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Lista de Abreviaturas

ADP — ADENOSINA DIFOSFATO

AMPK - Adenosina Monofosfato

AMPK - Proteina Quinase Ativada Por Adenosina Monofosfato

ATP - Adenosina Trifosfato

BAT- Brown Adipose Tissue

CC - Grupo controle

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CFMV — Conselho Federal De Medicina Veterinaria

CH - Grupo controle tratado com DHL

CIEX UnB - Laboratorio De Cirurgia Experimental Da Universidade De
Brasilia

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal

DF - Distrito Federal

DHL - Dieta Hiperlipidica

DNA - Acido desoxirribonucleico

ELIZA - Ensaio De Imunoabsorcdo Enzimatica

FarMOL - Laboratério de Farmacologia Molecular

FEPECS - Fundacéo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude

FS - Faculdade de Ciéncias

GLUT4 - Gene Transportador De Glicose

IF - Inatividade fisica

IN - Intenso intervalado

m — Metros

MACP - Proteinas Transportadoras de Anions Mitocondriais

mg/g — Miligrama por grama

min - Minuto

MO - Moderado Continuo

NBCI

ng/dL — nanograma por decilitro

gRT-PCR — Reagédo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real

RNAmM — Acido Ribonucleico Mensageiro



SES — Secretaria de Estado de Saude
TA — Tecido Adiposo

UCP1 — Proteina desacopladora 1

Ul - Unidade Internacional

UnB - Universidade de Brasilia

USP - Universidade de Séo Paulo
WAT — White Adipose Tissue
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A obesidade é apontada como fator disruptivo da normalidade de niveis hormonais e fisicos,
estando relacionada a enfermidades com elevado grau de morbidade e mortalidade, como
hipertensédo, diabetes e acidentes vasculares. A velocidade de absorgdo e armazenamento
de gordura no Tecido Adiposo (TA) estdo associados diretamente a questfes enddcrinas,
genéticas, sedentarismo, gasto energético e tipo de dieta do individuo. O gene UCP1 é alvo
dos estudos que tem como tematica a obesidade e a termogénese, por ter um papel
importante no funcionamento do Tecido Adiposo Branco (WAT) e do Tecido Adiposo
Marrom (BAT), assim como a enzima AMPK no tecido muscular. O hipogonadismo trata-se
de um descontrole fisiolégico, em alguns casos decorrente do grau de obesidade,
caracterizado pela incapacidade de produzir testosterona, espermatozoides circulantes e
consequentemente infertilidade, além de dificuldade de manutencao do tecido muscular. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a sintese de testosterona de camundongos (n=25)
machos de linhagem C57BL/6 submetidos a Dieta Hiperlipidica (DHL) e diferentes
protocolos de atividade fisica. Para realizacdo da pesquisa os animais foram divididos em
cinco grupos para avaliacao fisica pré e pos inducdo de obesidade por DHL. Os grupos
realizaram diferentes protocolos experimentais segregados em cinco grupos: (CC) grupo
controle, (IF) grupo de inatividade fisica, (CH) grupo tratado com DHL sem exercicio, (MO)
grupo tratado com DHL submetido a exercicio moderado continuo, (IN) grupo tratado com
DHL submetido a exercicio intenso intervalado. Ao término dos experimentos 0s animais
foram novamente avaliados fisicamente e tiveram seus dados, sangue e tecidos de
interesse coletados. O material genético foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QRT-PCR), sendo realizada a amplificacdo do gene UCP1 por pares de
oligonucleotideos iniciadores especificos. A dosagem de testosterona foi realizada por meio
ensaio imunoenzimatico competitivo (ELISA kit). Os grupos submetidos a DHL obtiveram
um ganho mais acentuado de peso em relagdo ao CC no momento pré protocolos de
atividade fisica. ApGs os testes de os grupos MO e IN ganharam menos peso que o CC. Os
individuos do protocolo de atividade moderada melhoraram a disténcia percorrida no teste
de esteira em relacdo aos CH e CC. Os grupos CH e MO apresentaram massa dos
testiculos menores que CC, enquanto o grupo de inatividade fisica foi semelhante a do
grupo controle. A massa do BAT do grupo IN foi maior que o CC, apontando maior
eficiéncia da termogénese neste protocolo. O periodo de protocolo experimental com
camundongos com obesidade induzida por DHL minimizou o ganho de peso quando



comparado com o CC, como também o ganho de peso nos animais magros. Tais dados
estabelecem uma relacdo direta de praticas de atividade fisica com prevencdo de
obesidade e afec¢Bes metabdlicas. Outros estudos envolvendo a termogénese e o papel do
BAT séo importantes para compreender melhor relacéo entre tal tecido e a perda da massa
de tecido testicular, como também, o aumento da termogénese em protocolos de atividade
de alta intensidade.

Palavras-Chave: Obesidade. Hipogonadismo. Treinamento fisico. UCPL.
Testosterona. Sedentarismo. AMPK.



Introducao

A homeostase corpérea € modulada por fatores externos e internos como
vias metabolicas, interag6es hormonais e fatores genéticos. O sistema fisiol6gico
esta constantemente sofrendo a¢gdes de 6rgaos e tecidos de diferentes origens, que
desempenham funcfes importantes para o equilibrio do individuo. Como resposta
destas atividades, os individuos apresentam feedbacks positivos e/ou negativos de
acordo com o tipo de estimulo e intensidade que Ihe s&o sofridos Ji et al. (2018 e
Mawaw et al. (2017).

