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RESUMO
INTRODUCAO: A obesidade é um dos maiores problemas de saltde da
modernidade e esta diretamente relacionada ao consumo de alimentos com alto
valor energético e a inatividade atividade fisica. O treinamento continuo de
intensidade moderada (MICT) e o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)
sdo diferentes protocolos de treinamento fisico que comp&em o conjunto de
estratégias terapéuticas na obesidade, mas seus efeitos moleculares no tecido
adiposo ainda ndo sdo completamente compreendidos. OBJETIVO: Avaliar os
efeitos de diferentes protocolos de treinamento fisico na aptidao fisica relacionada a
salude, expressdo de genes relacionados a termogénese e eficiéncia energética no
tecido adiposo marrom (TAM), tecido adiposo branco (TAB) de camundongos com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica. METODOS: Vinte camundongos C57BL/6
foram divididos em 4 grupos para o protocolo de treinamento fisico: a) Controle (CC,
n=5), b) Controle-obesos (CH, n=5); ¢) MICT obesos (MO; n=5) e d) HIIT obesos (IN,
n=5). O teste de rampa foi utilizado para determinar a velocidade e distancia maxima
percorridas. MICT correu a 70%max e HIIT correu periodos de 4 min a 90%max com
intervalos de 3 min 70%max por um total de 8 semanas, 60 min/dia, 5 dias/semana.
Apoés eutandsia, os tecidos de interesse foram coletados, pesados e armazenados.
A expressao dos genes UCP1, Cidea, Prdm-16, Pgc1a Tmem26, Cd40, LEP e
ADIPOQ foi analisada por RT-gPCR. RESULTADOS: Ao final do protocolo de
treinamento fisico, os grupos MO e IN ganharam 72% menos peso que O grupo
controle. MO melhorou a distancia percorrida no teste de rampa (209,8 + 80,2 m) em
comparacao ao CH (54,8 + 30,3 m) e CC (118,2 £ 28,5 m) (p<0,01). A massa do
TAM do grupo IN (10,0 £ 1,4 mg/g) foi significativamente maior (+59%) do que o CC
(6,3 £ 1,4 mg/g) (p<0,05), mas a expressao da UCP1 no TAM dos grupos IN (0,80 £
0,09) e MO (0,82 + 0,09) foi significativamente menor que CH (2,24 + 0,28) (p<0,05).
N&o houve diferenca na expressédo de UCP1 no TAB (IN: 0,37 + 0,23; MO: 0,35 +
0,25; CH: 0,15 + 0,05 e CC: 1,04 £ 0,01, p> 0,05) assim como em outros genes
relacionados a termogénese. No entanto, no IN, houve uma maior expressédo de
Tmem26 (3,94 + 1,47 vs 1,08 + 0,03) (p<0,05) e uma expressao de LEP semelhante
em comparacdo ao CC (p>0,05). A distancia percorrida no teste de rampa teve uma
correlagcdo negativa (r= -0,645) com a transcricdo de UCP1 no TAM (p<0,01) e a
massa do TAB subcutaneo teve uma correlagcdo negativa (r= -0,764) com a
expressdo de UCP1 no TAB (p<0,001). CONCLUSOES: O treinamento fisico



melhorou a aptiddo fisica e atenuou o ganho de peso em camundongos com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, especialmente no MICT. A maior aptidao
fisica esteve relacionada a menor a expressédo de UCP1 no TAM. Da mesma forma,
a maior massa do TAM pode estar relacionada a diminuicdo da expresséao de UCP1
neste tecido. Adicionalmente, HIIT esteve relacionado a inducdo de adipdécitos bege
no TAB.

Descritores: Treinamento fisico; obesidade, termogénese; treinamento intervalado

de alta intensidade; tecido adiposo.



ABSTRACT
INTRODUCTION: Obesity is one of the major health problems of modernity and is
directly related to the consumption of high-energy foods and physical inactivity.
Moderate-intensity continuous training (MICT) and High-intensity interval training
(HIT) are different exercise training protocols that comprise the set of therapeutic
strategies in obesity, but their molecular effects on adipose tissue are still not fully
understood. OBJECTIVE: To evaluate the effects of different exercise training
protocols on health-related physical fithess, expression of genes related to
thermogenesis and energetic efficiency of brown adipose tissue (BAT) and white
adipose tissue (WAT) in diet-induced obese mice. METHODS: Twenty C57BL/6 mice
were divided in 4 groups for the experimental protocol: a) Control (CC, n = 5), b)
Obese control (CH, n = 5); c) Obese MICT (MO; n = 5) and d) Obese HIIT (IN, n = 5).
The ramp test was used to determine the maximum speed and distance runned.
MICT runned continuously at 70%max speed and HIT runned bouts of 4 min at
90%max speed with intervals of 3 min at 70%max speed for 8 weeks, 60 min/day, 5
days/week. After euthanasia, tissues were collected, weighed and stored. The gene
expression of UCP1, Cidea, Prdm-16, Pgc1a Tmem26, Cd40, LEP e ADIPOQ was
analysed by RT-gPCR. AMPK protein expression was analysed by Western Blotting.
RESULTS: After the experimental protocol, both MO and IN gained 72% less weight
than CC. MO improved the distance runned in ramp test (209.8 + 80.2 m) compared
to CH (54.8 £ 30.3 m) and CC (118.2 + 28.5 m) (p<0.01). The BAT mass of IN (10.0
+ 1.4 mg/g) was significantly higher (+59%) than the CC (6.3 = 1.4 mg/g), but the
expression of UCP1 on BAT in IN (0.80 + 0.09) and MO (0.82 = 0.09) groups were
significantly lower than CH (2.24 £ 0.28) (p<0.05). There was no difference between
groups of UCP1 expression in WAT (IN: 0.37 £ 0.23; MO: 0.35 £ 0.25; CH: 0.15 *
0.05 and CC: 1.04 = 0.01), as well as in other genes related to thermogenesis.
However, in IN, there was a greater expression of Temem26 (3.94 £ 1.47 vs 1.08 +
0.03) and a similar LEP expression compared to CC (p>0.05). The distance runned
on the ramp test had a negative correlation (r = -0.645) with UCP1 mRNA in BAT (p
<0.01) and the subcutaneous WAT mass had a negative correlation (r = -0.764) with
UCP1 mRNA in WAT. CONCLUSIONS: Exercise training improved physical fithess
and attenuated weight gain in diet-induced obese mice, especially in the MICT. The

higher the physical fitness, was related to the lower expression of UCP1 in BAT.



Similarly, the greater mass of the BAT may be related to the reduction of UCP1 in
this tissue. Additionally, HIIT was related to inducing beige adipocytes in WAT.
Keywords: Exercise training, obesity; thermogenesis; High-Intensity Interval Training;

adipose tissue.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE
A obesidade é uma condicdo de estresse metabdlico, hoje considerada um

dos maiores problemas de salde e que esta diretamente relacionada ao consumo
de alimentos com alto valor energético, a falta de atividade fisica regular e ao
comportamento sedentério (1,2). Alguns estudos tém associado o excesso de tecido
adiposo com doencas cardiovasculares, alteracdes metabdlicas e hormonais (3,4).
Ainda assim, a quantidade de pessoas com sobrepeso e obesidade vem crescendo
bastante nas ultimas décadas em vérios paises do mundo, incluindo o Brasil (5). A
urbanizacdo das cidades e a vida moderna levou as pessoas ao consumo de
alimentos processados e com grandes quantidades de gordura, contando para uma
estimativa de aumento de 25-30% no IMC da populacdo mundial. Outra
consequéncia da modernidade foi a reducdo do gasto energético diario ocasionada
pelo baixo nivel de atividade fisica da populacdo, que passa muitas horas em
trabalhos com pouca demanda fisica. Estes fatores vem influenciando este aumento
crescente no numero de pessoas obesas, evidenciando assim a necessidade de
considerar a obesidade uma prioridade de saude publica e buscar novas e mais
eficientes abordagens para sua prevencao e tratamento (6,7).

De acordo com os dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencgas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) de 2016, o
nimero de pessoas com excesso de peso (IMC>25 kg/m?) e obesidade (IMC>30
kg/m?), cresceu 26,3% e 60%, respectivamente, em apenas dez anos. A prevaléncia
de sobrepeso/obesidade é maior com o aumento da idade, em pessoas com menos
anos de estudo, e em individuos do sexo masculino (8).

Com relacdo a alimentacdo, apesar de ter sido observado um pequeno
aumento de 2,2% no consumo regular de frutas e hortalicas adicionado a uma
reducdo de 30,9% no consumo regular de refrigerantes e sucos artificiais, ainda
assim acabou crescendo em 61,8% o numero de pessoas diagnosticadas com
diabetes. Aumentou, também, o numero de pessoas diagnosticadas com
hipertenséo arterial, passando de 22,5% em 2006 para 25,7% em 2016. No entanto,
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0 acesso ao diagnostico de diabetes e hipertensdo no pais ainda € desigual e,
portanto, os nimeros podem estar subestimados (8).

Surpreendentemente, em relacéo a atividade fisica, nos ultimos anos houve
um aumento de 30,3% em 2009 para 37,6% em 2016 na pratica de atividade fisica
no tempo livre, quando considerado o minimo de 150 minutos de atividade fisica

moderada por semana (8).

1.2 EXERCICIO FisICO
Dentre os principais fatores que influenciam a salde estdo a genética, o

ambiente e o comportamento. Como temos uma menor possibilidade de controle
sobre a predisposicao genética e o ambiente que nos cerca, realizar mudancgas no
comportamento se tornou uma das principais formas de prevencédo e até mesmo de
tratamento de diversas doengas, entre elas a obesidade (9). A pratica de exercicios
e a dieta equilibrada sdo as mudangas comportamentais adequadas para prevenir e
tratar a obesidade, a adiposidade central, o diabetes melltus e a
hipercolesterolemia. A pratica de exercicio fisico resulta em melhoria da saude,
qualidade de vida e diminuicdo da mortalidade, fato que determinou o surgimento do
conceito “Exercise is Medicine” ou “Exercicio € Remédio” (10). Como medicamento,
se torna necessario desenvolver formas de prescrevé-lo para aumentar a sua
utilizacao e eficacia, visando estratégias que incluem mudancas no comportamento
e no ambiente, sem esquecer da influéncia dos componentes genéticos (11).

A partir da grande quantidade de evidéncias cientificas sobre o potencial do
exercicio fisico, surgiu a necessidade de levantar mais conhecimentos acerca da
sua posologia. O Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM) definiu as
recomendagfes minimas para a pratica de exercicio fisico necessarias para
melhorar a saude da populacdo em geral. Segundo essas diretrizes, todo adulto
deve praticar pelo menos 150 minutos de atividade fisica de intensidade moderada
por semana (9,12) Essas recomendacdes levam em consideracdo a importancia da
pratica regular de exercicios fisicos para prevengédo de doencas crénicas de ordem
metabolica, as quais podem levar a morte prematura. Apesar de ter sido observado
um pequeno aumento de pessoas realizando atividade fisica e da melhora na
gualidade dos alimentos consumidos no pais, a maior parte da populacdo ainda nao

consegue realizar essas recomendac¢des minimas e o numero de pessoas com
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obesidade continuou crescendo , juntamente com a prevaléncia de doencas
metabdlicas (13,14).

Este fato evidencia a natureza complexa da doenca e, principalmente, a
necessidade de novas estratégias que levem em consideragao os habitos de vida da
modernidade, e que sejam mais efetivas em relacdo ao planejamento do programa

de exercicio e ao tempo gasto.

1.2.1 Treinamento Intervalado de Alta Intensidade (HIIT) e Treinamento Continuo de
Intensidade Moderada (MICT)

As variaveis mais importantes no planejamento e execucdo de um programa
de exercicios fisicos sdo o volume e a intensidade. O MICT pode influenciar
positivamente os parametros metabdlicos e funcionais, mas o0 aumento do volume
de treinamento nem sempre leva a ganhos na aptiddo cardiorrespiratéria de forma
satisfatoria, principalmente em atletas. Com isso, foi levantada a hipotese de se
aumentar a intensidade assim também como a necessidade de desenvolver
diferentes programas de treinamento com tempos de intervalos especificos,
chamados de HIIT (15).

Nos ultimos anos, o HIT surgiu como uma forma de treinamento capaz de
promover maiores ganhos na capacidade aerdbia, em comparacdo com MICT (15).
Além disso, uma revisdo sistematica observou que o HIIT também teria um
importante papel na prevencao e tratamento de doencas enddcrino-metabdlicas e na
melhora da aptiddo fisica relacionada a saude (16). Segundo os autores, em
comparacao ao treinamento continuo, além de melhorar a capacidade aerodbia, o
HIIT também aumentou a expressdo do coativador 1a do receptor ativado por
proliferadores peroxissomais gama (Pgc1a), uma enzima essencial na regulacao do
metabolismo oxidativo do tecido muscular esquelético. O HIIT também teria o
potencial de regular a expressdo de genes e proteinas em orgaos como o figado,
muasculo esquelético e o tecido adiposo, além de ser protetor contra desordens

relacionadas com os fatores de risco da sindrome metabdlica.



24

1.3 APTIDAO FiSICA RELACIONADA A SAUDE
Aptidéao fisica é definida classicamente como um “conjunto de atributos que as

pessoas tém ou obtém”. Neste caso, estes atributos tém influéncia direta da
realizagdo de exercicios fisicos, quando a intencdo € a melhora dos seus
componentes, sendo de maior interesse aqueles relacionados a saude (17). A
aptidao fisica foi classicamente dividida entre aquela relacionada a salude e ao

desempenho, de acordo com o0s seus componentes demonstrados na Figura 1.

APTIDAO FISICA

Saude: Desempenho:

Capacidade Cardiorrespiratoria LV-HIGET

Composic¢ao Corporal Tempo de reagao
Forga Muscular Equilibrio
Resisténcia Muscular Coordena¢dao Motora
Flexibilidade Velocidade

Poténcia

Figura 1 - Componentes da aptidao fisica relacionados a saude e ao desempenho,
adaptado de Caspersen, Powell & Christenson (1985) (17).

Neste sentido, um estudo do nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0s
componentes da aptiddo fisica relacionada com a saude podem ter um papel
importante na predicdo dos fatores de risco para sindrome metabdlica. Foram
avaliados 69 agentes de seguranca de meia idade entre os quais se verificou que a
proporcao de pessoas com sindrome metabdlica foi 3,4 vezes maior naqueles que
tinham uma baixa capacidade cardiorrespiratoria. Além disso, a chance de ter
sindrome metabdlica aumentou em 23% a cada unidade de aumento do indice de
massa corporal (IMC), mostrando que até mesmo pequenas reducdes no peso
podem resultar na diminuicdo da prevaléncia de sindrome metabdlica (18) e, por

consequéncia, no risco cardiovascular.
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1.4 EXERCICIO FiSICO E MARCADORES MOLECULARES
Uma revisdo sistematica com meta-analise, realizada em 2013, observou a

eficacia do exercicio comparativamente a diversas drogas usadas no tratamento e
prevencdo de doencas metabodlicas, como diabetes, hipertensdo arterial e
hipercolesterolemia. Os resultados indicam que, em diversos casos, os efeitos do
exercicio sdo similares ou melhores do que medicamentos tradicionais atualmente
em uso pela populacdo. As evidéncias atuais tém inclusive levado alguns
pesquisadores a comparar o exercicio a um medicamento eficaz para diversos tipos
de doencas, cunhando a expresséo “Exercise is a real poypill”, capaz de atuar em

diversas vias moleculares, como demonstrado na Figura 2 (19).

