumento da atividade da proteina ROCK no
figado em camundongos com fibrose hepética induzida por CCL4
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Uma vez que estudos apontam para a atividade da ROCK como modulacdo importante
durante o desenvolvimento da fibrose hepética, foi realizada a administracdo de CCL4 induzindo
esta situacao patolégica em camundongos. A inducédo de fibrose foi observada pelo aumento no
peso do figado nos grupos que receberam CCL4, alteracdes histoldgicas no figado e aumento nos
niveis séricos de ALT e AST (Figura 22B-D). Em resposta ao tratamento com CCL4, houve um
aumento no contelido de ROCK1 e na pMYPT1'%, no entanto, o exercicio fisico aerébio foi

eficiente em reduzir estas proteinas no tecido hepatico (Figura 22E).
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Figura 22. Exercicio fisico aerdbio reprime os efeitos da fibrose hepatica sobre o aumento
da atividade da ROCK no figado.

A. Massa corporea. B. Peso do figado. C. Imagens representativas das coloracfes com
Hematoxilina-Eosina (H&E), Oil Red O (ORO) e Picrosirius Red. D. Niveis de ALT e AST séricos.
E. Proteinas relacionadas com a atividade da ROCK (ROCK1, ROCK2, pMYPT176%) no tecido
hepatico. Dados representados como a média e erro padréo da média. Para os gréaficos A-D (n=5,
6, 6). *p <0.05vs CTL. # p < 0.05 vs CCLa4. Na figura C as barras representam 100 pM (10X) e 50
UM (40X).

8.9. Exercicio fisico aerobio atenua a atividade da ROCK no figado de
camundongos com obesidade genética ou induzida por dieta hiperlipidica
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Mesmo que o foco deste projeto de pesquisa seja o envelhecimento, é inegavel a estreita
relacdo da obesidade com o descontrole do metabolismo hepético. Além disso, o estilo de vida na
atualidade esta favorecendo o aumento no niumero de pessoas obesas em estagios avancados da
vida. Nesse sentido, foi observado que tanto a obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DHL),
como a obesidade genética (Ob/Ob) em camundongos estdo associadas com o aumento da
atividade da ROCK (pMYPT17%) no tecido hepatico (Figura 23A-B). Em contraste, o exercicio
fisico aerébio mais uma vez se demonstrou eficiente na regulacdo em diminuir esta via de
sinalizacdo nestas condi¢cdes associadas a obesidade (Figura 23A-B). Também foi demonstrado
gue em resposta ao palmitato, células HepG2 aumentam o conteldo de ROCK1 e ROCK2,
associado ao acumulo de lipideos intracelulares, demonstrando a resposta dessa proteina nos

hepatdcitos a um fator nutricional (Figura 23C).
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Figura 23. Obesidade genética ou induzida por dieta hiperlipidica aumentam a atividade da
ROCK no figado e o exercicio fisico aer6bio atenua este efeito.

A. Proteinas relacionadas com a atividade da ROCK (ROCK1, ROCK2, pMYPT1T7%%) no tecido
hepético de camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica. B. Proteinas relacionadas com
a atividade da ROCK (ROCK1, ROCK2, pMYPT17%%) no tecido hepatico de camundongos com
obesidade genética. C. Contetido de ROCK1, ROCK2, pMYPT176% e FAS em células HepG2 ap6s
0 tratamento com palmitato (400 uM por 24 h). D. Imagem representativa e quantificagcdo do
acumulo de lipideos em células HepG2. Dados representados como a média e erro padréo da
média. Para os graficos A-B (n=4, 5, 5), C-D (n=3). * p <0.05vs CTL ou WT. # p < 0.05 vs DHL
ou Ob/Ob.

Corroborando os dados da figura anterior, foi feita a transfec¢cdo de hepatocitos humanos

(Hepa) com o gene da ROCK1 e ROCK2 em resposta ou ndo a palmitato. Foi encontrado um
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aumento de ROCK1 quando feita a superexpressao dessa proteina, acompanhado de aumento da
atividade da ROCK (pMYPT176%) comparado com as células controles (Figura 24A). De maneira
interessante, foi observado um aumento no conteudo de SREBP1c com a superexpressao de
ROCK1, na presenca ou ndo de palmitato comparado com as células controles (Figura 24A). Ja
em relacdo a transfeccdo de ROCK2, houve um aumento de ROCK1 e ROCK2 nas células
transfectadas e na presenca de palmitato comparado aos outros grupos, no entanto, ndo foram

observadas alteragfes significativas na sua atividade e no conteudo de SREBP1c (Figura 24B).
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Figura 24. Superexpressédo de ROCK1, mas ndao ROCK2 induz aumento da atividade da
ROCK e do conteudo de SREBP1c em células Hepa.