A obesidade é apontada por pesquisadores como um fator disruptivo da
normalidade de niveis hormonais e fisicos, estando relacionada a enfermidades com
elevado grau de morbidade e mortalidade, como diabetes tipo 2, hipertenséo,
acidentes vasculares, hiperlipidemia e trombose. Ela estd presente em diversos
estudos da atualidade por se tratar de um estado fisico de desregulacdo de vias
metabdlicas e da homeostase que acomete uma parcela significativa da populacao
mundial Mawaw et al. (2017 e Stosio et al. (2016a).

Fatores como tipo de dieta, etnia, pratica de atividade fisica e aspectos
genéticos sao apontados como moduladores do quadro de obesidade. Alguns
fatores enddcrinos e metabdlicos sdo utilizados para verificar modulacfes severas
do organismo, sabendo-se que sindromes metabdlicas estao diretamente ligadas a
obesidade.

Dentro dos fatores precursores do quadro de obesidade, temos uma dieta
hipercalérica como causa do ganho desregulado de gordura corpérea e
subsequentes neoplasias metabdlicas, doencas cardio-metabdlicas (TMCs),
acidentes vasculares e diabete mellitus. A velocidade de absorcdo de gordura e o
seu estoque no tecido adiposo estdo associados diretamente a questbes
enddcrinas, genéticas, sedentarismo e dieta obesogénica Lee et al. (2018 e McGee
et al. (2008).

O Tecido Adiposo (TA), aléem da funcdo de reserva de lipidios, também é
responsavel pela producdo de horménios importantes para a regulagbes, como
leptina e grelina, responsaveis, respectivamente pela sensagdo de saciedade e
fome Porter et al. (2016 e Symonds et al. (2018a).

O Hipogonadismo apresentasse como um dos descontroles fisiologicos

recorrente do grau de obesidade. Tal desregulagdo do organismo é caracterizada



pela parada ou mal funcionamento das gobnadas masculinas e femininas, modulando
os niveis de hormdnios sexuais como testosterona e estradiol Melmed et al. (2015 e
De Roux et al. (2003).

Em individuos do sexo masculino, o hipogonadismo caracteriza-se pela
incapacidade de produzir testosterona, espermatozoides circulantes e subsequente
infertilidade. A testosterona estd associada a ganho e manutencdo de massa
muscular e o metabolismo corpéreo, estando diretamente ligada ao aumento da
massa gorda e adiposidade visceral Macedo et al. (2014 e De Roux et al. (2003 e
Surampudi et al. (2014).

A sintese de tal hormdénio é realizada nos testiculos em individuos
masculinos, por cascata de reacdes bioquimicas reguladas pelo eixo Hipotalamo-
Hipdéfise-Gonadal (HHG), modulados por picos de Horménio Luteinizante (LH)
responsavel pela sintese e secrecdo. A testosterona € um hormoénio do tipo
esterodide derivado do colesterol, sendo modulado por sua presenca e quantidade no
organismo Melmed et al. (2015).

Este estudo faz parte de um projeto maior, desenvolvido na Universidade de
Brasilia - UnB e propde-se a colaborar para o aumento da casuistica da patogénese
da obesidade, ao estudar camundongos machos com obesidade induzida por dieta

hiperlipidica submetidos a protocolos diferentes de atividade fisica.



Referencial tedrico

A obesidade é abordada na literatura como enfermidade do século XXI por
acometer parcela significativa da populacdo mundial. Em estudos realizados em
2016 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontou que parte consideravel da
populacdo mundial vive em paises com maior morbidade de pessoas com
obesidade do que de desnutricdo, apontando que 1,9 bilhdo de adultos, com 18
anos ou mais, apresentavam quadro de excesso de peso, onde 650 milhdes,
destes, ja eram individuos obesos. E 39% dos adultos com 18 anos ou mais
estavam acima do peso e 13% eram obesos Mawaw et al. (2017 e WHO (2017).

Dos dados mais alarmantes encontrasse 0 numero alto de criancas e
adolescentes com sobrepeso ou com algum grau de obesidade. Dentro da
populacéo infantil e infanto-juvenil 41 milhées de criangcas menores de 5 anos e 340
milhdes de criancas e adolescentes com idade entre 5 e 19 anos estavam acima do
peso ou obesas WHO (2017).

S&o dispostas trés categorias de obesidade, sendo grau 1, grau 2 e grau 3
também denominada de obesidade mérbida. Tal parametro € estabelecido por meio
de calculo da massa corporal do individuo em relacédo a sua altura (2x). O resultado

do céalculo é denominado indice de Massa Corporal (IMC)

Tabela 1: indice de Massa Corporal e classificacdo de obesidade.

IMC Classificacao
<16 magreza grave
16 a <17 magreza moderada
17 a<18,5 magreza leve
18,5 a <25 saudavel
25 a <30 sobrepeso
30 a <35 obesidade grau |
35 a <40 obesidade grau Il

>=40 obesidade grau Ill (mérbida)




Tal parametro ndo € diagnostico, pois outros fatores sdo levados em conta,
como niveis de colesterol e percentual de gordura corporal, assim ele é apresentado
como um indice corporal que € calculado pela média populacional.

A Obesidade é encarada em estudos como fator disruptivo da normalidade
metabdlica e hormonal por promover descontrole de niveis para a homeostase
corporea, diretamente ligada a enfermidades e disfuncbes com elevado grau de
morbidade e mortalidade, como diabete tipo 2, problemas -cardiovasculares,
hipertenséo, acidentes vasculares, hiperlipidemia e trombose, além de sindromes
metabdlicas como o hipogonadismo McGee et al. (2008 e Stosio et al. (2016a e
Surampudi et al. (2014).