/y CREB Immune > | Neurogenesis |
? (5

AMPIC-Hat oxidation
tglucose uptake ),
myogenesis 'SPARC

Calprotectin )

Insulin
resistance

N:s <—7

Muscle

vascularization

LIL8) A CaNFAT

Satellite cell
proliferation

—> Stimulation

-~ —-iInhibition

Figura 2 - Exercicio fisico altera a expressao de genes e proteinas relacionadas ao
metabolismo através das miocinas. Figura adaptada de (19).

Ainda, de acordo com esta mesma revisdo sistematica, pode-se destacar a
funcdo do tecido muscular como o possivel fabricante dessa “pilula polivalente”
capaz de aprimorar 0s processos metabolicos. A contragdo muscular pode produzir
centenas de moléculas derivadas do tecido muscular esquelético, chamadas de

miocinas. Pode ser observado na Figura 2 que as miocinas exercem efeitos em
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diversos 6rgaos e tecidos, entre eles, o tecido adiposo. A contracdo muscular € um
estimulo com potencial capaz de gerar adaptacoes fisioldgicas, no entanto, a base
molecular dos efeitos metabdlicos e terapéuticos ainda permanece uma area que
necessita de aprofundamento. Aparentemente, as vias relacionadas a resposta ao
exercicio sdo inUmeras e muito complexas. Algumas pesquisas tém tentado imitar os
efeitos do exercicio como se ele fosse um farmaco, mas seus efeitos vao além das
abordagens monoterapéuticas que conhecemos (20).

A irisina € um exemplo de uma proteina descoberta recentemente que foi
denominada como “pilula do exercicio”. A irisina seria capaz de aumentar o gasto
energético e diminuir a resisténcia a insulina, através da ativacdo do tecido adiposo
no sentido de induzir o seu “amarronzamento”. A descoberta inicial da irisina esta
relacionada ao aumento na sua expressao devido a uma resposta da expressao
suprafisioldgica da proteina Pgcl-a. Estudos posteriores demonstraram que a irisina
estaria elevada em seres humanos e animais submetidos ao treinamento fisico,
mas, quando bloqueada, ela impedia o remodelamento do tecido adiposo branco
(TAB) (21).

Os adipécitos sdo as células do tecido adiposo e podem possuir
caracteristicas muito distintas que dependem de sua linhagem embriogénica. Os
adipocitos marrons classicos originam-se de células precursoras que expressam o
fator miogénico 5 (Myf5-positivos), da mesma forma acontece com 0S MmidQcitos
(células do tecido muscular). Por outro lado, os adipécitos branco e bege originam-
se de precursores Myf5-negativos. O desenvolvimento de uma célula de um
adipocito marrom depende, por exemplo, da expressdo aumentada de Prdm-16
(PRD1-BF1-RIZ1 contendo o dominio 16) em precursores Myf5-positivos, enquanto
o desenvolvimento de um adipdcito bege pode depender de sua exposi¢ao a fatores

como o frio ou o exercicio (22,23). Esquema representado na Figura 3.
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Células ﬂr‘;—; Células
Tronco 3»0\) Tronco
Myf5* Myf5-

&y @ | (o (e

Precursor Precursor Precursor
marrom branco bege

l Frio
Exercicio  Calor

Adipécito Adipocito  Adipdcito Adipécito
sy branco bege ativo bege inativo

Midcito

Figura 3. Origem dos adipdcitos marrom, branco e bege e do musculo esquelético.
Adaptado de (24).

1.5 TECIDO ADIPOSO

1.5.1 Tecido Adiposo branco (TAB)
Tanto em estudos experimentais quanto em seres humanos, o tecido adiposo

sempre esteve relacionado a sua principal funcdo que € o armazenamento de
energia. Em situagfes onde h& excesso de energia consumida pela dieta, o tecido
adiposo armazena os acidos graxos. Por outro lado, em situacfes onde existe a
pratica de exercicio fisico prolongado ou de alta intensidade, os acidos graxos sao
liberados pelo tecido adiposo para serem utilizados em forma de adenosina trifosfato
(ATP) pelo tecido muscular esquelético, em um processo chamado de lipdlise.
Dependendo da duracédo do exercicio, a lipdlise pode aumentar em mais de cinco
vezes para suprir a demanda de energia, o que envolve uma articulagdo complexa
entre sinalizacdes intracelulares, neurais e endocrinas. Interessantemente, a
capacidade de lipdlise parece ser alterada também devido ao exercicio crénico,
assim como ser especifica para cada tipo de adipdcito (25), se marrom, branco ou

bege.



28

1.5.2 Tecido Adiposo Marrom (TAM)
O tecido adiposo marrom (TAM) € caracterizado hoje como um tecido

endocrino, sendo apresentado, portanto, como um potencial alvo terapéutico no
combate de doencas relacionadas a obesidade. Embora tenha sido descoberto
inicialmente em pequenos mamiferos e bebés recém-nascidos, o TAM tem sido
fonte de muitas pesquisas realizadas nos ultimos anos porque ele tem apresentado
efeitos positivos na regulacdo do metabolismo, como o aumento de até 30% no
gasto energético, se completamente ativado (26).

O TAM é considerado um o6rgdo com alta capacidade termogénica,
relacionada a uma resposta adaptativa a estimulos externos, principalmente ao frio.
As respostas fisioldgicas de adaptacédo ao frio estdo classificadas de acordo com a
presenca ou auséncia de tremor. E possivel que o tremor ao frio e o exercicio fisico
estejam intimamente relacionados, sendo eles potenciais dissipadores de energia
em forma de calor, provavelmente devido ao fato de que ambos envolvem contracao
muscular (27)

Portanto, além do frio, uma outra forma de ativar a termogénese é o exercicio
fisico. Uma revisdo sistematica realizada em 2017 avaliou os efeitos do exercicio
fisico regular na expressdo de genes e proteinas do TAM. A partir de 9 estudos
selecionados, os autores concluiram que o exercicio fisico regular ndo representaria
um estimulo suficiente para induzir a expressdo da proteina desacopladora 1
(UCP1) no TAM em animais saudaveis com peso normal. Entretanto, devido a
multiplicidades de protocolos, ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar a
influéncia do exercicio fisico no TAM em condi¢cdes especificas como em presenca
de dieta hiperlipidica, assim como na possibilidade de transformar o TAB em bege
(28,29).

1.6 GENES

1.6.1 Genes Relacionados a Termogénese do Tecido Adiposo

1.6.1.1 UCP1
A capacidade de dissipagéo de energia em forma de calor do TAM é mediada

pela expressao e atividade da UCP1. A UCP1 é um transportador mitocondrial do
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tecido adiposo termogénico, responsavel por dissipar a energia quimica resultante
do potencial de membrana mitocondrial na forma de calor (30,31).

No TAB, essa capacidade termogénica induzivel foi descrita recentemente,
apos determinados estimulos, e foi caracterizada pela presenca de goticulas
lipidicas multiloculares, alto teor de mitocéndrias e expresséo de genes relacionados
a termogénese, caracteristicos do adipdcito marrom, como o que codifica a UCP1
(32). Estas células foram inicialmente denominadas adipécitos marrons induziveis
(recrutaveis) ou adipdcitos bege ou descritas com o fenétipo de “amarrozamento” do
TAB, por apresentarem muitas das caracteristicas morfolégicas e moleculares dos
adipécitos marrons classicos (33). Apesar da semelhante capacidade termogénica,
adipécitos bege e marrons classicos expressam assinaturas genéticas diferentes e
caracteristicas moleculares distintas (34), devendo ser considerados como dois tipos
diferentes de células termogénicas. Dessa forma, uma maior expressao da UCP1 no
TAB e TAM, pode indicar um efeito positivo na regulacdo do metabolismo

energeético.

1.6.1.2 Prdm-16
Existe um numero muito pequeno de marcadores termogénicos especificos

que indicam diferenciacdo da gordura marrom expresso em pré-adipocitos brancos,
entre eles a proteina do dominio PR contendo 16 (Prdm-16). A Prdm-16 tem uma
funcao reguladora dominante e ativa um amplo programa que diferencia a linhagem
celular muscular em célula de TAM. Sua expressao esta relacionada a alta taxa de

consumo de oxigénio, caracteristica essencial da gordura marrom (35).

1.6.1.3 Pgcla
A proteina coativadora do receptor gama ativado por proliferador de

peroxissoma 1a (Pgc1a) também exerce seus efeitos regulatérios na atividade
termogénica e tem fungdo essencial na respiracdo celular mediada pela UCP1, uma
vez que sua delecdo reduz drasticamente o AMP ciclico (36). Ela € uma proteina
acessoria, inicialmente identificada como um coativador do PPARy e expressa
principalmente no TAM. No entanto, sua expressao pode ser induzida durante a
diferenciacdo de adipdcitos brancos ou até mesmo suprimida em obesos. Estudos

sugerem que o seu papel vai além de promover a termogénese induzida pelo frio,
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controlando também a biogénese mitocondrial e no metabolismo oxidativo em

camundongos e seres humanos (37).

1.6.1.4 Cidea
O gene ativador de morte celular (Cidea) € considerado uma proteina

mitocondrial altamente expressa no tecido adiposo. No TAM, a Cidea regula
negativamente a atividade da proteina UCP1. No TAB, ela tem como principal
funcao a regulacédo da deposicao de triglicérides nos adipdcitos e em outros tipos de
células, além de se correlacionar positivamente com a sensibilidade a insulina em
obesos (38).

1.6.1.5 Cox5b
O citocromo C oxidase da subunidade 5B (Cox5b) € uma enzima relacionada

a cadeia respiratoria mitocondrial. A expressdo de genes termogénicos no tecido
adiposo € aumentada pela inducédo ao frio, mas também pode ter relacdo com o
exercicio fisico. O exercicio aumenta a secre¢cdo do hormdnio irisina no tecido
muscular, o que também aumenta de forma robusta a expressao da proteina Cox5b,

induzindo ao amarronzamento do TAB (39).

1.6.2 Genes Marcadores Especificos de Adipocito Bege/Marrom

1.6.2.1 Cd40
O cluster de diferenciacdo 40 (Cd40) € um marcador seletivo de adipécitos

bege, que auxilia na distincdo destes para os adipocitos marrom e branco (39). Da
mesma forma, o Cd40 também estd envolvido nos mecanismos de resisténcia a
insulina, os quais tem relacdo com a atividade de infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo (40). E sugerido que a Cd40 tenha um papel no metabolismo do corpo
inteiro e esteja relacionado a disponibilidade de glicose em diversos tecidos.
Interessantemente, em camundongos com delecdo Cd40 em situagcbes de
obesidade induzida pela dieta, foi observado um aumento da expressao génica de
enzimas reguladoras das vias energéticas, assim como um aumento da producéo de

glicose hepatica (41).
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1.6.2.2 Tmem26
Assim como o Cd40, a proteina da transmembrana 26 (Tmem26) também é

um marcador seletivo de adipdcitos bege e esta presente em adipocitos marrom que
respondem positivamente para a expressdao de UCP1 (34). Perfis de adipécitos
especificos da gordura marrom estdo associados com a expressao de Tmem26, o
que sugere que essas linhagens de adipécitos possam coexistir em um mesmo local
(42). No entanto, pode haver muita heterogeneidade entre os tecidos (39). Em
camundongos, 0 Tmemz26 esta expresso em maiores concentracdes no TAB, sendo

sugerido como um bom marcador de células de tecido adiposo bege (43).

1.6.3 Genes Marcadores de Hormdnios Secretados pelo Tecido Adiposo

1.6.3.1 LEP (Leptina)
A leptina é um hormoénio secretado pelo tecido adiposo, sendo sua principal

funcdo a manutencdo do peso corporal, pois ele € um dos principais regulares do
apetite (44). No entanto, individuos obesos produzem uma grande quantidade deste
hormonio, que nem sempre é acompanhada da reducao do apetite, sugerindo uma
resisténcia a acdo deste horménio. Baixas concentracbes de leptina estariam
relacionadas a estado sistémico de déficit de energia enquanto altas concentracdes

estdo relacionadas a doencas metabolicas e obesidade (45).

1.6.3.2 ADIPOQ (Adiponectina)
A adiponectina € um horménio secretado pelo tecido adiposo e que tem

relacdo direta com a sensibilidade a insulina e eficiéncia energética. Mais
especificamente, a adiponectina age na oxidacao de acidos graxos e no aumento de
AMPK no musculo (46).

1.7 AMPK: PROTEINA RELACIONADA AO METABOLISMO ENERGETICO DO
TECIDO MUSCULAR

A 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) é uma
enzima ativada por miocinas que tem papel fundamental na homeostase energética
de diversos tecidos e sua ativagdo € inversamente proporcional ao contetado de
glicogénio, sendo considerada, portanto, um sensor de energia. A ativacao da AMPK
pode ocorrer em alguns estados de déficit de trifosfato de adenosina (ATP), como

apos estresse por calor, treinamento excessivo, hipoxia/isquemia e fome. Quando as
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concentracdes de creatina fosfato e ATP diminuem, as de creatina fosfato (CP) e de
monofosfato de adenosina (AMP) aumentam. O aumento na relacdo AMP/ATP pode
entdo ativar a AMPK agudamente. Além disso, a ativacdo da AMPK nos tecidos
periféricos parece neutralizar muitas das anormalidades celulares observadas em
modelos animais da sindrome metabolica, incluindo resisténcia a insulina,
inflamacéo e deposicao de lipidios. Por outro lado, sua desregulacdo pode contribuir
para essas anormalidades. AMPK €, portanto, capaz de facilitar a biogénese
mitocondrial do muasculo esquelético e regular o estado energético das células
musculares esqueléticas (47).

As mitocondrias sdo as geradoras de energia da célula e produzem ATP
através de duas formas: da utilizacdo do oxigénio proveniente do ambiente
(respiracéo celular) ou por meio do &cido piravico, resultante da quebra da glicose.
As fibras tipo 2 sdo chamadas de fibras glicoliticas pois possuem um baixo namero
de mitocondrias. Por este motivo, essas fibras sdo mais suscetiveis a falta de
energia (mudancas bruscas na relacdo de AMP/ATP), o que faz com que aumente a
fosforilacao (ativacdo) de AMPK, em comparacéo com as fibras tipo 1 (48).