A. Superexpressdo de ROCK1 em células Hepa expostas ou ndo a palmitato e contetdo de
ROCK1, ROCK2, pMYPT1'% e SREBP1c. B. Superexpressdo de ROCK2 em células Hepa
expostas ou nédo a palmitato e contelido de ROCK1, ROCK2, pMYPT17%% e SREBP1c. Dados
representados como a média e erro padrao da média. Para os graficos A-B (n=3). * p < 0.05 vs
CTL. #p <0.05vs CTL+Palm. & p < 0.05 vs ROCK2.
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9. DISCUSSAO:

Diversos efeitos secundéarios do envelhecimento podem contribuir com a piora da saude
metabdlica, sendo que em determinadas condi¢des o aparecimento de doencas irdo colaborar com
o declinio de algumas funcdes fisioldgicas (2). Dentre os 6rgaos com importante papel metabdlico,
o tecido hepatico € fundamental no controle da homeostase glicEmica e lipidica, sendo que
prejuizos neste controle podem conduzir agravos a saude e qualidade de vida de individuos idosos
(157). Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem buscado por novas moléculas capazes de
regular o acumulo de gordura hepatico e a PHG exacerbada. Além disso, o exercicio fisico é uma
estratégia importante na modulacdo de vias de sinalizacdo tecido-especificas, que
consequentemente podem colaborar com a descoberta de novos alvos terapéuticos. Neste
contexto, este trabalho demonstra de maneira inovadora o impacto do envelhecimento sobre a
atividade da ROCK no figado e os efeitos do exercicio fisico aerobio em suprimir este efeito.

A importancia da proteina ROCK para a homeostase metabdlica € sustentada através de
diversos estudos que apresentam a funcédo desta proteina em diferentes tipos celulares, com
diferentes finalidades (158). Entretanto, os trabalhos que investigaram os efeitos do
envelhecimento sobre a proteina ROCK focaram principalmente nos ensaios descritos a seguir.
Um dos efeitos classicos de acao da proteina ROCK é sobre o aumento da contratilidade celular
no tecido muscular liso (vasos, bexiga, Utero e trato gastrointestinal). Estudos tém demonstrado
gue com o envelhecimento ha um declinio da resposta de vasoconstricdo, bem como aumento da
atividade da ROCK na musculatura lisa em nivel central e periférico (159-163). Nesse sentido,
também é observado uma relacdo direta da proteina ROCK com a degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI) e com o glaucoma, sendo estas importantes doencas que afetam a
visdo de individuos idosos. Estudos demonstram um aumento da atividade da ROCK em
macrofagos presentes nos olhos de camundongos idosos, na retina de camundongos idosos e em
pacientes idosos com catarata (164—166). Este aumento da ROCK colabora com a polarizacéo de
macrofagos do tipo 2, com a morte de células ganglionares e com a apoptose de células epiteliais
do cristalino (164—166). Sendo assim, a utilizacao de inibidores farmacoldgicos da ROCK parecem
ser agentes em potencial para o tratamento de doencas oculares (167).

Diversos trabalhos também demonstram o aumento da proteina ROCK no sistema nervoso
central em doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer, o Parkinson e a doenga de Huntington
(168-173). Na Sindrome de Hutchinson-Gilford, doenca genética rara que acelera drasticamente
0 processo de envelhecimento (~7x), a inibicdo farmacoldgica da ROCK é proposta como um
tratamento para aliviar o fenétipo desta sindrome através da melhora da fungcdo mitocondrial em
fibroblastos (174,175). No entanto, de maneira conflitante, outro estudo aponta que o tratamento

prolongado com o inibidor farmacolégico da ROCK (Y-27632) em fibroblastos de humanos, induz
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um estado de senescéncia celular (176). J& outro estudo, que utiliza células estromais
mesenquimais derivadas da medula éssea provenientes de pacientes idosos, apresentaram maior
atividade da ROCK, sugerindo que a ativacdo da ROCK pode prejudicar a formacéo 6ssea durante
o envelhecimento (177).