O hipogonadismo é um descontrole fisiologico recorrente do grau de
obesidade, caracterizado pelo mau funcionamento das gbnadas masculinas e
femininas. O Hipogonadismo em individuos do sexo masculino € evidenciado pela
incapacidade de produzir testosterona, espermatozoides circulantes e subsequente
infertilidade. A baixa producdo desse hormodnio afeta no ganho e manutencdo de
massa muscular, funcionamento tireoidiano e o metabolismo corpoéreo, estando
diretamente ligada ao aumento da massa gorda e adiposidade visceral e cutanea.

J& esta estabelecida a associacdo da obesidade com a resisténcia insulinica
a diminuicdo da concentracdo plasméaticas de testosterona ao hipogonadismo
masculino Caldas et al. (2009 e Casulari et al. (2010 e McGee et al. (2008).

O grande volume de gordura é uma das caracteristicas de individuos com
obesidade, estando dispostas em goticulas de lipideos no tecido adiposo na forma
subcutanea ou visceral. O Tecido Adiposo (TA) é composto por adipécitos, células
capazes de armazenar de goticulas lipidicas, com papel fundamental na producéo
de esteroides, armazenamento de energia e isolamento térmico. O corpo humano
apresenta trés tipos de TA o marrom, o bege e o branco. O marrom é encontrado
em menor quantidade, sendo grande responsavel pela producédo da proteina UCP1
responsavel pela oxidacdo de glicose e lipideos e termogénese Symonds et al.
(2018b).

Segundo Symonds e colaboradores (2013) o controle da absorcdo e
armazenamento de energia esta diretamente ligado a interacdes génicas,
funcionamento da termogénese e papel dos Tecidos Adiposos. O gene UCP1 é de

grande alvo dos estudos que tem como tematica a obesidade, termogénese, por ter



um papel importante no funcionamento do Tecido Adiposo Branco (WAT) e do
Tecido Adiposo Marrom (BAT), ao expressar a proteina desacopladora 1 (UCP1).

O gene UCP1 (ID do gene: 7350) estad localizado no braco longo do
cromossomo 4 g31.1 (figura 1) responséavel pela sintese da proteina desacopladora
1 (UCP1). As proteinas de tal género, desacopladoras, pertencem a familia da
Proteinas Transportadoras de Anions Mitocondriais (MACP), realizando dissipac&o
de calor pela fosforilacdo oxidativa da sintese de Adenosina Trifosfato (ATP),
denominada em alguns estudos como termogénese sem tremores, sendo um
processo de vazamento de protons mitocondriais, por reduzirem o potencial de
membrana, por movimentacdo de H+ e OH-Bertholet; Kirichok (2017 e Stosio et al.
(2016a).
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Figura 1: Locus do gene UCP1l (Homo sapiens Annotation Release 109,
GRCh38.p12. fonte: NCBI).

A expressdo da proteina desacopladora ocorre inicialmente no periodo
neonatal dos seres humanas com a finalidade de evitar uma possivel hipotermia pés
parto, e tem sua ac¢do reduzida durante a vida adulta do individuo. Visando seu
poder termogénico no balanco energético estudos envolvendo tal proteina buscam a
sua acdo em individuos adultos, em especial com grau elevado de obesidade para
melhor desempenho da termogénese. Além da acdo termogénica, apdés sua
ativacdo €é visto um rapido aumento em hormbénios metabdlicos, como
catecolaminas, horménios tireoidianos, cortisol e leptina Porter et al. (2016 e
Symonds (2013 e Symonds et al. (2018a).

O Tecido Adiposo Marrom (BAT) tem como caracteristica a producéo de calor
por meio da ativacdo da proteina UCP1. Em seres humanos o BAT tem um papel
importante na termogénese e no metabolismo, por conseguir produzir rapidamente

grandes quantidades de calor com quantidades relativamente pequenas no corpo,



tendo acéo direta no balanco de energia como a homeostase de glicose e lipidios. O
BAT é capaz de produzir muito mais calor do que qualquer outro 6rgao do corpo por
possuir 10 vezes mais a quantidade de UCP1 do que o TA bege, apontando maior
de impacto no equilibrio energético de todo o corpoPorter et al. (2016 e Stosio et al.
(2016b e Symonds et al. (2018b).

A expressdo da proteina UCP1 esta presente no BAT e pode ser induzida
pelo exercicio fisico no WAT. Esse processo de inducdo € possivel gracas a
presenca de adipdcitos nos tecidos, propondo tornar o tecido pobre em atividade
termogénica em um tecido mais ativo. Porter et al. (2016 e Stosio et al. (2016a).

A pratica regular de atividades fisicas € apontada como moduladora de saude
e consequentemente do grau de obesidade, por promover o estimulo de sintese de
hormbénios metabdlicos e liberacdbes de substancias como a dopamina,
neurotransmissor responsavel pela sensacdo de satisfacdo e prazer, liberada apés
a pratica de exercicios.

A via de sinalizacdo da Proteina Quinase Ativada por Adenosina Monofosfato
(AMPK) é um dos agentes do metabolismo da energia celular por ser ativada na
fibra muscular durante a pratica de exercicio fisico devido as mudancas de niveis de
fosfato. Est4 proteina desempenha o papel de sensor dos niveis de energia
disposto na célula, provocando a inibicdo de vias metabdlicas que consomem
energia ou favorecem os fatores que aumentam a producéo de Adenosina Trifosfato
(ATP), como a captacdo de glicose e a oxidacdo de &cidos graxos no musculo
esquelético Bolster et al. (2002).

Segundo Bolster e colaboradores (2002) a expressdao da AMPK regula a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo celular, como o gene
transportador de glicose (GLUT4), aumentando a captacdo de glicose e também a
oxidacdo de acidos graxos no tecido musculo. Est4 proteina, portanto, tem o papel
importe na sinalizacdo de disponibilidade de ATP e ADP, modulando o metabolismo
intermediario ao provocar atividades celulares para aumentar a disponibilidade de
energia e sustentar altos niveis de fosfato de energia.