As fibras musculares com caracteristicas de contracdo lenta apresentam uma
maior quantidade de energia em forma de triglicerideos em comparagdo com as
fiboras musculares de caracteristicas rapidas, indicando que o tipo de fibra esta
relacionado ao acumulo de triglicerideo intramuscular. Em nivel molecular, alguns
genes tém impacto consideravel no metabolismo dos lipideos do muasculo
esquelético, incluindo a enzima AMPK. A ativacdo da AMPK aumenta o nivel de
captacdo de glicose no muasculo esquelético e, consequentemente, aumenta a
oxidacao lipidica. Por outro lado, a desativacdo de AMPK reduz a oxidagdo de
acidos graxos e aumenta o acumulo de lipidios no musculo esquelético e,
conseguentemente, eleva os niveis de triglicérides (48).

E possivel que o exercicio fisico seja o mais poderoso ativador da AMPK e
um modelo Udnico para estudar seus muitos papéis fisiologicos. A AMPK é
considerada como reguladora central da captacdo de glicose muscular durante o
exercicio e estd envolvida na regulacdo da transcricAo génica muscular,
influenciando diretamente na sensibilidade a insulina. No entanto, ndo € qualquer
tipo de exercicio que ativa a AMPK. A ativacdo da AMPK é dependente da

intensidade do exercicio. Além da intensidade do exercicio, a magnitude da ativacéao
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da AMPK durante o exercicio também depende do contetdo de glicogénio inicial e
especifico daquele musculo (49).

A AMPK seria ativada agudamente em exercicios com intensidade alta ou de
longa duracé@o. Em estudos realizados com animais, sua a¢ao nos tecidos periféricos
pode ajudar no combate a obesidade, sindrome metabdlica e na resisténcia a
insulina. Apesar de ter influéncia no metabolismo dos lipideos, ainda ndo esté clara
qual sua relagdo com o aumento do gasto energético (50). No exercicio realizado
com intensidade alta, assim como de intensidade mais baixa mas por um tempo
prolongado, também pode haver uma deplecdo das reservas de ATP do musculo,
aumentando a ativacdo desta enzima que converte AMP, a AMPK (51).

J& foi relatado que, em situacbes de obesidade, com e sem diabetes, pode
haver uma diminuicdo da atividade da atividade da AMPK no mdsculo, em
comparacao com ativacdo de individuos normais, e a razdo para a diferenca entre
essas populacdes ainda nao foi esclarecida. Da mesma forma, existe a suposi¢céo de
que, em pessoas sedentdrias, a falta de ativacdo da AMPK poderia ter
consequéncias a longo prazo para a fungdo mitocondrial, além de outros eventos
qgue levam a disfuncao celular e doencas associadas (50).

No estudo transversal de Taylor e colaboradores (2016), verificou-se o efeito
de dois protocolos de exercicio intenso (intervalado 4x30 s ou continuo 1x2 min, all-
out) em homens ciclistas treinados e verificaram um aumento na ativagdo da AMPK
de 1,6x no intervalado e 1,3x no continuo, imediatamente apds o treinamento.
Entretanto, essa ativagdo voltou aos valores iniciais apés apenas trés horas (52).

Uma revisdo sisteméatica realizada em 2009 destaca a importancia da AMPK
como uma enzima sinalizadora do combustivel celular (mais precisamente a falta
dele) e sua ativacdo pelo exercicio fisico. Apesar de ter influéncia no metabolismo
dos lipideos, como sua acdo aguda na manutencao da do ATP através da utilizagéo
de acidos graxos, ainda néo fica claro qual sua relacédo direta com o aumento do
gasto energético (50). Desta forma, estudos sobre a ativacdo da AMPK apdés
diferentes protocolos de exercicio crénico em humanos e animais obesos sédo ainda

necessarios.
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3 JUSTIFICATIVA

A relevancia cientifica e o carater inovador do presente estudo residem na
investigacdo e descricdo, segundo nosso conhecimento ainda inédito, da expressao
concomitante de diversos marcadores moleculares sabidamente importantes sobre
as alteracdbes metabdlicas do tecido adiposo em diferentes protocolos de
treinamento fisico em associacdo com a dieta hiperlipidica, com potencial impacto
sobre o tratamento e prevencdo de comorbidades e doencas relacionadas a

obesidade, os quais ainda necessitam de esclarecimentos.

Os resultados provenientes desse estudo poderdo preencher lacunas na
busca de melhor entendimento dos efeitos biolégicos locais e sistémicos nas
interacBes do exercicio fisico, assim como também podem viabilizar a descri¢cdo do
padrdo de transcricdo de diversos marcadores moleculares do TAM e TAB,
concomitantemente, em diferentes condi¢des biologicas (fisiolégica e patoldgicas).
Este trabalho podera contribuir para o entendimento dos processos envolvidos,
fornecendo bases para a identificacdo de politicas publicas que visem a diminuicédo
do sedentarismo, assim como o possivel estabelecimento de protocolos de
treinamento adequados para cada desfecho de saude pretendido.

Diversos estudos avaliaram os efeitos do treinamento fisico baseados em
modelos animais com obesidade devido a mutacdes genéticas. No entanto, este
modelo ndo se assemelha com o que ocorre em seres humanos, tendo em vista que
séo raros os casos de individuos com alguma mutag&o genética que justifique por si
s6 o desenvolvimento da obesidade. Buscamos, entdo, a avaliacdo da obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, a qual se aproxima do ambiente ao qual estédo
submetidos o0s seres humanos.

Nesse sentido, observa-se ainda a caréncia de estudos que avaliem
claramente e simultaneamente os efeitos de diferentes intensidades e protocolos de
exercicio sobre as condi¢cdes de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, em
comparacdo a condigdes controle, sobre os mecanismos moleculares no tecido
adiposo, considerando também que a avaliacdo dos efeitos cronicos do exercicio

possui caracteristicas diferentes da avaliacdo dos efeitos agudos.
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4 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos de diferentes protocolos de treinamento fisico sobre a
aptidao fisica relacionada a saude, assim como na expressao de genes relacionados
a termogénese e a eficiéncia energética do tecido adiposo e tecido muscular, em um

modelo animal de obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

1. Caracterizar o modelo animal de indugcdo de obesidade por dieta hiperlipidica
e investigar o comportamento do peso dos animais e da massa dos tecidos,
consumo alimentar e hidrico antes e apés os protocolos de treinamento fisico
MICT e HIIT;

2. Investigar o perfil de expressdo de genes relacionados a termogénese do
TAM e TAB;

3. Investigar o perfil de expressdo de genes seletivos de diferenciacdo de
adipécitos bege e relacionados ao metabolismo energético no TAB, apds os
protocolos de treinamento fisico MICT e HIIT,;

4. Investigar a expressao de proteina AMPK no tecido muscular ap0s os

protocolos de treinamento fisico MICT e HIIT.
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5 METODOS

5.1 MODELO ANIMAL
Realizou-se estudo experimental com 20 camundongos machos isogénicos,

da linhagem C57BL/6. Os animais foram provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP), adquiridos mediante
um laudo técnico atestando a qualidade sanitaria dos animais (analise

bacterioldgica, bioquimica, hematolégica e parasitoldgica).

5.2 ALOJAMENTO DOS ANIMAIS
Durante o estudo, os camundongos foram divididos em cinco gaiolas, com até

5 animais (micro isolador em estante ventilada — Alesco, SP, Brasil), mantidos em
ambiente com temperatura controlada (~25°C) e 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

Medicina da Universidade de Brasilia, como demonstrado na Figura 4.

Figura 4. Alojamento dos animais no biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia.

5.3 DIETA E AGUA
Os camundongos chegaram ao Biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude
da Universidade de Brasilia com quatro semanas de vida e foram divididos

aleatoriamente em dois grupos.
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Um grupo (n=5) foi alimentado com dieta controle normolipidica AIN-93G
(15,8% de lipideos, 20,3% de proteina e 63,9% de carboidratos), formulada para as
fases de crescimento, gestacao e lactacéo de roedores, de acordo com as diretrizes
AIN-93 (53).

Outros trés grupos (n=15) foram alimentados com dieta hiperlipidica (57,2%
de lipideos, 15,2% de proteina e 27,6% de carboidratos) com o intuito de induzir a
obesidade nos animais.

Todos os animais foram submetidos a dieta especifica, desde quatro
semanas de vida, periodo que representa o inicio da puberdade até o final do estudo
(32 semanas de vida).

A dieta controle e a dieta hiperlipidica foram fornecidas na forma de pellet. A
agua oferecida era devidamente tratada e filtrada, prépria para consumo dos

animais. O acesso tanto a dieta quanto a agua foi ad libitum.

5.4 DELINEAMENTO DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO

Apbés 20 semanas de cada dieta especifica (grupo CC: dieta controle
normolipidica, e grupos CH, MO e IN: dieta hiperlipidica), os camundongos, entdo
com 24 semanas de vida, foram submetidos a quatro condigbes experimentais
independentes:

Grupo CC (animais controle, sem inducdo de obesidade - dieta
normolipidica —, sem treinamento fisico): constituido de animais que nao foram
submetidos a nenhum treinamento fisico, isto €, foram mantidos apenas com sua
mobilidade espontéanea.

Grupo CH (animais induzidos a obesidade com dieta hiperlipidica, sem
treinamento fisico): constituido de animais obesos que néo sofreram nenhum tipo
de intervencdo fisica, isto €, foram mantidos apenas com sua mobilidade

espontanea.

Grupo MO (animais induzidos a obesidade com dieta hiperlipidica e com
treinamento continuo de intensidade moderada — MICT): constituido de animais
obesos que foram submetidos a treinamento continuo de intensidade moderada.

Grupo IN (animais induzidos a obesidade com dieta hiperlipidica e com
treinamento intervalado de alta intensidade — HIIT): constituido de animais

obesos que foram submetidos ao treinamento intervalado de alta intensidade.
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Os protocolos experimentais de intervencdo com treinamentos fisicos, bem
como respectivos controles sem atividade fisica (grupos CC e CH) foram realizados

concomitantemente e tiveram duragédo de 8 semanas.

A representacao do delineamento do estudo pode ser observada na Figura 5.

Desenho do Estudo

. 20 Exercicio 8
Dieta + Dieta
semanas semanas semanas

N
Teste de Teste de
Esteira Esteira
| | |
| |
Familiarizagao Eutanasia

Figura 5. Esquema ilustrativo do delineamento experimental do estudo realizado em
um periodo de 32 semanas.

5.5 PROTOCOLO DE AVALIACAO E TREINAMENTO FiSICO

5.5.1 Familiarizacdo na Esteira

Uma semana antes de iniciar o teste de capacidade aerdbia, todos os animais
foram submetidos a familiarizacdo ao treinamento fisico em esteira ergométrica
prépria para estudos experimentais em camundongos, durante cinco dias (Figura 6).
A familiarizag&o ocorreu diariamente, utilizando uma velocidade de 6 m/min, durante

5 min, com uma inclinacdo constante de 25° (adaptada de 54, 55).
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Figura 6. Esteira para camundongos (AVS Projetos®).

5.5.2 Avaliacdo da Capacidade AerGbia
Ap6s uma semana de familiarizacdo, os animais foram submetidos a um

protocolo de rampa para a avaliacdo da capacidade aerdbia. Para realizacdo do
protocolo de rampa, foi utilizada uma velocidade inicial de 6 m/min, seguida de
aumentos de 2 m/min a cada 2 min, com inclinagédo constante de 25°. O avaliag&o foi
interrompida no momento que o animal ndo era mais capaz de continuar correndo
(adaptada de 54,55). No momento da avaliacdo, foi computada a maior distancia,
velocidade e tempo de cada animal. Os resultados obtidos foram utilizados para o
planejamento dos protocolos de treinamento. Esta avaliacdo foi realizada antes e

apos oito semanas do treinamento.

5.5.3 Treinamento Continuo de Intensidade Moderada
AplOs aquecimento de 5 min (em carga de 50% da velocidade maxima

atingida no teste), o animal correu continuamente a 70% da velocidade maxima
atingida pelo seu grupo na avaliacdo da capacidade aerobia, durante 60 min, em 5

dias por semana, por 8 semanas.

5.5.4 Treinamento Intervalado de Alta Intensidade
ApoOs aquecimento de 5 min (em carga de 50% do maximo previsto), foram

realizadas corridas de alta intensidade, a 85-90% da velocidade maxima atingida no
protocolo de rampa da esteira, durante 4 min com intervalo de recuperagéo ativa de
3 min (70% maximo) entre as corridas, com duracao total de no maximo 60 min em 5

dias por semana, por 8 semanas.
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O tempo de treinamento dos animais foi reduzido em 50% na primeira
semana de treinamento para evitar desgaste fisico excessivo dos animais em ambos
0s grupos. Por outro lado, a velocidade maxima foi aumentada ao final da quarta
semana em mais 2 m/min para ambos 0s grupos, com intuito de garantir as
adaptacbes decorrentes do treinamento. As duas estratégias resultaram em
mudancas na distancia total percorrida diariamente nas referidas semanas, de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Distancia média percorrida semanalmente pelos grupos que realizaram
protocolo de treinamento.

Semana MO (m) IN (m)
1 236,7 17,3 236,7+17,3
2 736,4 £ 56,1 736,4 £ 56,1
3 761,0+ 89,4 800,4+15
4 810,1+6,4 804,6 + 2,2
5 867,4+4,4 857,0 £ 10,2
6 859,2+54 850,014
7 853,6 + 3,6 851,6 +0,9
8 862,4 + 15,8 860,8 + 19,7

MO: Obesos/treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de
alta intensidade

Para manutencdo da corrida dos animais durante o treinamento, a esteira
utilizada dispfe de sistema de estimulo elétrico de baixa intensidade (até 3 mA) no
final de cada baia.

Os protocolos de treinamento foram planejados e baseados no estudo
realizado por Haram et al. (2009) (56).

5.6 EUTANASIA
A eutanasia foi realizada 96 h apds o término do protocolo de treinamento

fisico. Os animais foram eutanasiados no periodo matutino (entre 9 h e 12 h) por
meio de anestesia com o farmaco isofluorano (Forane, Abbott, Brasil). Em seguida,
os animais foram decapitados utilizando guilhotina comercial especifica para
camundongos adultos (Kent Scientific Corporation, USA), seguindo-se protocolos

padronizados e aprovados para este procedimento.
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Os animais foram eutanasiados ordenadamente, de forma a igualar as
condi¢cdes entre os grupos. Em seguida, o sangue do tronco foi coletado e os tecidos
de interesse foram dissecados (Figura 7), pesados e armazenados: TAM (depdsito
interescapular), TAB subcutaneo (depésito inguinal), TAB visceral (depodsito
epididimal), TAB visceral (depdsito retroperitoneal), musculos soéleo, musculo

gastrocnémio, coracéo, figado e testiculos.

ieiny ”
Figura 7. Camundongo com obesidade induzida por dieta hiperlipidica da linhagem
C57BL6 antes da eutanasia (A) e apds eutanasia (B). Tecido adiposo branco
visceral (depésito epididimal), testiculos e epididimos de animal obeso (grupo CH)
apos eutanasia, sendo preparados para pesagem a ser realizada em balanca de alta
precisao.