Em relacdo aos trabalhos presentes na literatura que envolvem exercicio fisico e a ROCK,
foram encontrados trabalhos focados no efeito do exercicio fisico em: 1) diminuir a atividade da
ROCK nas artérias de camundongos ateroscleréticos (178); 2) diminuir a atividade da ROCK na
substancia negra do cérebro de camundongos idosos (179); 3) diminuir a atividade da ROCK em
leucocitos de pacientes com doenca de Huntington, com glicemia de jejum aumentada ou com
dislipidemia (168,180,181). Além disso, no tecido muscular esquelético, onde a proteina ROCK
contribui com a melhora da sensibilidade a insulina e captagdo de glicose, nosso grupo tem
demonstrado de maneira pioneira o efeito do exercicio fisico em aumentar a atividade da ROCK
neste tecido em roedores jovens, de meia-idade, idosos e obesos (70-73). Sendo assim, fica
evidente a lacuna que existe na literatura de trabalhos que envolvem a tematica de exercicio fisico,
envelhecimento, metabolismo hepatico e a participacdo da proteina ROCK neste contexto. No
estudo de Wei e colaboradores, foi observado em camundongos heterozigotos de ROCK2
(ROCK2*) com 12 meses uma maior programacgdo termogénica no tecido adiposo branco
epididimal e subcutaneo (78). Este trabalho demonstra que a atividade da ROCK2 no tecido
adiposo durante o envelhecimento colabora com a adiposidade e com a piora da homeostase
glicémica. Além disso, ao expor estes camundongos ROCK2"- a dieta hiperlipidica por 14
semanas, houve menor esteatose hepética comparado com os camundongos selvagens (78).

Nesta tese de doutorado, foi demonstrado inicialmente que ratos Wistar e Fischer idosos
apresentam importantes alteracdes hepéticas e aumento da proteina ROCK no figado, sendo o
exercicio fisico aerobio capaz de atenuar este efeito. O motivo para utilizacdo destes dois modelos
foi a diferenca na adiposidade adquirida com o envelhecimento. Como observado, ratos Fischer
apresentam uma adiposidade menos expressiva quando idosos, diferente de ratos Wistar que
apresentam um excesso de tecido adiposo e elevada massa corpérea em idades avancadas. No
entanto, como observado em trabalhos prévios, ambos os modelos apresentam caracteristicas do
envelhecimento, como inflamacao de baixo grau, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (18,182—
185). Ademais, nenhum trabalho comparou estes dois modelos de roedores diretamente, com o
objetivo de avaliar o metabolismo hepatico durante o envelhecimento. Neste estudo, ambos o0s
modelos apresentaram alteracdes importantes no figado em resposta ao envelhecimento, sendo
estas caracterizadas pelo acumulo de triglicérides e colesterol no figado, elevacdo nos niveis de
TG e colesterol circulantes, aumento de marcadores inflamatorios, gliconeogénicos e lipogénicos

no figado. Ao mesmo tempo, a proteina ROCK esteve aumentada no figado destes roedores
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idosos, sugerindo uma possivel relacdo direta da ROCK com importantes vias metabdlicas no
figado. Este mesmo padrdo de piora do metabolismo hepatico e aumento da ROCK no figado foi
observado em camundongos C57BL/6J idosos, demonstrando que este mecanismo esta
preservado em roedores. Além disso, devido ao fato da ROCK estar aumentada no figado de
individuos com acumulo de gordura hepatica, provavelmente este mecanismo envolvendo a
proteina ROCK também esta preservado em humanos (186).

Nestes trés modelos de roedores idosos (Fischer, Wistar e C57BL/6J), onde a ROCK
demonstrou aumento com o envelhecimento, acompanhado de resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia e acumulo de gordura hepética, o exercicio fisico aerdbio durante 7 dias foi
eficiente em reverter grande parte destes eventos. Este dado corrobora com achados prévios na
literatura que demonstram um efeito positivo do exercicio fisico sobre o acumulo de gordura
hepéatica (102—-105). O fato de que 7 dias de exercicio fisico foi eficiente em roedores é consolidado
por trabalhos que demonstraram um efeito do exercicio na supressao da producdo endogena de
glicose em humanos (142,143), e também por trabalhos que demonstram que os beneficios do
exercicio para o figado podem ocorrer independente de alteracdes na massa corporea (98-100).
Deve-se salientar que nenhum outro estudo até o momento caracterizou os efeitos do exercicio
fisico sobre a proteina ROCK no figado, tornando este estudo pioneiro nesta tematica.