No modelo animal, roedores apresentam semelhanca no potencial da UCP1
para geracdo de calor com os humanos. Mesmo com algumas contradigcbes nos
protocolos experimentais, é possivel constatar a semelhanca significativa na UCP1

de roedores e seres humanos Fan et al. (2015 e Porter et al. (2016).






Metodologia

Para realizacdo do estudo foram solicitados vinte e cinco camundongos
machos da linhagem C57BL/6 do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP).

Os individuos foram divididos em cinco grupos, com até 5 animais, e
alocados em gaiolas (micro isolador em estante ventilada — Alesco, SP, Brasil),
mantidos com temperatura controlada (25 °C) em ciclo claro/escuro a cada 12 horas
(escuro entre 19:00 h e 7:00 h), em salas de alojamento do biotério da Faculdade de

Figura 2: Alojamento dos animais no biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia

O primeiro grupo foi utilizado como Controle (CC, n=5) tanto de tipo de dieta
como de atividade fisica, recebendo dieta controle AIN-93G (15,8% de lipideos,
20,3% de proteina e 63,9% de carboidratos), formulada para as fases de
crescimento, gestacao e lactacdo de roedores, de acordo com as diretrizes AIN-93
(Reeves et al., 1993).

O restante dos individuos foi dividido em quatro grupos (n=20) experimentais,
sendo: (IF) grupo de inatividade fisica n=5, (CH) grupo tratado com Dieta
Hiperlipidica sem exercicio n=5, (MO) grupo tratado com Dieta Hiperlipidica
submetido a exercicio moderado continuo n=5, (IN) grupo tratado com Dieta
Hiperlipidica submetido a exercicio intenso intervalado n=5.

Os quatro foram induzidos a mesma dieta hiperlipidica, e submetidos a
diferentes protocolos de atividade fisica. Foram alimentados com Dieta Hiperlipidica
(DHL) constituida por 57,2% de lipidios, 15,2% de proteina e 27,6% de carboidratos,

para induzir a obesidade nos animais.



Todos os animais foram submetidos a dieta especifica desde os 28 dias de
idade, periodo que representa o inicio da puberdade, experimentos, até o final do
estudo (224 dias de vida). A dieta controle e a DHL foram fornecidas na forma de
pelota e 0 acesso a elas e a agua (filtrada) foi livre.

Todos os grupos foram submetido a dieta por 140 dias, tendo o grupo CC
recebido dieta controle e os quatro grupos uma dieta hiperlipidica. Apds 140 dias de
dieta especifica (aos 168 dias de vida), foi realizado o inicio dos protocolos
experimentais, com duragéo de 8 semanas.

Os grupos CC e CH foram utilizados como controles nas analises, para
avaliar as possiveis alteracdes genotipicas e fenotipicas. Todos 0s grupos se
alimentaram da mesma quantidade de alimento, onde os grupos tratados com DHL

receberam ragdo mais caldricas mas na mesma quantidade.

Teste de esteira

Foi realizado, inicialmente, um contato prévio dos individuos com a esteira
por cerca de 7 dia, antes do inicio dos experimentos, para adaptacdo aos
protocolos. Em seguida foram submetidos ao teste de esforco em esteira
ergométrica para camundongos. O equipamento (figura 3) possuiam dispositivos
elétrico de baixa frequéncia e intensidade (até 3 mA), para estimular os individuos a

realizar o exercicio.

Figura 3: Esteira para camundongos (AVS Projetos®)

No teste os individuos foram submetidos a corrida em esteira para avaliar a
capacidade cardiorrespiratéria. A velocidade inicial foi de 6 m/min, sofrendo
intensificacdo de 2 m/min a cada 2 minutos com inclinagdo constante de 25°, até
gue o animal dé sinais de ser incapaz de continuar correndo. Este protocolo foi
adaptado de HAYDAL et al., 2007 e RODRIGUES et al., 2007.



Foi registrado a maior distancia, velocidade e tempo percorridos pelos
animais para avaliacdo indireta da capacidade aerObia maxima do animal e
planejamento dos protocolos de treinamento. Os testes foram realizados em dois

momentos: antes e apds 8 semanas do treinamento.

Protocolos experimentais

Protocolo do grupo 1 (CC - dieta controle / sem treinamento fisico): nao
realizaram nenhuma atividade fisica aléem da movimentacdo espontanea realizada

diariamente.

Protocolo do grupo 2 (CH - dieta hiperlipidica / sem treinamento fisico): foram
submetidos a dieta DHL e nado realizaram nenhuma atividade fisica além da

movimentacado espontanea realizada diariamente.

Protocolo do grupo 3 (IF — dieta hiperlipidica / sem treinamento fisico / com
inatividade): foram submetidos a dieta DHL e ao processo de inatividade fisica, por
meio de suspensdo de membros inferiores e consequente reducédo da mobilidade do
animal simulando um individuo em inatividade e sedentarismo.

Tal protocolo foi adaptado de um modelo criado inicialmente pela agéncia
espacial americana que pretendia simular os efeitos da falta da acdo da gravidade
no espaco Morey (1979), e de diversos estudos envolvendo a inatividade fisica Bey;
Hamilton (2003 e Zderic; Hamilton (2006).

Com a finalidade de reduzir as complicacdes causadas pelo modelo de
tracdo cutanea, foi realizado neste projeto um modelo de tracdo O6ssea, como
estabelecido por Ferreira e colaboradores (2011). Nele é implantado na cauda do
animal um anel, entre a 62 e 72 vértebra para ser alocado na lateral da gaiola,
possibilitando o melhor acompanhamento do pesquisador aos animais e evitando
sua fuga (figura 4), para esse modelo dois animais foram necessarios para um

piloto, com intuito de treinamento e aprimoramento da técnica cirdrgica.