5.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A TERMOGENESE
DO TECIDO ADIPOSO

Os tecidos foram pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido,
sendo armazenados a uma temperatura de -80 °C para avaliagcdo da expressédo de
genes relacionados as vias moleculares relacionadas a termogénese do TAM
(depdsito interescapular) e do TAB subcutaneo (depdsito inguinal).

O método de transcricéo reversa seguida de reacdo em cadeia de polimerase
em tempo real (RT-gPCR) foi utilizado para a determinacdo do perfil de expressao
de mRNA dos genes UCP1, Cidea, Prdm-16, Pgc1a Tmem26, Cd40, LEP e ADIPOQ
utilizando kit comercial SYBR GREEN (Life Technologies), de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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O RNA total do tecido foi extraido apdés uma amostra dos TAB (epididimal e
inguinal) e TAM (interescapular) de cada animal ter sido coletada e homogeneizada
em tubos coénicos de 15 mL. Foi utilizado o equipamento triturador Ultra-Turrax (IKA
Works, Inc., EUA) sob o gelo, adicionando o reagente Trizol (Invitrogen, Life
Technologies, EUA) na proporcédo de 0,1 g de tecido por mL de Trizol.

Uma vez que aproximadamente 250 mg de tecido foi homogeneizado, o
material foi incubado a uma temperatura ambiente, durante 5 min. A amostra foi
entdo transferida para tubos eppendorf estéreis (1,5 mL) e centrifugada a 14000
rpm, por 10 min, a 4 °C.

O material sobrenadante foi coletado e foi adicionado cloroférmio (1:5)
seguido da precipitacdo de RNA, usando 500 uL de isopropanol absoluto (por mL de
Trizol utilizado na etapa de homogeneizacéao).

O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75%
gelado. Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados a 9000 rpm, durante 5
min, a 4° C. O sobrenadante foi descartado e os tubos vertidos sobre gaze estéril
para secagem do pellet. O pellet foi ressuspendido em 50 uL de agua ultrapurificada.
As amostras foram mantidas a -80 °C até sua utilizacao.

A mensuracdo da concentracdo de RNA total obtido em cada amostra foi
realizada em espectrofotometro (Nano-Vue Plus®), por meio de leitura na faixa de
absorbancia de luz a 260 - 280 nm. A concentracdo média de RNA encontrado em
cada amostra foi de 241 + 143 ng/ul e a pureza de 1,9 £ 0,1 (razéo 260/280).

Todas as reagdes de gPCR foram realizadas em triplicata em uma placa de
96 pocos, preparadas com amostra do RNA diluida em &gua (RNase free). As
reacoes foram conduzidas em termociclador AB7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA).

A quantificacdo relativa do RNAm para cada um dos genes alvo foi
determinada pelo método comparativo AACt, com normalizagdo para o gene de
referéncia que codifica a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Para isso,
os valores de Ct obtidos para cada amostra nas reacfes de amplificacdo dos genes
alvo (cuja expresséao se objetivou quantificar) foram subtraidos do valor do Ct obtido
para as mesmas amostras nas reacoes de amplificacdo do gene referéncia (Gapdh),
sendo obtido o ACt.

ACt = Ct gene alvo — Ct gene referéncia
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Segundo este método, a expressado relativa do gene alvo corresponde ao

valor obtido pela férmula aritmética 2"*2“', em que AACt = ACt inervencao — ACt calibrador-

Os resultados encontrados foram apresentados em trés condicbes para
comparacao entre os grupos. Uma comparacao considerou o grupo de animais com
obesidade induzida por dieta e sem treinamento fisico (CH) como calibrador em
comparacao aos grupos MO e IN, também com obesidade induzida por dieta, porém
treinados. Adicionalmente, foram apresentadas comparagdes considerando o grupo
com dieta controle normocalorica, ndo treinado (CC) em comparacdo aos grupos
CH, MO e IN.

5.8 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA AMPK

As proteinas totais dos tecidos do musculo gastrocnémio e séleo foram
extraidas e utilizadas em ensaios de Western-Blotting para quantificagdo indireta,
utilizando anticorpos especificos para a proteina AMPK (AMPK-total), assim como
para a avaliacdo da sua atividade (AMPKa-fosforilada™*"?).

Para extracdo da proteina, foram utilizados aproximadamente 50 mg de
amostra dos musculos gastrocnémio e séleo de cada animal, os quais haviam sido
coletados e estavam congelados a temperatura de -80 °C. Esses tecidos foram
triturados e homogeneizados em um tampao RIPA com inibidores de proteinase e
fosfatase por aproximadamente 20 s utilizando um triturador Ultra-Turrax (IKA
Works, Inc., EUA) no gelo. Em seguida, o material homogeneizado obtido foi
centrifugado a 12000 rpm durante 20 min em uma temperatura de 4 °C. Apos a
centrifugagdo, o conteudo sobrenadante foi coletado e armazenado a temperatura
de -80 °C.

A gquantidade de proteina em cada amostra foi determinada através da leitura
da absorbancia no espectrofotdmetro (Thermo Scientifc, UK), utilizando o método de
Lowry.

A partir dos resultados obtidos, a amostra foi desnaturada em um tampéao
contendo Tris-HCI, glicerol (8%), sulfato de sddio (10%), 2-B-mercaptoetanol (0,4%)
e bromofenol (0,05%). O conjugado obtido continha um volume total igual em cada
amostra e foi aguecido em agua a uma temperatura de 100 °C, durante 5 min.

Em seguida, 25 pg de cada amostra foi despejado em cada poco do gel

separador de poliacrilamida para corrida de separagdo do peso molecular por



44

eletroforese utilizando 100 V por 2 h (SDS-PAGE). Os géis foram transferidos
(transferéncia umida) para uma membrana de PVDF utilizando 100 V por 2 h. As
membranas foram entdo bloqueadas (leite desnatado 5%) por mais 2 h a
temperatura ambiente. As membranas foram lavadas com TBS-T (3 x 5 min) antes
de serem incubadas por 12 h (overnight) com os anticorpos primarios anti-
fosfoThrl72 (nimero 2531) ou anti AMPK-total (nUmero 2532) (Abcam, EUA).

Em seguida, as membranas foram lavadas novamente com TBS-T (3 x 5 min)
e entdo incubadas com anticorpo secundario anti-rabit (Bio-Rad, UK) durante 1 h a
temperatura ambiente. Depois da lavagem (6 x 5 min), foi adicionado um tampé&o
para reacao de quimiluminescéncia (SuperSignal, Thermo Fisher Scientifc, Rockford,
IL, EUA).

Ao final, as imagens foram obtidas utilizando o0 equipamento
fotodocumentador (Amersham Imager 600 - GE Healthcare Life Sciences, EUA). A
partir das imagens, as densidades das bandas foram quantificadas indiretamente
utilizando o software Image J. Os valores da proteina AMPK-fosforilada e da
proteina AMPK-total foram apresentados, assim como o seu valor normalizado
(AMPK-fosforilada/AMPK-total).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise descritiva e inferencial das variaveis quantitativas
continuas entre os diferentes grupos experimentais. Todas os valores das variaveis
do estudo foram expressos como média e erro-padrdo da média. A andlise da
distribuicBo da amostra foi realizada utilizando o teste estatistico de Shapiro-Wilk,
que definiu a utilizacdo dos testes estatisticos apropriados para cada caso.

Na estatistica inferencial de dados paramétricos, foi utilizada a analise de
variancia de um fator (one way- ANOVA) seguida do pdés-teste de Tuckey para a
comparacao entre as médias de todos 0s grupos experimentais, para as seguintes
variaveis: da analise fenotipica (consumo de agua e dieta, peso) e massas dos
tecidos coletados ap0s eutanasia. Para efeitos de analise, os valores absolutos das
massas dos tecidos coletados foram corrigidos para o peso total do animal, com
valores finais apresentados em mg/g de tecido. O teste “t” de student foi utilizado
para comparar as variaveis do treinamento (distancia média percorrida por dia pelos

dois grupos submetidos ao treinamento na esteira).
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Na estatistica inferencial de dados ndo-paramétricos foi utilizada a analise de
variancia de Kruskal-Wallis, seguida do pds-teste de Dunn, para a comparacdo da
média entre 0s grupos para a expressao de genes termogénicos do TAM e TAB,
assim como para a expressdao da proteina AMPK-total e AMPK-fosforilada nos
musculos gastrocnémio e soleo.

Para analise das correlacdes entre a massa dos tecidos, a expressao de Ucp-
1 no TAB subcutaneo e a aptidao fisica, foi utilizado o teste de Spearman. As
correlagdes foram avaliadas considerando todos os animais do estudo (n=20)
visando gerar maior heterogeneidade de cada variavel dentro de cada correlacéo
investigada, sendo assim, fator necessério para a analise de correlacao.

A andlise das diferencas entre as comparagdes instituidas foi considerada
estatisticamente significativa quando as probabilidades bicaudais das suas
ocorréncias devidas ao acaso foram menores ou iguais a 5% (p<0,05). Foi
considerada tendéncia estatistica quando as probabilidades das suas ocorréncias
devidas ao acaso foram menores que 10% e maiores que 5% (p<0,10).

Os dados foram analisados utilizando software estatistico GraphPad Prism 7
(Software, EUA) e SPSS Statistical Package of Social Sciences (Software, EUA).

5.10 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos realizados durante o estudo estdo de acordo com as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
CONCEA (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos) (Concea 2013). O projeto foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia, com Unb-Doc
namero 33236/2015 (ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO PELO COMITE
DE ETICA EM USO ANIMAL)

Os animais foram eutanasiados seguindo as diretrizes sugeridas pelo Guia
Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia em Animais (CFMV - 2013) e pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA (Diretrizes da
Pratica de Eutandsia do CONCEA - 2013) que preconizam 0 uso de métodos
(quimico e fisico) capazes de induzir a perda de consciéncia e a morte sem estresse
dos animais (anestesia seguida por decapitacdo). Este método de eutanasia €&
considerado aceitavel para roedores de pequeno porte (CONCEA - Resolucdo

Normativa, N° 13, 2013). Apdés a eutanasia, as carcacas dos animais foram
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descartadas seguindo as normas para este tipo de residuo, Lei Nacional de
Residuos Solidos N° 12.305/2010.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE FENOTIPICA ANTES DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO
Foram calculados os consumos médios de agua e dieta dos animais,

comparativamente entre cada um dos grupos (CC, n=5; CH, n=5; MO, n=5; e IN,

n=5) antes do protocolo de treinamento fisico.

6.1.1 Consumo de Agua
Os grupos que receberam dieta hiperlipidica (CH, MO e IN) (14,3 + 3,0 mL)

consumiram menos agua (-3,1 mL/dia, -3,2 mL/dia e -3,1 mL/dia, respetivamente)
em comparagcdo com o grupo controle (CC). Os grupos CH, MO e IN consumiram
quantidades médias de agua estatisticamente semelhantes.

6.1.2. Consumo de Dieta
Com relacdo a energia proveniente da dieta, dois grupos que consumiram

dieta hiperlipidica (MO e IN) consumiram mais energia proveniente da dieta (+39
kJ/dia, +45 kJ/dia, respectivamente) em comparacdo ao grupo controle (CC). No
entanto os grupos CC e CH consumiram estatisticamente a mesma quantidade de
dieta. Os trés grupos que consumiram dieta hiperlipidica (CH, MO, IN) consumiram,
comparativamente, a mesma quantidade de energia proveniente da dieta (kJ/dia).

Esta diferenca no consumo energético entre 0s grupos ja era esperada, pois,
a dieta hiperlipidica é constituida de uma maior quantidade de energia por grama
(22,38 kJ/dia) em comparagao com a dieta controle (16,74 kJ/dia). Dados de acordo
com a Tabela 2.

Tabela 2. Consumo médio de 4gua e dieta antes do protocolo de treinamento fisico.
Dados apresentados como média + EPM.

CC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*
Agua (ml/dia) 14,3+ 3,0 11,2+2,7 11,1+2,4 11,2+2,3 p<0,001 CH,MO,IN<CC
Dieta (kJ/dia) 190,0+ 36,5 210,9+41,4 229,0+429 2356+45,6 p<0,01 MO,IN>CC

* Tuckey (p<0,05)
CC: Dieta Controle/Sem intervenc¢é@o CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervengdo MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado
Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado
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6.1.3 Peso Dos Animais
Os grupos (CC, CH, MO e IN) iniciaram suas respectivas dietas (peso inicial)

com pesos estatisticamente semelhantes.

Apods 20 semanas de dieta, os grupos que receberam dieta hiperlipidica (CH,
MO e IN) apresentaram o peso (peso final) maior (+7,6 g, +9,1 g e +12,1 g,
respectivamente) do que o grupo que recebeu dieta controle (CC). Assim, todos os
grupos que receberam dieta hiperlipidica (CH, MO e IN) tiveram uma diferenca de
peso maior, comparativamente ao grupo que recebeu dieta controle (CC). Dados

demonstrados na Tabela 3 e Figura 8.

Tabela 3. Variacdo do peso dos animais antes do protocolo de treinamento fisico.
Dados apresentados como média + EPM.

CcC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*
Peso Inicial (g) 12,1+27 110+£2.1 125+4,9 12,8+3/4 p=0,844
Peso Final (g) 273+35 349440 364+59  394+37  p<00l  CH*MO,IN>CC
Eg;;e(g‘)?a de 151+4,6 239+32 238+38 266+31 p<0,00l CH,MO,IN>CC

* Tuckey (p<0,05) * Tuckey (p<0,10)

CC: Dieta Controle/Sem intervencé@o CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervengdo MO: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado
Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado
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CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade. DHL: dieta hiperlipidica.
* (p=0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001).

Figura 8. Ganho de peso entre grupos, antes do protocolo de treinamento fisico.
Dados apresentados como média + EPM.
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6.2 ANALISE FENOTIPICA DURANTE O PROTOCOLO DE TREINAMENTO
FiSICO.

Apds 20 semanas de dieta, os animais que receberam dieta hiperlipidica
(DHL, n=15) foram divididos em trés grupos de animais obesos (CH, MO e IN),
formando assim os grupos do protocolo de treinamento fisico (CC: n=5, CH: n=5,
MO: n=5 e IN: n=5). Durante o periodo de treinamento fisico, foram calculados os

consumos médios de agua e dieta dos animais, comparativamente entre 0s grupos.

6.2.1 Consumo De Agua
Durante o protocolo de treinamento fisico, os dois grupos de animais obesos

submetidos aos dois protocolos de treinamento (MO e IN) e o grupo controle (CC)
consumiram significativamente mais agua (+4,5 mL/dia, +3,9 mL/dia e +3,2 mL/dia,
respectivamente), em comparacdo com 0 grupo controle-obesos (CH). Os grupos
CC, MO e IN consumiram quantidades de &gua estatisticamente semelhantes,

comparativamente entre eles. Dados apresentados na Tabela 4.