Nesse sentido, para avaliar o efeito direto da atividade da ROCK sobre o metabolismo
glicémico e hepatico no envelhecimento, camundongos idosos foram tratados com o inibidor
farmacologico da ROCK (Y-27632) durante 7 dias (30 mg/Kg I.P.). Este tratamento foi eficiente em
diminuir a glicemia de jejum, melhorar a sensibilidade a glicose e a insulina, bem como potencializar
a fosforilagcdo do IRS1, da Akt e da GSK3B no figado em resposta a insulina. Além disso, foi
observado diminuicdo no conteudo de TG e colesterol hepatico, ALT sérica, e diminuicdo de
marcadores inflamatérios, lipogénicos e gliconeogénicos no figado. Estes dados foram
acompanhados de diminuicdo da atividade da ROCK no figado e diminuicdo no contetdo de
SREBP1c e FAS no tecido hepético dos camundongos idosos tratados com o Y-27632. Estudos
demonstram um importante efeito metabdlico da inibicdo farmacoldgica da ROCK, colaborando
com o controle da homeostase glicémica (12,14,81). No entanto, estes estudos foram realizados
em outros modelos experimentais que nao envolvem o envelhecimento. Mesmo assim, o trabalho
de Huang e colaboradores, que utilizou um modelo com delecdo ou expressao constitutivamente
ativa da ROCK1 especificamente no figado de camundongos, demonstrou que a ROCK atua em
um eixo ROCK/AMPK, regulando a SREBP1 (186). Outros estudos também apontam a relacdo
proxima da ROCK com vias inflamatérias no tecido hepético (86,87,187-189). Sendo assim,
nossos dados colaboram com a ideia de que a ROCK atua para uma programacao inflamatoéria e

lipogénica no figado.
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Tanto nos modelos de roedores idosos exercitados como nos camundongos idosos que
receberam o inibidor farmacol6gico da ROCK, foi observado um aumento do gene da Ppara,
importante proteina envolvida com a oxidacao de lipideos no figado. Trabalhos prévios sugerem
uma relagdo entre a proteina ROCK e a PPARa, no entanto, um estudo que explore este
mecanismo de maneira mais direta no tecido hepético podera confirmar esta possivel via de
sinalizacdo (190,191). Complementando os dados encontrados em roedores de melhora da
sensibilidade a insulina e da homeostase glicEmica quando a atividade da ROCK era diminuida,
observamos que a inibicdo da ROCK em células HepG2 potencializou a fosforilacdo da Akt e da
GSK33, assim como diminuiu o conteudo das proteinas gliconeogénicas PEPCK e G6Pase. Este
mesmo comportamento foi observado em hepatécitos primarios de camundongos, no estudo de
Okin e Medzhitov, onde a inibicdo farmacoldgica da ROCK melhorou a fosforilagdo da Akt em
células que foram tratadas com TNFa para induzir resisténcia a insulina (14).

Uma vez que foi observado uma insulinemia de jejum exacerbada nos modelos
experimentais de envelhecimento, foi observado alteragdes no metabolismo hepético e na
atividade da ROCK no figado de camundongos Slc2a4*- (modelo de hiperinsulinemia). Neste
modelo, o exercicio fisico aerébio também foi eficiente em atenuar a atividade da ROCK no figado
e melhorar parametros metabdlicos e hepaticos. Confirmando a importancia dos efeitos prejudiciais
da hiperinsulinemia sobre os hepatdcitos, células HepG2 que foram expostas a insulina por um
tempo prolongado, apresentaram um quadro de resisténcia a insulina (diminuicdo do pIRS1 e pAkt).
No entanto, as células resistentes a insulina que foram tratadas com o inibidor farmacolégico da
ROCK, apresentaram uma restauracao na fosforilacdo do IRS1 e da Akt.

Os resultados encontrados neste modelo de hiperinsulinemia conversam com estudos
prévios na literatura, que apontam para o aumento da ROCK no figado de camundongos diabéticos
(Db/Db ou induzido por estreptozotocina). Este tipo de condi¢cdo é caracterizado por um aumento
da glicemia de jejum, assim como aumento da insulinemia como fator compensatério para a
homeostase glicémica (187,192,193). Além disso, nestes trabalhos, foi demonstrado que o inibidor
farmacoldgico da ROCK (Fasudil) contribuiu para a melhora dos danos hepéticos nestes modelos
de diabetes (187,192,193).