Figura 4: Protocolo de inatividade fisica em camundongos

Os camundongos do grupo de inatividade tiveram seus membros posteriores
suspensos, durante o periodo de 12 horas por dia, durante o periodo noturno, por
elevagéo por meio de ganchos presos em haste metalica com a finalidade de atrofia
ao tecido muscular dos membros suspensos. Tal modelo simula uma pessoa em
estado de inatividade e sedentarismo.

Para melhor funcionamento do protocolo foram alocados apenas dois
individuos por gaiola para evitar danos a estrutura de suspensao e 0 estresse do
animal. Durante o protocolo experimental os individuos eram pesados trés vezes
por semana, e tinham demais informacfes de interesse colhidas. Aqueles que
apresentavam sinais de estresse, porfirina nos olhos ou qualquer comportamento

fora do normal foram retirados do protocolo.

Protocolo do grupo 4 (MO — dieta hiperlipidica / exercicio continuo de intensidade
moderada): foram submetidos a dieta DHL e treinamento continuo de intensidade



moderada com sessOes de corrida em esteira. Para cada sesséo foi realizado
aquecimento de 10 minutos com intensidade de 50% do maximo atingido durante
avaliacdo fisica, e posteriormente a 70% da velocidade maxima durante

aproximadamente 60 min, em 5 dias por semana, por 8 semanas.

Protocolo do grupo 5 (IN — dieta hiperlipidica / exercicio Intervalado de alta
intensidade): foram submetidos a dieta DHL e treinamento intervalado de alta
intensidade. Para cada sessédo foi realizado aquecimento de 10 minutos com
intensidade de 50% do maximo atingido durante avaliacéo fisica. O protocolo prop6s
um treinamento que durou em meédia 45 min com percurso de 4 minutos em alta
intensidade em 85-90% da velocidade, seguido por 3 minutos com intensidade
moderada em 70% entre as corridas de 4 minutos, intervalando alta e média
intensidade, com duracéao total de no maximo 60 minutos em 5 dias por semana, por

8 semanas.

Coleta de material biolégico

Os individuos do presente estudo realizaram duas coletas de sangue para a
dosagem de testosterona total plasmatica uma antes do inicio do protocolo
experimental, apos 140 dias de dieta especifica, e outra apés término do protocolo
experimental, apés a eutanasia. Foi feita a coleta de 100 pL do sangue por meio de
corte distal na cauda do animal, anestesiada com cloridrato de xilocaina (Bravet®).
Ao final da coleta os animais tiveram o corte cauterizado e o material reservado. O
sangue foi centrifugado a 4000 rpm, durante 20 minutos, em uma temperatura de 4°

C para obtencéo do soro plasmatico, que por fim foi armazenado a -80° C.

Dosagem de testosterona
As amostras biolégicas coletadas foram submetidas a ensaio imuno
enzimatico competitivo (ELISA kit, Abcam®) para dosagem das concentracfes de

testosterona plasméticas em duplicata (figura 5).



Figura 5. Placa do kit para ensaio imunoenzimatico.

Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por meio de anestesia com o farmaco
isoflurano (Forane, Abbott, Brasil) ao final dos protocolos experimentais, 228° de
vida. Os individuos foram eutanasiados e tiveram sangue e tecidos de interesse
coletados em ordem de grupo para igualar as condigbes entre 0os grupos. Foram
coletados os tecidos adiposo inguinal, epididimal, retroperitoneal e subescapular,
coracdo, figado, testiculos, musculos so6leo e gastrocnémico (figura 6). cirdrgicos
foram realizados no laboratério de Cirurgia Experimental da Universidade de Brasilia
— CIEX UnB



Figura 6: Testiculos e Tecido adiposo branco visceral de animal com obesidade
induzida.

Os tecidos foram pesados em balanca de alta precisdo, congelados em nitrogénio
liguido e armazenados em frizer -80°C para andlise da expressdo de RNA
mensageiro (RNAmM) e suas respectivas proteinas.

Expressao de genes e proteinas

Foi realizada a extragdo de RNAm total dos tecidos, transcricdo reversa e
gRT-PCR em tempo real pelo método SYBR GREEN usando kit comercial (Life
Technologies) e primers especificos para amplificacdo do gene UCP1 e analise
guantitativa relativa. E também a expressao da proteina AMPK e UCP1 por

Western-Blot.

Parecer ético

Os procedimentos realizados com 0s animais estdo de acordo com as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
CONCEA (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos) (CONCEA, 2013).



O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia, com UnB-Doc numero 33236/2015. RNAm do Conselho
Nacional de Controle de Experimenta¢cdo Animal —- CONCEA CFMV

A eutandsia realizada segundo o Guia Brasileiro de Boas Praticas para a
Eutanasia em Animais (CFMV - 2013) e o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA (Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA
- 2013) usando métodos quimico e fisico. Foi realizada sedacao e decapitacdo dos
individuos, este método € considerado aceitdvel para roedores de pequeno porte
(CONCEA - Resolucédo Normativa, N° 13, 2013).

ApoOs a eutanasia, as carcacas dos animais foram descartadas seguindo as
normas para este tipo de residuo, Lei Nacional de Residuos Sdlidos N°
12.305/2010.



Resultados e discussodes

A utilizacdo de modelos animais para estudos experimentais sdo importantes
para obter informacdes sobre os mecanismos celulares e moleculares, em especial
para verificar efeitos benéficos do exercicio na prevencéo, tratamento respostas de
doencas, sindromes metabdlicas e eficiéncia de diferentes protocolos de

experimentacdo Haydal et al. (2007).