6.2.2 Consumo de Dieta
Durante o protocolo de treinamento fisico, os dois grupos de animais obesos

submetidos aos dois protocolos de treinamento (MO e IN) e o grupo controle (CC)
consumiram quantidades semelhantes de dieta por dia. JA o grupo controle-obesos
(CH) consumiu menos 2,0 g/dia de dieta em relagdo ao controle (CC).

Os dois grupos submetidos ao treinamento (MO e IN) consumiram mais
energia da dieta (+52 Kj/dia e +60,4 Kj/dia, respectivamente) do que o grupo controle
(CC), mas a mesma energia proveniente da dieta do que o grupo controle-obesos

(CH). Dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Consumo de agua e dieta durante o periodo de treinamentos fisicos.
Dados apresentados como média + EPM.

CcC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*
Agua (ml/dia) 18,0+ 0,9 13,5+0,9 17,4+0,9 16,7+ 1,0 p<0,01 CC,MO,IN>CH
Dieta (g/dia) 13,8 +0,6 11,8+0,4 12,6 +0,6 13,0+0,5 p=0,09 CH*<cC
Dieta (kJ/dia) 230,8+10,1 263,4+9,8 2828+13,7 291,2+11,85 p<0,01 MO,IN>CC

*(p<0,05) #(p<0,10), post hoc.
CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade.
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6.2.3 Peso
Imediatamente antes de iniciar o periodo de intervencdo com treinamentos

fisicos (peso inicial), todos os grupos de animais obesos (CH, MO e IN)
apresentaram uma média de peso significativamente maior (+7,6 g, +9,1 g e +12,1 g,
respectivamente) do que o grupo controle (CC).

Imediatamente ap0s o término do protocolo de treinamento fisico (peso final),
0 peso dos animais foi semelhante entre todos os grupos. Adicionalmente, ambos os
grupos submetidos ao treinamento (MO e IN) tiveram uma tendéncia em ganhar
menos peso (-2,8 g e -2,6 g, respectivamente) do que o grupo controle (CC).
Interessantemente, o ganho de peso entre os dois grupos controle (CH e CC),
durante o protocolo de treinamento fisico foi estatisticamente semelhante, assim
como o ganho de peso entre grupos que fizeram exercicio (MO e IN). Somente o
grupo que realizou treinamento continuo de intensidade moderada (MO) teve uma
tendéncia em ganhar menos peso (-2,6 g) que o grupo controle-obesos (CH).
Portanto, embora todos os grupos tenham ganhado peso, os dois grupos que
realizaram treinamento em diferentes intensidades (MO e IN), ganharam menos

peso do que o grupo controle (CC). Dados de acordo com a Tabela 5 e Figura 9.

Tabela 5. Variacdo do peso dos animais durante o periodo de treinamentos fisicos.
Dados apresentados como média + EPM.

CcC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*
Peso Inicial (g)* 273+35 349+40 364+59 394+37 p<0,01L CH*MO,IN>CC
Peso Final (g) ? 336+50 41,0+41 399466 43,0+43 p<0,05
Ganho de peso () 6,3+22 6,1+12 35+1,7 3,7+0,9 p<0,05 MO,IN<CC; MO<CH

*(p<0,05) #(p=<0,10), post hoc., post hoc

CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade

! peso no inicio do periodo de treinamentos fisicos, isto é, apés 20 semanas de dieta normolipidica (CC) ou hiperlipidica (CH,
MO, IN)

% peso final, apés 8 semanas do periodo de treinamentos fisicos.
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CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade. DHL: dieta hiperlipidica.
* (p=0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), *(p<0,10),

Figura 9. Ganho de peso ao final do protocolo de treinamento fisico,
comparativamente entre os grupos. Dados apresentados como média + EPM.

6.3 PROTOCOLOS DE TREINAMENTO

O grupo que realizou treinamento intervalado de alta intensidade (IN)
percorreu uma distancia diaria de treinamento semelhante ao grupo que realizou
treinamento continuo de intensidade moderada (MO). Porém, o grupo IN realizou o
treinamento em um tempo significativamente menor (-8,6 min/dia) em comparacéo
ao grupo MO.

Dados de acordo com a Tabela 6 e Figura 10.

Tabela 6. Comparacdo do tempo e da distancia percorrida entre os protocolos de
treinamento. Dados apresentados como média + EPM.

MO IN Teste "t"
Distancia (m/dia) 748,4 £ 204,4 749,7 £ 201,4 p=0,97
Tempo (min/dia) 53,4 £ 15,4* 448 +12,8 p=<0,05

MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de alta intensidade
*MO>IN.
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MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de alta intensidade.
* (p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), #(p<0,10),

Figura 10. Distancia percorrida e tempo dispendido diariamente entre os grupos MO
e IN, durante os protocolos de treinamento. Dados apresentados como média +
EPM.

6.4. ANALISE DAS VARIAVEIS DO TREINAMENTO

6.4.1 Distancia Percorrida

Antes do inicio do protocolo de treinamento fisico, a distancia percorrida
(distancia inicial) no teste de esteira por todos os grupos de animais obesos (CH,
MO e IN) foi menor (-45,2m, -50,2 m e -48,2 m, respectivamente) do que 0 grupo
controle (CC).

ApOs o protocolo de treinamento fisico, a distancia percorrida (distancia final)
no teste de esteira pelos dois grupos que realizaram treinamento (MO e IN) e o
grupo controle (CC) foram significativamente maiores (+194,8 m, +152,0 m e +108,5
m, respectivamente) em comparagdo somente com 0 grupo controle-obesos (CH).
Adicionalmente, ndo houve diferenca na distancia final percorrida entre os protocolos
de treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles.

Portanto, a diferenca da distancia percorrida antes e apds os protocolos
experimentais (distancia delta) foi significativamente maior (+199,8 m e +155,0 m,
respectivamente) nos dois grupos de treinamento (MO e IN) em compara¢do com o
controle-obesos (CH). Somente o grupo que realizou treinamento continuo de
intensidade moderada (MO) teve um aumento na distancia percorrida no teste em

comparacao ao grupo controle (CC). Ambos 0s grupos que realizaram os protocolos
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de treinamento com diferentes intensidades (IN e MO) tiveram aumentos
semelhantes na distancia percorrida, comparativamente entre eles.

Dados de acordo com a Tabela 7 e Figura 11.
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CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade.
* (p0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), *(p<0,10)

Figura 11. Diferenca da distancia percorrida no teste de esteira entre 0s grupos

submetidos aos protocolos de treinamento. Dados apresentados como média +
EPM.

Tabela 7. Distancia percorrida no teste de esteira. Dados apresentados como média
+ EPM.

CcC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*

Distancia Inicial (m) 238,2+ 14,1 193,0+17,5 188,0+29,5 190,0+33,6 p<0,05 CH,MO,IN<CC
Distancia Final (m) 356,4+26,0 247,8+42,1 442,6+86,7 399,8+73,3 p<0,001 CC,MO,IN>CH
Distancia Delta (m) 118,2+285 548+30,8 2546+79,2 209,8+80,2 p<0,001 MO>CC; MO,IN>CH

*(p=<0,05)

CC: Dieta Controle/Sem intervenc@o CH: Obesos/Sem intervencéo IF: Obesos/Inatividade Fisica MO: Obesos/Treinamento
continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de alta intensidade

6.5 ANALISE DESCRITIVA E INFERENCIAL DOS TECIDOS COLETADOS POS
EUTANASIA

Apés o término do protocolo de treinamento fisico, os animais foram
eutanasiados e os tecidos de interesse foram coletados e devidamente pesados,

para caracterizagdo da amostra e comparagao entre os grupos. Os dados estao
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apresentados como massa do tecido relativa ao peso do animal na Tabela 8. As

representacdes gréaficas desses dados encontram-se na Figura 12.

6.5.1 Tecido Adiposo Marrom
A massa do TAM (depdsito interescapular) do grupo submetido ao protocolo

de treinamento intervalado de alta intensidade (IN) foi significativamente maior (+3,7
mg/g) do que o grupo controle (CC). No entanto, ndo houve diferenca na massa do
TAM (deposito interescapular), comparativamente entre os grupos de treinamento
(MO e IN).

Dados de acordo com a Figura 12A e Tabela 8.

6.5.2 Tecido Adiposo Subcutaneo
As massas do TAB subcutaneo (depdsito inguinal) dos trés grupos de animais

obesos (CH, MO e IN) foram significativamente maiores (+23,0 mg/g, +15,8 mg/g e
+20,6 mg/g, respectivamente) do que o grupo controle (CC). Entretanto, ndo houve
diferenca entre os grupos de treinamento para a massa do TAB subcuténeo,
(depdésito inguinal), comparativamente entre os grupos (MO e IN).

Dados de acordo com a Figura 12B e Tabela 8.

6.5.3 Masculo Gastrocnémio
As massas do muasculo gastrocnémio dos grupos CH e MO foram

significativamente menores (-5,6 mg/g e -5,8 mg/g, respectivamente) do que no
grupo controle com dieta controle (CC). No entanto, a massa do musculo
gastrocnémio do grupo IN néo foi diferente em relagéo ao controle (CC).

Dados de acordo com a Figura 12E e Tabela 8.

6.5.4 Coracéo
A massa do coracao foi estatisticamente diferente entre os dois grupos

controles (CH e CC). A massa do coracédo do grupo controle-obesos (CH), portanto,
foi significativamente menor (-0,8 mg/g) do que a do controle (CC). Por outro lado, a

massa do coracdo do grupo que realizou treinamento continuo de intensidade
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moderada (MO) foi maior (+0,9 mg/g) do que a do grupo controle-obesos (CH).
Adicionalmente, ndo houve diferenca entre os grupos de treinamento.

Dados de acordo com a Figura 12H e Tabela 8.

6.5.5 Testiculos
As massas dos testiculos do grupo controle-obesos (CH), assim como do

grupo de treinamento continuo de intensidade moderada (MO) foram menores (-1,8
mg/g e -1,4 mg/g, respectivamente) do que a do grupo controle (CC). No entanto,
somente o grupo que fez treinamento intervalado de alta intensidade (IN) apresentou
massa dos testiculos semelhante ao controle (CC). Nao houve diferenca entre os
protocolos de treinamento.

Dados de acordo com a Figura 12G e Tabela 8.

6.5.6 Outros tecidos
A massa dos outros tecidos de interesse, coletados dos animais e

devidamente pesados, foi estatisticamente semelhante, comparativamente entre
todos os grupos experimentais (CC, CH, MO e IN) para o TAB visceral (depésito
epididimal), TAB visceral (depdsito retroperitoneal), figado e musculo séleo.

Dados de acordo com a Figuras 12 e Tabela 8.
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Figura 12. Massa de todos os tecidos de interesse coletados apos o final do
protocolo de treinamento fisico (Tecido Adiposo Marrom (TAM) (A); TAB subcutaneo
(B); TAB visceral — depésito epididimal (C); TAB visceral — depdsito retroperitoneal
(D); Gastrocnémio (E); Soleo (F); Testiculo (G); Coracao (H); Figado (1)), corrigidas

para o peso do animal (mg/g). Dados apresentados como média + EPM.
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Tabela 8. Massa dos tecidos coletados pds eutanésia. Dados apresentados como
meédia + EPM.

Valores relativos (mg/g) CcC CH MO IN ANOVA  Post-Hoc*

Tecido adiposo marrom

. 6,3+0,6 74+14 95+0,8 10,0£0,6 p=<0,05 IN*>CC
(subclavicular)

Tecido adiposo branco

A S 16,4+2,1 39,4+18 32,2+4;3 37,050 p<0,001 CH,MO,IN>CC
subcutaneo (inguinal)

Tecido adiposo branco
visceral (epididimal)

Tecido adiposo branco

396+45 40,1+41 34,1+25 208+11 p=0,130

visceral 182+25 201+1,6 21,1+6,1 21,1+15 p=0,925
(retroperitoneal)

Gastrocnémio 12,8+ 1,0 7,4+0,9 7,0+0,7 9714 p<0,01 CH,MO<CC
Séleo 04+010 0,4+0,04 0,4+0,04 0,5+0,02 p=0,883

Testiculos 55+0,3 3,7+0,5 4,1+0,3 46+0,2 p<0,05 CH,MO*<CC
Coracgéo 41+0.3 3,3+0,1 4,2+0,3 3,7%+0,2 p<0,05 CC,MO>CH
Figado 41,8+0,1 434+44 42,4 +2.2 47427 p=0,519

*(p=0,05) *(p<0,10)

CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Obesos/Sem intervencéo IF: Obesos/Inatividade Fisica MO: Obesos/Treinamento
continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de alta intensidade. Dados demonstrados como
média + erro padréo da média.

6.5.7 Correlacdes
A massa média relativa do musculo gastrocnémio apresentou correlacao
positiva moderada (r=0,561) significante (p<0,05) com a massa do testiculo dos

animais de todos os grupos utilizados no estudo (n=20). De acordo com a Figura 13.

Gastrocn
[}
1

Testiculo (mg/g)

Figura 13. Correlacdo da massa do musculo gastrocnémio (mg/g) com a massa do
testiculo (mg/g) considerando os animais de todos os grupos (n=20).
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O aumento da capacidade cardiorrespiratoria medido pela distancia percorrida
apresentou uma correlacdo negativa (r= -0,645) com a transcricdo de UCP1 no TAM
(p<0,01) dos animais de todos os grupos utilizados no estudo (n=20). De acordo

com a Figura 14.

R¢=-0,645
p<0,01

Ucpl mMRNA - TAM
N
1

0 100 200 300 400

Delta Distancia (m)

Figura 14. Correlacdo da transcricdo de UCP1 no tecido adiposo marrom com o
delta da distancia percorrida no teste de rampa (m) considerando os animais de
todos os grupos (n=20).

A massa do TAB subcutaneo apresentou uma correlagdo negativa (r= -0,764)
com a transcricdo de UCP1 no TAB (p<0,001) dos animais de todos os grupos

utilizados no estudo (n=20). De acordo com a Figura 15.
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Ucpl mRNA - TAB subcutaneo

Figura 15. Correlacdo do tecido adiposo branco subcutdaneo (mg/g) com a
transcricao de UCP1 no tecido adiposo branco considerando os animais de todos os
grupos (n=20).
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6.6 ANALISE INFERENCIAL DA EXPRESSAO DA PROTEINA AMPK NO TECIDO
MUSCULAR

A expressdo da proteina AMPK foi avaliada nos tecidos dos musculos
gastrocnémio e soéleo. Os valores foram analisados comparativamente entre 0s
grupos e obtidos utilizando a andlise semi-quantitativa da expressao da proteina
fosforilada (ativada) e da proteina total, assim como o calculo da sua expresséo
relativa (fosforilada/total).

6.6.1 Musculo Gastrocnémio
Com relacdo a expressdao da proteina AMPK-fosforilada no mausculo

gastrocnémio, ndo houve diferenca entre o0s grupos, independentemente do
protocolo de treinamento.