Levando em consideracao a participacao da proteina ROCK sobre o processo inflamatério
em diferentes tipos celulares, o estudo de Okin e Medzhitov (2016) demonstrou que a
administragéo de LPS (1.5 mg/Kg) durante 7 dias foi eficiente em causar uma inflamagé&o de baixo
grau e consequentemente aumento da glicemia de jejum (14). Apos identificar um enriquecimento
em genes relacionados com a metabolizac&o de drogas em hepatdécitos com inflamacao, os autores
observaram que a inflamacao de baixo grau diminuiu a proteina CYP7al (citocromo P450 7A1).

Uma vez que a CYP7al esta envolvida na biossintese de acido biliar, a diminuicdo da CYP7al
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pode colaborar com o acumulo de metabdlitos intermediarios da via do mevalonato (Farnesil
Pirofosfato e Geranilgeranil Pirofosfato). Neste estudo, estes metabdlitos apresentaram acéo direta
na isoprenilacdo da RhoC (proteina precursora da atividade da ROCK), que facilita sua
translocacdo para a membrana celular e consequentemente estimulando a atividade da ROCK
(14). Isto foi confirmado pela capacidade de inibidores de preniltransferases impedirem o aumento
de RhoC e da atividade da ROCK em resposta a TNFa em hepatécitos primarios. Também foi
proposto que este aumento nos niveis de RhoC é dependente da atividade transcricional do NF-
KB (14). Por fim, os autores utilizaram o inibidor farmacolégico da ROCK (Y-27632) em
camundongos que receberam LPS por 7 dias e também em camundongos que receberam dieta
hiperlipidica por 12 semanas e encontraram diminuicdo da glicemia de jejum e melhora da
homeostase glicémica (14). Sendo assim, a inflamag&o hepatica pode ser um importante fator que
colabora com a atividade da ROCK no figado, com a piora da via de sinalizacéo da insulina neste
tecido e com o aumento da glicemia de jejum.

Em nosso trabalho, procuramos investigar se o exercicio fisico aerébio pode ser uma
estratégia eficiente na regulacdo da atividade da proteina ROCK no figado de camundongos com
inflamacédo de baixo grau induzida por LPS. A administracdo de LPS foi eficiente em aumentar a
glicemia de jejum, causar intolerancia a glicose, diminuir a sinalizacdo da insulina no figado e
aumentar o contetudo de ROCK1 e a atividade da ROCK no figado. Interessantemente, o exercicio
fisico aerdbio negou estes efeitos. Estes dados confirmam que a proteina ROCK esta associada
com uma inflamacao de baixo grau, onde h& prejuizos metabdlicos e hepéticos. Em contraste, 0
exercicio fisico apresenta-se como uma estratégia eficiente na regulacdo desta condicdo de
estressa metabalico.

Parte dos trabalhos que investigaram o papel da proteina ROCK no figado, tém relacionado
esta proteina em condi¢des de fibrose hepatica. Estes estudos demonstraram uma participacao
importante da proteina ROCK na fibrose hepatica induzida por CCL4 ou Tiocetamida, ja que a sua
inibicdo farmacoldgica (Y-27632, Fasudil e HA-1077) proveu um papel protetor sobre o
desenvolvimento de fibrose no figado (189,194-196). Além disso, também foi demonstrado que
em condi¢Bes de estresse hepatico (leséo de isquemial/reperfusédo, LPS ou CCL4), h4 um aumento
da proteina ROCK1 nos macréfagos presentes no figado, que colaboram com a sustentacdo da
inflamacdo e do dano hepéatico (88,197). Sendo assim, confirmando um importante papel da
proteina ROCK no controle da inflamacéo hepatica em células do sistema imune presentes no
figado.

Em nosso trabalho, a fibrose hepética induzida por CCL4 resultou em aumento da atividade
da ROCK no figado. No entanto, este € o primeiro estudo demonstrando o efeito benéfico do

exercicio fisico aerdbio em impedir 0 aumento da atividade da ROCK na situacdo de fibrose
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hepatica. Nesse sentido, a utilizacdo de farmacos ja conhecidos combinados com o exercicio fisico
aerbbio, podem ser uma eficiente estratégia para melhorar o metabolismo hepatico em pacientes
com fibrose, sendo que a proteina ROCK pode ter participacdo chave neste processo.