Periodo Pré treinamento

No periodo que antecedeu os protocolos de experimentos, foram feitas
coletas de dados, no qual o grupo controle CC consumiu por dia, em média,
aproximadamente 28% mais agua em relacdo aos grupos que receberam dieta
hiperlipidica, que consumiram quantidades médias semelhantes, sendo CH, e IN. E
em relacdo a dieta, o grupo controle CC consumiu uma quantidade de dieta 21%
maior do que o grupo submetido a dieta hiperlipidica sem exercicio CH. Os grupos
tratados com DHL consumiram quantidades médias semelhantes, sendo, MO.

Esse dado é explicado pelo fato que a dieta hiperlipidica apresenta uma
maior quantidade de energia por grama (22,38 kJ/g) em comparacdo com a dieta
controle (16,74 kJ/g). O grupo CC, mesmo consumido uma maior quantidade de
dieta (g) consumiu em média 16% menos energia da dieta (190,0 + 36,5 kJ) em
comparacao aos grupos que consumiram dieta hiperlipidica MO, CH e IN. Por fim,
esses trés grupos consumiram a mesma quantidade de energia proveniente da dieta
(tabela 1).

Tabela 1: Consumo médio de dgua e dieta antes do protocolo experimental

ccC CH MO IN
Agua (ml/dia) 14,3+3,0 11,2 +2.7 11,1+ 2,4 11,2+2,.3
Dieta (g/dia) 114+22 94+19 10,2+19 10,5+2,0

Dieta (kJ/dia) 190,0 £ 36,5 2109+41 4 229,0+429 235,6 + 45,6

CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencéo IF: Dieta Hiperlipidica/Inatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado

Todos os grupos (CC, CH, MO, IN) iniciaram suas respectivas dietas com
pesos estatisticamente semelhantes. Apds 140 dias de dieta, todos 0os grupos que

receberam dieta hiperlipidica CH, MO e IN tinham uma média de peso final maior



(+33%) do que o grupo controle CC. Todos o0s grupos que receberam dieta
hiperlipidica CH, MO e IN ganharam, em média, aproximadamente 64% mais peso

do que o grupo que recebeu dieta controle CC (tabela 2 e figura 7).

Tabela 2: Variagdo da massa corporal antes do protocolo experimental

CcC CH MO IN
Peso Inicial (g) 12,1+2,7 110+21 125+49 128+34
Peso Final (g) 27,335 349+40 36,4+5)9 394 + 3,7
Diferenca de peso (Q) 151+46 239+3,2 238+38 26,631

CC: Dieta Controle/Sem intervencéo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencgéo IF: Dieta Hiperlipidica/Inatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado
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Figura 7: Ganho de peso entre grupos antes do protocolo experimental.

O protocolo de inducdo de obesidade realizado foi semelhante ao estudo
realizado por Fan e colaboradores (2015). Esses autores avaliaram os efeitos de 10
semanas (70 dias) de dieta hiperlipidica em camundongos C57BL/6 machos e
verificaram que, além de levar a obesidade, a dieta levou a um decréscimo na
fertilidade e afetou negativamente as concentracdes de testosterona, estradiol e LH,

em comparacao com o grupo que recebeu dieta controle.

Periodo de treinamento

Durante o protocolo experimental, o grupo com dieta hiperlipidica sem
exercicio CH foi o grupo que consumiu significativamente, em média, 30% menos
agua em comparac¢ao com o0s outros grupos CC, MO e IN. Os grupos CC, MO e IN
consumiram quantidades de agua semelhantes. Todos 0s grupos consumiram a

mesma quantidade (g) de dieta por dia. Entretanto, os dois grupos que fizeram



exercicio MO e IN consumiram, em média, mais energia da dieta (+24%) do que o
grupo com dieta controle CC. Todos os grupos com dieta hiperlipidica CH, MO e IN
consumiram a mesma energia (kJ) proveniente da dieta durante o protocolo

experimental (tabela 3).

Tabela 3: Consumo médio de 4gua e dieta durante o protocolo experimental

cC CH MO IN
Agua (ml/dia) 18,0+ 2,6 13,5+ 2,6 17,4+ 2,7 16,7 + 3,0
Dieta (g/dia) 13,8+1,8 11,8+1,3 126+1,8 13,0+1,6

Dieta (kJ/dia) 230,8 + 30,3 263,4 £ 29,5 282,8 £41,2 291,2+35,5

CC: Dieta Controle/Sem intervencéo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencgéo IF: Dieta Hiperlipidica/Inatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado

Ao iniciar o protocolo experimental, todos os grupos que receberam dieta
hiperlipidica CH, MO e IN tinham uma média de peso estatisticamente maior (+33%)
do que o grupo controle CC. O peso final dos animais ap0s o protocolo experimental
foi semelhante entre os grupos. Aqueles gque fizeram exercicio MO e IN ganharam
aproximadamente 72% menos peso que o grupo controle CC.

O ganho de peso entre os grupos controle com (CH) e sem (CC) dieta
hiperlipidica e ap6s o protocolo experimental foi estatisticamente semelhante (23% e
19%, respectivamente), assim como o ganho de peso entre grupos que fizeram
exercicio MO e IN (9 e 9%, respectivamente). Somente o grupo que fez exercicio
moderado MO ganhou menos peso (-74%) que o grupo controle CH (p=0,086*)

(tabela 4).
Tabela 4: Variacdo da massa corporal durante o protocolo experimental

CC CH MO IN
Peso Inicial () 27,3+35 349+40 364+59 394+37
Peso Final (g) 336+50 410+41 399+6,6 43,0+43
Diferenca de peso (g) 6,3+2,2 6,1+1,2 35+1,7 3,7+0,9

CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencéo IF: Dieta Hiperlipidica/Inatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado

Embora todos os grupos tenham em média ganhado peso, o grupo controle
com dieta controle CC ganhou percentualmente mais peso (+23%) do que 0s grupos
gue fizeram exercicio MO (+9%) e IN (+9%) (figura 8)
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Figura 8: Ganho de peso entre os grupos durante o protocolo experimental.