No entanto, a expressdao da AMPK-total do grupo que realizou treinamento
intervalado de alta intensidade (IN) foi maior (+65,8) do que no grupo controle (CC).
Adicionalmente, a expressao da AMPK-total ndo foi diferente entre os protocolos de
treinamento (MO e IN).

No musculo gastrocnémio, a expressao da proteina AMPK-fosforilada foi
calculada relativamente a expressao da proteina-total (AMPK relativa) e ndo houve
diferenca entre os grupos estudados (CC, CH, MO e IN)

Dados de acordo com Figura 16 e Tabela 9.



60

A B
X 40- *
o X 120
= o
b 2 100
8 % - : T
g8 5 W gl
S T 204 S =
© 2 S 60-
T @ © =
o8 o 404
'3 10 b
3 S 20-
o a
@m0 r — o 0 ' .
< & & & ®© =
C ’ DHL : ’ DHL !
2.0
1.5 CcC CH MO IN
AMPK - )
fosforilada — " o

(fosforilada/total)
>

P total
ol 00 win | | W
¢ @ ©
: DHL '

A. Expressao da proteina AMPK-fosforilada no musculo gastrocnémio, entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). B. Expressao da
proteina AMPK-total no musculo gastrocnémio entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). C. Expressao da proteina AMPK relativa
(fosforilada/total) no musculo gastrocnémio entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). CC: Dieta Controle/Sem intervengéo CH:
Dieta Hiperlipidica/Sem interven¢éo MO:Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado.

*(p<0,05), **(p<0,01), **(p<0,001), ”(p<0,10). Post Hoc de Dunn.

Expressao relativa da proteina AMPK

Figura 16. Expressdo da proteina AMPK fosforilada (A), total (B) e relacdo entre
fosforilada/total (C) no musculo gastrocnémio, comparativamente entre 0s grupos.
Dados apresentados como média + EPM.

6.6.2 Masculo Soleo

Assim como no mauasculo gastrocnémio, a expressao da proteina AMPK-
fosforilada no muasculo sdleo néo foi estatisticamente diferente, comparativamente
entre 0os grupos experimentais (CC, CH, MO e IN).

Com relacdo a AMPK-total, o grupo controle-obesos (CH) foi maior (+39,2) do
gue no grupo controle (CC). Adicionalmente, a expressdo da proteina AMPK-total
nao foi diferente entre os protocolos de treinamento (MO e IN).

No musculo séleo, a expressdo da proteina AMPK fosforilada foi calculada
relativamente a expressao da proteina total (AMPK relativa) e ndo houve diferenca
entre os grupos estudados (CC, CH, MO e IN)

Dados de acordo com a Figura 17 e Tabela 9.
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A. Expressao da proteina AMPK-fosforilada no musculo séleo, entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). B. Expresséo da proteina
AMPK-total no musculo soleo entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). C. Expressao da proteina AMPK relativa (fosforilada/total)
no musculo soleo entre todos grupos experimentais (CC, CH, MO, IN). CC: Dieta Controle/Sem intervengao CH: Dieta Hiperlipidica/Sem
intervencao MO:Dieta Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado. *(p<0,05), **(p<0,01),

***(p<0,001), ”(p<0,10). Post Hoc de Dunn.

Figura 17. Expressdo da proteina AMPK fosforilada (A), total (B) e relacdo entre
fosforilada/total (C) no musculo séleo, comparativamente entre os grupos. Dados
apresentados como média + EPM.

Tabela 9. Expressao da proteina AMPK no musculo. Dados apresentados como
meédia + EPM.

AMPK CcC CH MO IN ANOVA Post-Hoc*

Musculo Gastrocnémio
(fosforilada)

Musculo Séleo
(fosforilada)

Musculo Gastrocnémio

9,00+£3,56 13,60+0,98 2440+6,28 21,60+9,14 p=0,41
1,40 + 0,25 1,00 + 0,55 0,4+0,25 1,20 + 0,49 p=0,20

33,40+8,99 86,80+11,27 79,00+19,60 99,20+15,36 p=<0,05 IN>CC

(total)
Misculo Séleo (total) 7404476 4660994 32,20%10,33 21404637 ps005 CH>CC
'(\"f/‘tjjt‘;‘f)'o Gastrocnémio  545+020  017+02  031+003 021+008 p=030

Mdsculo Séleo (f/total) 0,65+ 0,38 0,03+0,01 0,06 + 0,05 0,15+ 0,09 p=0,33

*(p=<0,05)

CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade
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6.7 ANALISES DE EXPRESSAO GENICA NO TECIDO ADIPOSO

6.7.1 Analise Da Transcricdo Génica De Genes Termogénicos No Tecido
Adiposo Marrom

Para avaliacdo da expressdo de genes termogénicos do tecido adiposo, foi
avaliada a expressao do gene UCP1 no TAM (depdsito interescapular) (Tabela 10 e
11).

A expressao génica da UCP1l no TAM foi menor nos dois grupos que
realizaram os protocolos de treinamento (MO e IN) (-0,62 e -0,62, respectivamente)
em comparacdo ao grupo controle-obesos (CH), quando considerado o calibrador
controle-obesos (CH) (Figura 18A).

Os resultados foram semelhantes mesmo quando o calibrador considerado foi
o grupo controle (CC) (Figura 18B). Nao houve diferenca entre os dois protocolos de
treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em nenhum caso.

A expressao génica da UCP1 no TAM foi maior (+1,08) no grupo controle-
obesos (CH) em comparacédo ao controle (CC) (Figura 18C).

B

w
1
w
1
|
*
*

IN)
1

RNAmM da Ucpl no TAM
-

Expresséo relativa do

Expresséo relativa do
RNAmM da Ucpl no TAM

o

DHL

A. Expressdo génica da UCP1 no tecido adiposo
* % marrom (depdsito interescapular) entre os grupos
controles (CC vs CH), considerando o grupo CC
como calibrador.

B. Expressdo génica da UCP1 no tecido adiposo
marrom (depdsito interescapular) entre todos grupos
experimentais (CC, CH, MO, IN), considerando o
grupo CC como calibrador.

C. Expressdo génica da UCP1 no tecido adiposo
marrom (depdsito interescapular) entre os grupos
com obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),
considerando o grupo CH como calibrador.

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

Post Hoc *(p <0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001),

Expresséo relativa do
RNAm da Ucpl no TAM

ccC

*(p<0,10).

Figura 18. Expressao relativa do RNAm da UCP1 no tecido adiposo marrom. Dados

apresentados como média + EPM.
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6.7.2 Analise Da Expressdo De Genes Termogénicos No Tecido Adiposo
Branco

Para avaliacdo da expresséo de genes termogénicos do TAB, foram avaliados
os genes UCP1, Cox5b, Cidea, Prdm-16 e Pgc1a (Tabela 10 e 11).

6.7.2.1 Expressdo génica da UCP1 No Tecido Adiposo Branco Subcutaneo
(Depésito Inguinal)

Com relacdo a expressdo da UCP1 no TAB, ndo houve diferenca entre os
grupos, comparativamente entre eles (CH, MO e IN), quando considerado o grupo
controle-obesos (CH) como calibrador (Figura 19A).

Os resultados foram semelhantes mesmo quando o calibrador considerado foi
0 grupo com dieta controle (CC) (Figura 19B). Adicionalmente, também ndo houve
diferenca entre os dois grupos de treinamento (MO e IN), comparativamente entre
eles, em nenhum dos casos anteriores.

No entanto, a expressao génica da UCP1 no TAB subcutaneo foi menor (-
0,89) no grupo de controle-obesos (CH) em comparacdo com controle (CC),

isoladamente entre eles (Figura 19C).

A B
@ 87 m 1.5
o < o <
T T
© o © O
> < 69 2 c
- = -
& o g ‘;_‘ 1.0
s e ° 2
o D Ig D
] 0
N © »n o 0.57
0w 5 )
et 21 =
s E x <
w =z
X 0.0
e o- cc CH MO IN
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C A. Expressdo génica da UCP1 no tecido adiposo branco
1.519 subcutaneo (dep6sito inguinal) entre os grupos controles
* % (CC vs CH), considerando o grupo CC como calibrador.

B. Expressdo génica da UCP1 no tecido adiposo
branco subcutaneo (depédsito inguinal) entre todos
1.0 grupos experimentais (CC, CH, MO, IN), considerando o
grupo CC como calibrador.
C. Express@o génica da UCP1 no tecido adiposo
branco subcutaneo (depédsito inguinal) entre os grupos
0.5 com obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),
considerando o grupo CH como calibrador.
CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Dieta

i Hiperlipidica/Sem intervencao MO :Dieta
0.0 Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta
cc CH Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado.

Post Hoc *(p <0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001),

#(p<0,10),

Expresséo relativa do
RNAm da Ucpl no TAB

Figura 19. Expresséao relativa do RNAm da UCP1 no tecido adiposo branco. Dados
apresentados como média + EPM.
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6.7.2.2 Expressao Dos Genes Cidea, Prdm-16 E Pgc1a No Tecido Adiposo Branco
Subcutaneo (Depdsito Inguinal)

Com relagcéo a expresséo dos genes termogénicos Cidea, Prdm-16 e Pgcia
no TAB, ndo houve diferenca entre os grupos (CH, MO e IN), comparativamente
entre eles, quando considerado o grupo controle-obesos (CH) como calibrador
(Figura 20A, 21A e 22A) (Tabela 10 e 11).

Os resultados foram semelhantes mesmo quando o calibrador considerado foi
o grupo controle (CC) (Figura 19B). Também nao houve diferenca entre os dois
grupos de treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em nenhum dos
casos anteriores (Figura 20B, 21B e 22B).

Da mesma forma, ndo houve diferencas significativas na transcricdo génica
do Cidea, Prdm-16 e Pgc1a no TAB, entre os grupos controles (CC e CH),
isoladamente entre eles (Figura 20C, 21C e 22C).
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2.0 (CC vs CH), considerando o grupo CC como calibrador.

B. Expressdo génica da Cidea no tecido adiposo branco
subcutaneo (depdsito inguinal) entre todos grupos
1.54 experimentais (CC, CH, MO, IN), considerando o grupo
CC como calibrador.

C. Expressédo génica da Cidea no tecido adiposo branco
subcutaneo (depésito inguinal) entre os grupos com

obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),
0.5 considerando o grupo CH como calibrador.

cc Dieta Controle/Sem intervengdo CH: Dieta
0.0 Hiperlipidica/Sem intervencédo MO:Dieta

cc cH Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta
Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado.
PostHoc *(p <0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001),

Expressao relativa do
RNAmM da Cidea no TAB

"(p<0,10),

Figura 20. Expresséo relativa do RNAm da Cidea no tecido adiposo branco. Dados
apresentados como média + EPM.
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A. Expressdo génica da Prdm16 no tecido adiposo
branco subcutaneo (depésito inguinal) entre os grupos
controles (CC vs CH), considerando o grupo CC como
calibrador.

B. Expressdo génica da Prdm16 no tecido adiposo
branco subcutaneo (depoésito inguinal) entre todos
grupos experimentais (CC, CH, MO, IN), considerando o
grupo CC como calibrador.

C. Expressdo génica da Prdm16 no tecido adiposo
branco subcutaneo (depdsito inguinal) entre os grupos
com obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),
considerando o grupo CH como calibrador.

CC: Dieta Controle/Sem interveng¢do CH: Dieta
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Figura 21. Expressao relativa do RNAm da Prdm-16 no tecido adiposo branco.

Dados apresentados como média + EPM.
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A. Expressao génica da Pgcle no tecido adiposo
branco subcutaneo (depdsito inguinal) entre os grupos
controles (CC vs CH), considerando o grupo CC como
calibrador.

B. Expressdo génica da Pgcla no tecido adiposo
branco subcutaneo (depésito inguinal) entre todos
grupos experimentais (CC, CH, MO, IN), considerando o
grupo CC como calibrador.

C. Expressdo génica da Pgcle no tecido adiposo
branco subcutaneo (depdsito inguinal) entre os grupos
com obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),
considerando o grupo CH como calibrador.

CC: Dieta Controle/Sem intervencdo CH: Dieta
Hiperlipidica/Sem intervencéao MO :Dieta
Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta
Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado.

PostHoc *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001),
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Figura 22. Expresséo relativa do RNAmM da Pgc1a no tecido adiposo branco. Dados

apresentados como média + EPM.
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6.7.2.3 Andlise de Gene Marcador de Biogénese Mitocondrial no Tecido Adiposo
Branco

Para avaliagdo da expresséo de gene marcador de biogénese mitocondrial do
TAB, foi avaliada a expressdo génica da Cox5b no TAB subcutaneo (depdsito
inguinal) (Tabela 10 e 11).

Com relacdo a expresséao do gene Cox5b no TAB, ndo houve diferenca entre
0S grupos, comparativamente entre eles (CH, MO e IN), quando considerado o
grupo controle-obesos (CH) como calibrador (Figura 23A).

Os resultados foram semelhantes mesmo quando o calibrador considerado foi
o grupo controle (CC). Adicionalmente, também ndo houve diferenca entre os dois
grupos de treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em nenhum dos
casos anteriores (Figura 23B).

Da mesma forma, ndo houve diferencas significativas na expressao génica de
Cox5b no TAB entre os dois grupos controles (CC e CH), isoladamente entre eles
(Figura 23C).
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Figura 23. Expresséo relativa do RNAm da Cox5b no tecido adiposo branco. Dados
apresentados como média + EPM.
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6.7.2.4 Andlise Dos Genes Seletivos De Adipdcitos Bege No Tecido Adiposo Branco
Para avaliacdo da expressao de genes seletivos de adipdcitos bege no TAB

subcutaneo (depdsito inguinal), foram avaliados os genes Tmem26 e Cd40 (Tabela
10 e 11).

a) Expressao génica da Tmem26 no tecido adiposo branco subcutaneo (depdsito
inguinal)

Com relacdo a expressdo do gene Tmem26 no TAB, n&do houve diferenca
entre os grupos, comparativamente entre eles (CH, MO e IN) quando considerado o
grupo controle-obesos (CH) como calibrador (Figura 24A).

Por outro lado, quando o calibrador considerado foi o grupo controle (CC), o
grupo com treinamento intervalado de alta intensidade (IN) apresentou maior
expressdo (+2,9) do gene seletivo de adipocito bege Tmem26 do que o controle
(CC). Adicionalmente, também houve uma tendéncia do grupo controle hiperlipidica
(CH) ser maior (+1,16) que o grupo controle (CC). No entanto, ndo houve diferenca
entre os dois grupos de treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em
nenhum dos casos anteriores (Figura 24B).

A expressdo de Tmem26 no TAB subcutaneo foi maior (+1,16) no grupo
controle-obesos (CH) em comparagdao com grupo controle (CC), isoladamente entre
eles (Figura 24C).
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C. Expressdo génica da Temem26 no tecido adiposo

21 branco subcutaneo (depésito inguinal) entre os grupos

com obesidade induzida por dieta (CH, MO, IN),

considerando o grupo CH como calibrador.