A participagéo da proteina ROCK sobre a esteatose hepética foi descrita por trabalhos que
demonstraram que a ROCK responde a acidos graxos em cultivo celular (13,86), bem como
responde a uma dieta hiperlipidica em camundongos (12,15,87). Camundongos com a ROCK1
constitutivamente ativa no figado apresentaram maior lipogénese hepatica em resposta a uma
dieta hiperlipidica (15). Por outro lado, camundongos expostos a uma dieta hiperlipidica com
delecdo da ROCK1 especificamente no figado, ou tratados com o inibidor da ROCK (Fasudil ou
RKI-1447), apresentaram menor acumulo de gordura hepético e melhora da homeostase glicémica
(12,15,87). Estes beneficios metabdlicos da inibicdo da ROCK, também foi observado em outros
modelos experimentais de obesidade onde a inibicdo da ROCK foi eficiente em melhorar o
metabolismo glicémico e lipidico (80,81,198). Por mais que nosso estudo seja focado nos efeitos
do envelhecimento e do exercicio fisico aerdbio sobre a proteina ROCK, ndo podemos descartar
gue individuos idosos podem apresentar obesidade e acumulo de gordura hepatico como
consequéncia de um excesso de calorias ingeridas. Sendo assim, nés confirmamos que a atividade
da ROCK esta aumentada no figado de camundongos Ob/Ob e camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica. Porém, quando exercitados cronicamente, ha diminuicdo da atividade da ROCK
no figado. Também observamos que a ROCK responde a administracdo de palmitato em células
HepG2, assim como observamos que a superexpressdo de ROCK1 em células Hepa na presenca
ou ndo de palmitato, parece ser mais importante para a atividade da ROCK e para uma
programacao lipogénica.

O conjunto destes dados demonstram que parece haver uma relacdo direta da proteina
ROCK com o controle da saude metabdlica e com o metabolismo hepético no envelhecimento.
Neste projeto os principais achados foram: 1) Na situacdo de envelhecimento associado ou ndo ao
aumento da massa corporea, na hiperinsulinemia, na inflamacé&o de baixo grau (induzida por LPS),
na fibrose hepética (induzida por CCL4) e na obesidade a atividade da ROCK esta aumentada no
figado; 2) O exercicio fisico aerébio foi eficiente em diminuir a atividade da ROCK no tecido
hepéatico em todas estas condicfes de descontrole metabdlico; 3) O aumento da atividade da
ROCK no figado, sempre foi acompanhado de piora na homeostase glicémica e da modulacéo de
marcadores lipogénicos e gliconeogénicos no tecido hepatico, sendo o exercicio fisico capaz de
reverter este fendbmeno; 4) A inibicdo farmacolégica da ROCK foi eficiente em melhorar o controle
glicémico e a sensibilidade a insulina, bem como atenuar marcadores gliconeogénicos e
lipogénicos no figado de camundongos idosos (Figura 25). Por fim, este estudo foi pioneiro na

descricdo do papel da ROCK influenciando a homeostase glicémica e a sinalizacédo da insulina
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hepatica, acompanhada de aumento de marcadores gliconeogénicos e lipogénicos no figado de
roedores idosos. Por outro lado, o exercicio fisico aerdbio se demonstrou como uma estratégia
eficiente na regulacéo da proteina ROCK, atenuando os efeitos deletérios mediados por esta via

de sinalizacao no figado e, por fim, melhorando a homeostase glicémica no envelhecimento.
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Figura 25. Resumo grafico desta tese de doutorado que buscou investigar o papel do
exercicio fisico na regulacdo da proteina ROCK no tecido hepatico na situacdo de
envelhecimento.

O envelhecimento potencializou a atividade da ROCK no figado de roedores idosos, a qual esteve
associada com a piora da sinalizacéo da insulina (pIRS1/pAkt/pGSK3B) e com uma programacao
lipogénica (SREBP1/FAS/CD36) e gliconeogénicas (G6Pase/PEPCK/PC) no tecido hepatico. Em
outras condi¢des de estresse metabodlico, como, por exemplo na inflamacdo de baixo grau, na
hiperinsulinemia ou na obesidade, a via de sinalizacdo da ROCK também colabora com o
descontrole do metabolismo hepéatico. Em contraste, o exercicio fisico foi eficiente na atenuacéo
da atividade da ROCK no figado, ajudando a explicar as melhoras na homeostase glicémica e na

sensibilidade a insulina presente em roedores exercitados. Figura de autoria propria.
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