Estes resultados indicam que, apesar dos grupos MO e IN estarem gastando
mais energia devido aos seus respectivos protocolos de exercicio, eles também
estavam consumindo mais energia por meio da dieta. Esse achado também é
apresentado nos estudos de Thorogood e colaboradores (2011), que ao avaliarem a
perda de peso em pessoas obesas e concluirem que as recomendacdes de 60
minutos de atividade fisica moderada durante cinco dias na semana feita pelo
Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM) ndo foi suficiente para

promover a perda de peso acentuada DONNELLY et al. (2009).

Tecidos

A pesagem dos tecidos dos animais ap0s eutanasia possibilitou andlise
comparativa entre 0s grupos submetidos aos diferentes protocolos com relacédo a
composicao corporal. Apesar das mudancas na massa corporal (g) dos animais e na
aptiddo cardiorrespiratéria indicarem maior eficiéncia do exercicio continuo de
intensidade moderada comparativamente ao intervalado de alta intensidade.

Os dados revelam resultados diferentes com relagdo a massa do tecido
adiposo marrom (mg/g) e massa do testiculo (mg/g). A massa do BAT do grupo
submetido ao protocolo de exercicio intervalado de alta intensidade (IN) foi
significativamente maior (+59%) do que o CC, enquanto que ndo houve diferenca
com relagao aos outros grupos. Revelando que a maior massa do BAT no grupo IN
aponta para provavel maior efetividade desse tipo de exercicio em ativar a

termogénese.



O tecido adiposo marrom tem sido fonte de uma quantidade crescente de
pesquisas nos ultimos anos, devido a sua redescoberta como um potencial alvo
terapéutico para o tratamento de doencas associadas a obesidade, uma vez tem ele
tem um potencial de aumentar consideravelmente o gasto energético corporal Porter
et al. (2016 e Symonds et al. (2018b, 2018a).

Flouris e colaboradores (2017) realizaram revisao sistematica que incluiu oito
estudos que avaliaram os efeitos induzidos pelo exercicio na expressao da UCP1
gue caracteriza o tecido adiposo marrom e sua funcédo termogénica. Apesar dos
resultados encontrados serem diferentes, por conta das diferencas entre os
protocolos de exercicio nos artigos publicados, evidéncias indicam que o exercicio
fisico regular induz respostas adaptativas e melhorando a expressdo da proteina
UCPL1 no tecido adiposo em animais obesos.

A massa dos testiculos dos grupos que receberam dieta hiperlipidica CH e
MO foram menores (-48% e -37%, respectivamente) que o grupo CC, mas nao no
grupo que fez exercicio intervalado de alta intensidade (IN). O testiculo é o érgéo
efetor do eixo reprodutivo masculino, e principal responsavel pela producao total de
testosterona. Reducfes no volume testicular podem estar associadas a reducéo
global da atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. Assim, €& possivel
especular que a reducdo do volume testicular nos grupos CH e MO possa estar
associada a efeitos deletérios da dieta hiperlipidica e/ou obesidade sobre eixo
reprodutivo, que também persistiram no grupo que fez exercicio moderado (MO)
Fan et al. (2015 e Melmed et al. (2015 e Morey (1979).

Os dados do grupo amostral indicaram que o exercicio de alta intensidade
pode ter prevenido a diminuicdo do peso dos testiculos nos animais obesos.

Distancia percorrida pelos animais

A distancia inicial percorrida no teste de esteira pelo CC foi, em média, 25%
maior do que a de todos os grupos que receberam dieta hiperlipidica CH, MO e IN.
ApOs o0s protocolos experimentais, a distancia percorrida no teste de esteira pelos
dois grupos que praticaram exercicio MO e IN e o grupo controle CC foram
significativamente maiores (+25%) em comparacdo com O grupo controle que
recebeu dieta hiperlipidica CH. N&o houve diferenca na distancia final percorrida
entre os grupos CC, MO e IN.



A diferenca da distancia percorrida (delta) antes e apds o0s protocolos
experimentais foi significativamente maior (4x) nos grupos MO e IN em comparacao
com o CH. Somente o grupo que fez exercicio moderado MO teve um aumento
(+15%) na distancia percorrida no teste maior em comparagcdo ao grupo CC. Os

grupos IN e MO tiveram aumentos semelhantes na distancia percorrida (tabela 5).

Tabela 5: Distancia percorrida no teste de esteira antes e depois dos protocolos
CC CH MO IN

Distancia Inicial (m) 238,2+14,1 193,0+17,5 188,0+295 190,0+33,6
Distancia Final (m) 3564 +26,0 247,8+42,1 442,6+86,7 399,8+73,3
Distancia Delta (m) 118,2+285 548+30,8 254,6+79,2 209,8+80,2

CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencao IF: Dieta Hiperlipidica/lnatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado

Os resultados obtidos no teste de rampa antes do inicio do protocolo
experimental de treinamento apresentam maior performance do grupo CC em
relacdo ao CH, MO, IN. O desempenho se deu possivelmente por conta do peso
dos animais, e, consequentemente, do tipo de dieta consumida pelos individuos.
Importante observar que o teste de rampa realizado na esteira € considerado um
método eficiente, ndo invasivo e de baixo custo para avaliagdo funcional da aptidao
cardiovascular em camundongos da linhagem C57BL/6 com obesidade induzida
pela dieta Petrosino et al. (2016).