CC: Dieta Controle/Sem intervengcdo CH: Dieta

Expressédo relativa do
RNAmM da Tmem26 no TAB

0 Hiperlipidica/Sem intervencéo MO :Dieta
ccC CH Hiperlipidica/Exercicio Moderado Continuo IN: Dieta
Hiperlipidica/Exercicio Intenso Intervalado.
PostHoc *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001),
"(p<0,10),

Figura 24. Expressao relativa do RNAm da Tmem26 no tecido adiposo branco.
Dados apresentados como média + EPM.

b) Expressdo génica da Cd40 no tecido adiposo branco subcutaneo (depoésito
inguinal)

Com relagdo a expressdo de Cd40 no TAB, ndo houve diferengas
significativas entre os grupos, comparativamente entre eles (CH, MO e IN), quando
considerado o grupo controle-obesos (CH) como calibrador (Figura 25A).

Da mesma forma, também ndo houve diferencas significativas entre os
grupos mesmo quando o calibrador considerado foi o grupo com dieta controle (CC)
(Figura 25B). Adicionalmente, também ndo houve diferenca entre os dois grupos de
treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em nenhum dos casos
anteriores.

N&o houve diferencas significativas na transcricdo génica do Cd40 no TAB

entre os dois grupos controles (CC e CH), isoladamente entre eles (Figura 25C).
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Figura 25. Expresséo relativa do RNAmM da Cd40 no tecido adiposo branco. Dados
apresentados como média + EPM.

6.7.2.5 Andlise da Expressao de Genes relacionados a horménios produzidos pelo
tecido adiposo

Para avaliacdo da expressdo de genes horménios produzidos pelo tecido
adiposo no TAB subcutaneo (depdsito inguinal), foram avaliados os horménios LEP
e ADIPOQ (Tabela 10 e 11).

a) Expressdo génica da LEP no tecido adiposo branco subcutaneo (depdsito
inguinal)

A expressdao da LEP no TAB foi menor (-0,5) no grupo que realizou
treinamento intervalado de alta intensidade (IN), em comparacdo ao grupo controle-
obesos (CH), quando este foi considerado como calibrador (Figura 26A).

Por outro lado, quando o calibrador considerado para andlise foi o grupo
controle (CC), tanto o grupo com treinamento continuo de intensidade moderada
(MO) quanto o grupo controle-obesos (CH) apresentaram maior (+20,6 e +34,1,
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respectivamente) expresséo da LEP do que o grupo controle (CC). Adicionalmente,
ndo houve diferenca entre os dois grupos de treinamento (MO e IN),
comparativamente entre eles, em nenhum dos casos anteriores (Figura 26B).

A expresséo da LEP no TAB foi maior (+0,89) no grupo controle-obesos (CH)

em comparac¢ao com o grupo controle (CC), isoladamente entre eles (Figura 26C).
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Figura 26. Expressao relativa do RNAm da LEP no tecido adiposo branco. Dados
apresentados como média + EPM.

b) Expressdo génica da ADIPOQ no tecido adiposo branco subcutaneo (depdsito
inguinal)

Com relacdo a expressdao da ADIPOQ no TAB, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos (CH, MO e IN), comparativamente entre eles, quando
considerado o grupo controle-obesos (CH) como calibrador (Figura 27A).

Da mesma forma, também nao houve diferencas significativas entre o0s
grupos (CH, MO, IN), mesmo quando o calibrador considerado foi o grupo controle

(CC) (Figura 27B). Adicionalmente, também n&o houve diferenca entre os dois
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grupos de treinamento (MO e IN), comparativamente entre eles, em nenhum dos
casos anteriores (Figura 27A).

Além disso, também ndo houve diferenca significativa na expressdo da
ADIPOQ no TAB entre os grupos controles (CC e CH), isoladamente entre eles
(Figura 27C).
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Figura 27. Expressao relativa do RNAm da ADIPOQ no tecido adiposo branco.
Dados apresentados como média + EPM.
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Tabela 10. Expressdo dos genes relacionados a termogénese no tecido adiposo
marrom e branco entre os grupos de animais obesos, considerando o grupo
controle-obesos (CH) como calibrador. Dados apresentados como média + EPM.

TAM CH MO IN ANOVA Post-Hoc*
UCP1 1,03+0,12 0,41 £ 0,04 0,41 + 0,05 p<0,05 MO,IN<CH
TAB

UCP1 1,40 £ 0,34 3,67 £ 2,64 3,86 +2,44 p=0,98

Cidea 1,04 £0,01 1,62 +£0,53 1,23+0,25 p=0,83

PRDM-16 1,09 £ 0,04 1,21 + 0,06 1,21 +0,21 p=0,54

Pgcla 1,04 £ 0,01 1,19 + 0,30 0,90 £0,16 p=0,52

Cox5b 1,03+0,01 1,13+0,30 0,84 +£0,10 p=0,23

Tmem?26 1,06 = 0,03 1,12 + 0,32 1,98 £+ 0,74 p=0,60

CD40 1,05 +0,01 1,00+ 0,24 1,34 £ 0,66 p=0,98

LEP 1,03+0,01 0,90 £ 0,28 0,53+0,15 p=0,07 IN*<CH
ADIPOQ 1,05 £ 0,02 0,94 0,22 0,78 0,19 p=0,42

*(p<0,05), “(p<0,10),
CC: Dieta Controle/Sem intervenc@o CH: Obesos/Sem intervencéo IF: Obesos/Inatividade Fisica MO: Obesos/Treinamento
continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento intervalado de alta intensidade

Tabela 11. Expressao dos genes relacionados a termogénese no tecido adiposo
marrom e branco entre os grupos, considerando o grupo controle (CC) como
calibrador. Dados apresentados como média + EPM.

TAM cc CH MO IN ANOVA  Post-Hoc*
UCP1 1,05 + 0,01 2,24 +0,27 0,82 + 0,09 0,80 + 0,09 p<0,01  MO,IN<CH
TAB

UCP1 1,04 +0,01 0,15 + 0,05 0,35+ 0,25 0,37 +0,24 p=0,10

Cidea 1,03 + 0,01 0,59 + 0,18 0,68 + 0,25 0,51+ 0,10 p=0,11

PRDM-16 1,14 + 0,05 3,02 +1,16 2,27 0,12 2,28 + 0,40 p=0,12

Pgcla 1,03 +0,01 1,96 + 0,56 1,83 + 0,46 1,39 + 0,24 p=0,26

Cox5b 1,02 + 0,01 1,59 + 0,30 1,60 + 0,42 1,19 0,14 p=0,32

Tmem26 1,08 + 0,03 2,24+ 0,36 2,22 + 0,64 3,94 + 1,47 p<0,05  IN,CH>CC
CD40 1,10 + 0,04 1,60+ 0,35 1,35+ 0,32 1,82 + 0,89 p=0,71

LEP 103001  3510+1355  21,63+658  1268+363 <001 MO,CH>CC
ADIPOQ 1,02 + 0,01 3,01+ 0,85 2,26 + 0,53 1,86 + 0,45 p=0,19

* (p=0,05)

CC: Dieta Controle/Sem intervenc¢é@o 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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7 DISCUSSAO

7.1 GANHO DE PESO

7

Inicialmente, € importante considerar se o requisito fundamental antes do
protocolo de treinamento fisico (inducédo da obesidade pela dieta) foi alcancado. No
inicio do estudo os animais tinham quatro semanas de idade e apresentavam pesos
estatisticamente semelhantes. Entretanto, apds receberem dieta hiperlipidica (CH,
MO e IN), ganharam significativamente mais peso (+60%) do que os animais que
receberam dieta controle (CC). Segundo o fornecedor (PragSolucdes®), a dieta
hiperlipidica € constituida de 57,2% de lipidios e tem, aproximadamente, 20% a mais
de calorias por grama em comparacao com a dieta controle. O fato dos animais do
grupo DHL terem consumido mais energia (kJ) ocasionou o maior ganho de peso
nestes grupos, alcancando-se assim o efeito esperado de inducdo de obesidade
apos 20 semanas.

Outros estudos que objetivaram a inducédo da obesidade com o uso de dieta
hiperlipidica observaram ganhos semelhantes de peso. Uma revisdo sistematica
realizada por Rosini, da Silva, & Moraes (2012) relatou mudancas significativas no
peso corporal de roedores com utilizacdo de dietas hiperlipidicas/hipercaléricas em
periodos que variaram entre 8 a 20 semanas, concluindo que o modelo de
obesidade induzida por dieta é eficiente para o estudo da fisiopatologia dos
parametros metabdlicos relacionadas a obesidade (57).

Durante os protocolos de treinamento, era esperado que 0 maior gasto
energético diario destes grupos pudesse auxiliar no controle do peso em
comparacao aos controles, como de fato ocorreu. Apesar dos animais continuarem
ganhando peso e estarem consumindo mais energia proveniente da dieta, ambos os
grupos de treinamento (MO e IN) ganharam significativamente menos peso do que o
controle (CC).

Semelhantemente, Palmer, Bakos, Owens, Setchell, & Lane (2012)
observaram os efeitos de um protocolo de treinamento longo, de 18 semanas de
natacdo em camundongos e concluiram que o treinamento, isoladamente, ndo foi
capaz de diminuir o peso corporal dos animais (58). No entanto, o autor também
observou que ambos os grupos controles que nao realizaram treinamento (CC e CH)

acabaram aumentando em o peso corporal (+10%).
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Os resultados encontrados no presente estudo podem ser analisados como
estando em acordo com uma revisdo sistematica acompanhada de meta-analise,
publicada em 2011 por Thorogood e colaboradores (59). Esta revisdo avaliou a
perda de peso em pessoas obesas e concluiu que, mesmo seguindo as
recomendacdes minimas, o treinamento fisico, isoladamente, ndo era capaz de
promover uma perda de peso satisfatoria. No presente estudo, ha que se considerar
que este fato também ocorreu, mas em situacdo de ingestdo livre de energia
proveniente da dieta (ad libitum), ou seja, na qual ndo era prevista a manutencéo de
igualdade no consumo alimentar para se testar o efeito isolado dos protocolos de
exercicio. Adicionalmente, o protocolo de treinamento utilizado no presente estudo
seguiu a recomendacao do Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM) para
perda de peso, que € de no minimo 60 min de atividade fisica de intensidade
moderada, durante cinco dias na semana (60). Portanto, ambos os protocolos de
treinamento foram capazes de atenuar o ganho de peso em relacdo ao controle
(CC), mesmo que concomitante a maior ingestdo calorica, o que refor¢ca o beneficio
dos protocolos de treinamento no controle de peso

Ao comparar a eficacia dos dois tipos de treinamento, observou-se que, do
ponto de vista estatistico, somente o grupo que realizou treinamento continuo de
intensidade moderada ganhou menos peso que o grupo controle-obesos (CH). Esse
fato poderia sugerir uma maior eficacia do MICT em comparagéao ao HIIT no controle
do peso em animais obesos. Contudo, uma revisdo com meta-analise observou que
ambos os protocolos produzem efeitos semelhantes na perda de peso em seres
humanos, mas ainda assim os efeitos ndo foram clinicamente relevantes (-1,5 kg)
(61).

7.2 APTIDAO CARDIORRESPIRATORIA
A melhoria da aptiddo cardiorrespiratéria tem sido um objetivo em diversos

estudos, uma vez que este desfecho esta relacionado diretamente a melhoria da
saude e de diversos parametros metabodlicos e funcionais (62, 63). A aptidédo
cardiorrespiratoria € pelo menos tdo importante quanto os fatores de risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares verificados na pratica clinica diaria,
como a pressao alta, a diabetes tipo 2, o tabagismo e a obesidade.

Independentemente do método de mensuracdo e do desenho do estudo, ter uma



75

aptidao cardiorrespiratdria alta ou moderada esta relacionado a uma reducdo na
mortalidade por todas as causas. Apesar de a aptiddo cardiorrespiratoria apresentar
relacdo com a idade, com o género e com a genética, a maneira mais facil e mais
acessivel de aumentar este componente, € simplesmente praticar atividade fisica
(64). Um estudo populacional publicado por Wang et al., (2010), demonstrou que
pessoas obesas apresentavam uma aptidao cardiorrespiratéria 10-15% menor em
comparacao a pessoas com peso normal, demonstrando ainda mais a importancia
de pesquisas voltadas para esta populacéo (65).

Assim, no presente estudo, ambos o0s grupos submetidos ao treinamento
(MO e IN) aumentaram em cerca de 4 vezes suas distancias percorridas no teste de
rampa apos o protocolo de treinamento fisico, em compara¢do ao controle-obesos
(CH). Estes achados indicam que a obesidade dos camundongos ndo impediu o
ganho de aptiddo cardiorrespiratéria. Importante observar também que o teste de
rampa realizado na esteira é considerado um meétodo eficiente, ndo invasivo e com
bom custo-efetivo de avaliacdo funcional da aptiddo cardiovascular em
camundongos da linhagem c57bl/6 com obesidade induzida pela dieta (66).

A obesidade e a aptiddo cardiorrespiratéria sdo fatores de risco
cardiovascular independentes. Apesar de estudos epidemioldgicos ja terem
demonstrado que a obesidade € preditora de mortalidade, é possivel que ela exerca
menos influéncia do que se costuma pensar, como no estudo longitudinal de
McAuley et al. (2012) que avaliou dados clinicos de quase 10 mil homens (67) Os
autores deste estudo avaliaram o risco de morte prematura por eventos
cardiovasculares, e observaram que o0 risco entre 0s mais obesos nédo foi
necessariamente maior dos que 0os menos obesos nesta populacdo, mas que, por
outro lado, este risco esteve intimamente associado a aptidao cardiorrespiratoria. Os
autores também utilizaram uma estimativa da aptiddo cardiorrespiratOria através de
um teste de esteira adaptado cujo ponto de interrupcao e de célculo também estava
associado a exaustdo fisica, como no presente estudo. Seguindo 0 mesmo
raciocinio, uma meta-analise sobre o0 assunto observou que individuos que eram
obesos mas que tinham uma boa aptiddo fisica apresentavam um risco de
mortalidade similar ao de individuos com peso normal mas que tinham baixa aptidao
fisica, dando sentido ao termo “paradoxo da obesidade” e enfatizando a
necessidade de politicas publicas focarem, prioritariamente, em intervencdes

clinicas baseadas no aprimoramento da aptidao fisica (68).
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Em relacdo ao tipo de treinamento, houve vantagem do protocolo MICT sob a
capacidade cardiorrespiratoria, em comparacdo ao HIIT, pois o0 aumento no grupo
MO foi 2 vezes maior em comparacdo ao do grupo controle. Os resultados foram
confirmados pela massa do coracdo que também foi quase duas vezes maior no
mesmo grupo, mas em comparacdo ao grupo controle-obesos (CH). Ja esta bem
descrito na literatura que o aumento na massa do coracdo de roedores € uma
resposta de adaptacdo fisiolégica do sistema cardiovascular a protocolos de
exercicio, como no estudo de Buss et al. (2012), que verificaram diferenca
significante na massa do coracao de ratos, ap0s 4 semanas de exercicio moderado
na esteira, em comparacdo com o controle (69). No presente estudo, 0 aumento na
massa do coracdo foi, portanto, coerente com o aumento na distancia maxima
percorrida no teste de rampa. Apesar de os dados encontrados indicarem que o
aumento na massa do coracao foi positivo, ha de se considerar que néo foi possivel
verificar diretamente alguns parametros funcionais do corag¢do, como a funcéo
ventricular. Apesar de contraditorio, existe também o risco de a maior massa do
coracao encontrada indicar um aumento da massa ventricular esquerda associada a
obesidade. Considerando esta ultima hipotese, haveria entdo um risco aumentado
de desenvolvimento de doengas coronarianas, como na associagao encontrada por
Korre et al. (2016), que verificaram que reduzir em apenas uma unidade o IMC seria
suficiente para reduzir em uma unidade g/m a massa ventricular esquerda de
homens bombeiros, contribuindo assim para a reducdo no risco de doencas
cardiovasculares e morte prematura (70).