No recente estudo de Robinson e colaboradores (2017), foi demonstrado que
o treinamento intenso foi mais eficiente para este desfecho, em seres humanos,
enquanto no presente estudo foi constato o inverso, o grupo MO teve maior
aumento de performance no teste de rampa (distancia percorrida) que o grupo CC,
de menor peso corporal, demonstrando uma possivel maior eficacia do protocolo de

exercicio continuo de intensidade moderada na melhora da capacidade aerébia.

Concentracao plasmatica de testosterona

A dosagem de testosterona dos individuos apresentou valores irregulares e
fora do esperado para 0 momento pOs protocolos. Em média tiveram niveis
semelhantes de concentragcdo, porém quando analisados individualmente
apresentaram oscilagdes nos valores, como o caso do grupo CH que apds o
protocolo experimental apresentou variagdo de 0,7 até 1,2 ng/dl como apontado na
tabela 6.



Tabela 6: Concentragéo plasméatica de testosterona

CC CH MO IN

Pré treinamento (ng/dl) 315,3 +416,8 303,1 +445,8 311,7 + 602,8 491,1 + 446,1

Pos treinamento (ng/dl) 453,0+9428 1,2+0,7 491,7+8129 34+1,3

CC: Dieta Controle/Sem intervencéo CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencgéo IF: Dieta Hiperlipidica/Inatividade
Fisica MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado

Os achados apresentam concordancia com o apontado em estudos de
Rodrigues e colaboradores em 2007 ao trabalhar com teste de esforco maximo de
ratos diabéticos, e descrever a melhora no desempenho dos individuos portadores
da sindrome metabdlica. O trabalho ainda evidencia o papel importante do
treinamento fisico na capacidade fisica por envolver uma metodologia relativamente
simples e de baixo custo, que pode ser utilizado como um indicador da capacidade
cardiorrespiratoria em estudos que investiguem o efeito fisiolégico do exercicio
agudo ou crbénico no controle e ratos machos diabéticos, como o estudo que é
proposto por esse trabalho.

Devido a inconsisténcia nos valores apresentados, o dado foi entdo
desconsiderado para fins de andlise. E possivel que o método da coleta de sangue
tenha danificado as amostras, uma vez que muitas apresentaram padrbes de baixa

qualidade e indicios de degradacéo celular (hemolise).

Grupo de inatividade fisica

O grupo de Inatividade Fisica apresentou complicacbes em relacdo ao
protocolo bem no comeco dos experimentos, apresentando sinais de estresse e
complicagbes durante a execucdo do protocolo de inatividade, onde tiveram os
anéis da cauda removidos e os animais foram mantidos em recuperagcdo, sem
intervencdo, durante 5 semanas. Foi realizada uma segunda tentativa ap6s o
periodo de recuperacdo, porém utilizando uma fita esparadrapo ligada a um anel
para suspensdo, esse teste foi realizado durante uma semana, com os individuos
em suspensao (24h/dia).

Entretanto na segunda tentativa 0os animais mantiveram a perda de peso,
cerca de -2,2 g (Figura 9). Por fim os individuos foram removidos dos testes e

tiveram seus dados coletados posteriormente junto com 0s demais grupos.
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Figura 9: Massa corporal dos individuos do grupo de Inatividade Fisica (IF) e do

grupo controle com dieta hiperlipidica (CH) em relacdo as semanas de protocolos

experimentais.



Considerac®es finais

Oito semanas de exercicio fisico de diferentes intensidades melhoraram o
desempenho de corrida em camundongos com obesidade induzida e minimizou o
ganho de peso, principalmente no grupo MO, em comparacdo com o grupo CC. O
exercicio fisico ndo evitou, mas minimizou significativamente o ganho de peso nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica em ambos os protocolos treinamento. O
ganho de peso em animais submetidos a dieta controle enfatiza a importancia de
ser fisicamente ativo para prevenir a obesidade.

Ambos os protocolos de exercicio fisico foram capazes de atenuar o ganho
de peso em relacdo ao CC, mesmo com a maior ingestdo caldrica, o que reforca o
beneficio dos protocolos de treinamento no controle de peso. O grupo MO teve
semelhante ganho de peso ao CH sugerindo possivel maior eficacia do protocolo de
exercicio moderado em comparacdo com o0 exercicio intenso em relacdo a menor
ganho de peso.

Uma alimentacao saudavel e de baixa caloria pode prevenir ganho de peso e,
possivelmente, manter a producdo de testosterona entre os niveis fisiologicos.
Diferentes protocolos de exercicio podem atenuar parcialmente os efeitos deletérios
de uma dieta inadequada. Os resultados do presente estudo sugerem que o HIIT,
modelos de atividade intensiva, tem papel importante para preservar as fibras de
contragdo rapida, sendo o musculo correlacionado com a massa do testiculo.

E importante salientar que o tamanho das amostras em cada grupo pode ter
limitado algumas comparacdes e que estudos adicionais sdo necessarios para
investigar o papel da atividade fisica e de suas carateristicas (frequéncia, duracéo e
intensidade) na prevencao e tratamento do hipogonadismo masculino, assim como
e seguranca do HIIT em populac6es com sobrepeso e obesidade.

A intensidade da melhora da capacidade cardiorrespiratéria induzida por
diferentes protocolos de treinamento fisico ainda requer maiores estudos, com
amostras maiores e com controle de outras variaveis potencialmente interferentes.
Um novo experimento com tamanho maior da amostra podera esclarecer esse

fendmeno.
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