Todavia, a possivel vantagem com relacdo a capacidade cardiorrespiratéria
no grupo que realizou MICT n&o encontra o devido suporte na literatura dos ultimos
anos, que esta cada vez mais consistente com o fato de que a melhora na
capacidade cardiorrespiratdria seria intensidade-dependente (71). De acordo com
Haram et al. (2009), ratos foram selecionados artificialmente pela baixa capacidade
aerObia por 15 geracdes, para avaliar os efeitos comparativos entre diferentes
protocolos de treinamento e concluiram que o ganho na capacidade aerdbia
(VO2max) dos animais submetidos ao HIIT foi quase duas vezes maior do que no
MICT. No mesmo sentido, mas em seres humanos, um artigo publicado em 2017
por Robinson et al., confirmou que o HIIT aumentou em 28% o VO_pico de homens
jovens saudaveis, sendo superior ao aumento de 17% ocasionado pelo MICT, apés

12 semanas (72). E possivel que, por serem obesos, 0os camundongos possam ter
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se adaptado melhor ao treinamento com intensidade mais baixa. No entanto, s&o
necessarios mais estudos para verificar outras possiveis causas que podem estar
relacionadas a outros fatores intervenientes como: o animal utilizado no estudo, o
tipo de treinamento (intervalado) e até mesmo a idade dos animais no estudo
durante a execucéao do protocolo de treinamento fisico (24-32 semanas).

Ao analisar os resultados obtidos no teste de rampa antes do inicio do
protocolo de treinamento fisico, foi observada uma performance 25% maior do grupo
controle (CC) com relacdo aos trés grupos de animais obesos (CH, MO, IN).
Portanto, o peso dos camundongos foi um importante fator a se considerar, nao
somente com relacdo a capacidade cardiorrespiratoria inicial, mas também nos
ganhos de performance devido a diferentes tipos de treinamento. E importante
mencionar que a distancia maxima percorrida no teste de rampa é uma medida da
capacidade funcional dos animais e, apesar de estar relacionada a capacidade
aerdbia, ndo € uma medida direta da captacdo do volume maximo de oxigénio
(VOz2max).

7.3 TECIDO ADIPOSO
A pesagem dos tecidos de interesse possibilitou a identificacdo de diferencas

importantes entre 0s grupos experimentais, que foram analisadas juntamente com a
expressao de RNA de genes termogénicos do tecido adiposo e da enzima AMPK no
tecido muscular.

No presente estudo, o treinamento intervalado de alta intensidade,
especificamente, pareceu interferir na massa do TAM. A massa do TAM do grupo
(IN) submetido ao protocolo de HIIT foi 59% maior do que o grupo controle (CC),
mas nao houve diferengcas em relagdo aos outros grupos. Da mesma forma, um
estudo realizado por Eguchi et al. (2008), avaliou os efeitos de 8 semanas de MICT
de natacdo em ratos e observou um aumento de 2,5 vezes na massa do TAM, tanto
em relacdo ao grupo de animais controle obesos quanto ndo obesos (73). Em sua
dissertagéo de mestrado, Leite (2014) avaliou mudangas na composi¢ao corporal de
ratos através de densitometria radiolégica (DEXA) e observou um aumento
semelhante ao do estudo anterior na massa do TAM dos animais submetidos a um
protocolo de MICT (uma hora por dia, 5 vezes por semana) na agua (74). No

entanto, ndo séo claros os significados clinicos dessas mudancas, uma vez que o
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aumento da massa do tecido poderia ndo estar diretamente relacionado a sua
funcéo.

Para isso, foi analisada a expressao génica da proteina que caracteriza o
TAM e sua fungdo termogénica, denominada UCP1. A UCP1 de ambos 0s grupos
submetidos ao treinamento fisico (MO e IN) apresentaram uma expressao cerca de
60% menor em relacdo ao controle-obesos (CH). Flouris e colaboradores (2017)
realizaram recente revisdo sistemética que incluiu oito estudos que avaliaram os
efeitos induzidos pelo treinamento fisico na UCP1 do TAM. Apesar dos resultados
encontrados serem considerados controversos por conta das diferencas entre os
protocolos de treinamento nos artigos publicados, eles indicam que o treinamento
fisico ndo induziu respostas adaptativas em animais magros, mas que haveria a
possibilidade de observar alteragbes na UCP1 do TAM em animais obesos (28).

O TAM 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 que ele tem um potencial
de aumentar consideravelmente o gasto energético corporal (75). No entanto, de
acordo com Tsiloulis & Watt (2015), parece inconsistente e contra produtivo projetar
uma ineficiéncia da utilizagdo de substratos energéticos por modificagdo de
mecanismos moleculares via adaptacdes ao exercicio, 0s quais justamente
aumentam a eficiéncia energética em varios tecidos, principalmente no tecido
muscular (25). Ha de se considerar o modo como € feita a inducdo da ativacao deste
tecido, tendo em vista seu carater energeticamente ineficiente e fisiologicamente
desfavoravel (76). Assim, parece provavel que os efeitos do treinamento fisico em
nivel molecular possam envolver vias moleculares bem diferentes, por exemplo,
daquelas que seriam ativadas no tecido adiposo, por inducdo pelo frio ou por
compostos termogénicos. Mais estudos com diferentes modelos experimentais sao
necessarios para esclarecer os efeitos diretos ou indiretos, via comunicacdo com
outros tecidos, como o musculo esquelético, do treinamento fisico sobre os
diferentes compartimentos do tecido adiposo.

Os resultados do presente estudo demonstraram uma clara diminuicdo da
expressao do gene UCP1 no TAM e ndo um aumento, e ainda, em direcédo a valores
similares ao grupo controle. Os resultados ganham suporte devido a correlacéo

negativa (r= -0,645) entre a distancia percorrida e a transcricdo de UCP1 no TAM
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(p<0,01), indicando que ganhos na aptiddo fisica possam levar a diminuicdo da
ativacdo termogénica especifica neste tecido (Figura 14).

Um artigo de revisdo publicado por Tsiloulis & Watt (2015) observou que
tanto a dieta hiperlipidica quanto o frio podem induzir ativacéo simpéatica do sistema
nervoso central e consequentemente ativar a termogénese no TAM, provocado pela
dissipacdo de energia quimica na forma de calor via ac6es da proteina UCP1.
Consistentemente, 0s animais controles-obesos (CH) do presente estudo
apresentaram uma expressao da UCP1 no TAM duas vezes maior em relacdo ao
controle. Interessantemente, ndo houve diferenca entre a expressao da UCP1 entre
0S animais obesos treinados e 0s animais controle, sugerindo que o treinamento
atenuou ou até mesmo reverteu os efeitos da termogénese induzida por dieta, o que
parece fisiologicamente plausivel, uma vez que uma grande quantidade de calor é
produzida devido as contracées musculares ao longo do tempo.

Um estudo recente de N. Wang, Liu, Ma, & Wen (2017) foi realizado utilizando
um protocolo muito semelhante ao empregado no presente estudo, comparando 0s
efeitos de 8 semanas de diferentes protocolos de treinamento em camundongos
com obesidade induzida por dieta. Os autores concluiram que o HIIT foi superior na
perda de peso corporal e na expressdao de UCPl no TAM, assim como uma
expressdo duas vezes maior de UCP1 e Prdm-16 no TAB subcutdneo em
comparac¢ao com o MICT (77).

No entanto, as alteracbes no metabolismo dos lipideos associadas ao
treinamento fisico podem divergir bastante entre os estudos, 0s quais muitas vezes
utilizam protocolos de treinamento com diferencas relevantes entre eles. Sepa-Kishi
& Ceddia (2016) observaram que o treinamento fisico ndo aumentou a termogénese
no TAM, mas, por outro lado, foi capaz de promover o amarronzamento do TAB
subcutaneo (78) Interessantemente, 0s autores sugerem que 0 exercicio poderia
deslocar a termogénese do centro do corpo (onde geralmente € ativada pela indugéo
ao frio e pela dieta hiperlipidica) para as areas periféricas. Além disso, a ativacao do
TAM estaria relacionada essencialmente ao mecanismo de ndo tremor (79),
reforcando a hipétese de que o exercicio estaria relacionado aos mecanismos de
tremor, pois ambos envolvem contragdo muscular (27).

O amarronzamento do TAB poderia ser entdo um potencial alvo terapéutico,
contribuidor do aumento do gasto de energia e diminuicdo da obesidade. No

entanto, ndo houve diferencas entre 0s grupos experimentais do presente estudo,
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independentemente do treinamento, em relacdo a expressdo dos genes UCPI1,
Prdm-16, Cidea, e Pgcl1a. E possivel que o amarronzamento do TAB subcutaneo
pelo exercicio esteja relacionado a efetiva perda de peso dos animais, considerando
a correlacéo inversa encontrada no presente estudo (-0,764) entre massa do tecido
adiposo subcutaneo e a expressao de UCP1 neste mesmo tecido (Figura 15). Todos
0S grupos de animais obesos (CH, MO e IN) apresentaram uma massa do TAB
subcutaneo (depdsito inguinal) cerca de duas vezes maior em relacdo ao controle
(CC), indicando que a dieta teve possivelmente maior influéncia sobre esta variavel
do que o treinamento.

O excesso de massa do TAB visceral é considerado um importante fator de
risco no desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Assim, um estudo realizado
por Motta, Aguila, & Mandarim-de-Lacerda (2016) demonstrou que o grupo de
camundongos submetidos ao HIIT apresentou uma reducéo na adiposidade visceral
apos 12 semanas (80). No entanto, no presente estudo ndo foram encontradas
diferencas entre os grupos experimentais com relagdo as massas do TAB visceral
(epididimal e retroperitoneal), independentemente do protocolo de treinamento.
Podemos inferir que o tempo de treinamento de 8 semanas do presente estudo pode
nao ter sido suficiente para se observar as mudancas esperadas nesta variavel. O
tipo de treinamento do estudo anterior também foi diferente pois utilizou um
protocolo de natacdo ao invés de esteira, além de uma amostra maior (10 animais
por grupo), aumentando a possibilidade de deteccdo de mudancas estatisticamente
significantes.

Um estudo publicado em 2014 por Norheim et al., avaliou os efeitos de 12
semanas de treinamento combinado (treinamento de forca + corrida) sobre o
amarronzamento do TAB subcutaneo de homens de meia idade, com peso normal e
com sobrepeso (81). Segundo os autores, houve um aumento de quase duas vezes
na expressado de UCP1 no TAB subcutaneo tanto em individuos magros quanto com
sobrepeso. Nao foram encontradas diferencas na expresséo de Pgc1a, assim como
em genes seletivos de adipécitos bege como Prdm-16 e Tmem26 em nenhum dos
grupos. Os autores deste estudo observaram um aumento de 1,8 vezes na Pgcla e
de 1,2 vezes no Tmem26 apenas quando considerados os dados de ambos os
grupos de treinamento juntos.

Outro estudo, publicado em 2016 por Rocha-Rodrigues et al., avaliou os

efeitos do MICT no TAB subcutaneo de ratos com obesidade induzida por dieta. Os
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autores observaram uma diminuicdo na expressao relativa da proteina UCP1 devido
a DHL, que foi atenuada pelo treinamento fisico (82). Os autores ndo observaram
aumento na expressao de Prdm-16 e Tmem26 em ratos obesos em comparacgéo aos
controles, mas foi observado um aumento da expressado de Cidea tanto em ratos
obesos quanto em magros ap6s o MICT.

Ainda ndo foram esclarecidas as mudancas provocadas pelo exercicio crénico
na atividade termogénica do tecido adiposo, mas especula-se que elas dependam
do tipo de treinamento e das caracteristicas do tecido. As adaptacbes podem ter
respostas complexas e, por muitas vezes, opostas, devendo ser avaliadas de acordo
com natureza do exercicio, tempo de treinamento, funcéo fisiolégica, estado
energeético, composi¢cado corporal basal e outros fatores ambientais e genéticos inter-

relacionados.

Os hormonios leptina e adiponectina ajudaram a redefinir a funcdo do tecido
adiposo, que passou de um mero depdsito de energia para um érgao endocrino
capaz de influenciar diretamente no metabolismo. Estudos em animais
demonstraram que a leptina seria um importante regulador do apetite e,
consequentemente, do peso corporal. Por isso, tanto em animais quanto em seres
humanos, existe uma grande producéo deste hormonio em situacdes de obesidade
induzida por dieta, mas que ndo sdo acompanhadas pela diminuicdo da ingestéo de
energia da dieta, levando a hipotese de uma situacéo de resisténcia a leptina (44).

Esta situacdo pode ser confirmada nos resultados do presente estudo,
guando foi demonstrada uma expresséo do gene LEP no TAB subcutaneo cerca de
30 vezes maior no grupo controle-obesos (CH) em comparagdo ao controle (Figura
26C) e cerca de 20 vezes maior no grupo que realizou treinamento continuo de
intensidade moderada (MO) em relacdo ao controle (CC) (Figura 26B). J& no grupo
que realizou HIIT, a expressdo do gene LEP foi menor do que o controle-obesos
(CH), levantando a hipotese de que o HIIT teria atenuado a expressédo do gene LEP

neste tecido.

E sabido que altas concentracdes de leptina circulante estio associadas ao
surgimento de doencas relacionadas a obesidade como a hipertenséo, via ativacao
do sistema nervoso simpatico (45) e ainda, que baixas concentracbes estao

relacionadas a um estado de déficit de energia no organismo. Coerentemente, 0s
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resultados sugerem que o HIIT pode gerar um maior gasto de energia devido aos
esforcos intervalados de alta intensidade (90% do maximo). Este déficit aumentado
traria alteragcbes metabdlicas importantes para a manutencdo da homeostase
energética. Vale ressaltar que os animais do grupo IN tiveram expressdo do gene
LEP no TAB em magnitude semelhante ao dos animais magros do grupo controle
(CC) (Figura 26B), o que corrobora com a hipotese de um efeito de protecdo apesar
do ganho de gordura subcutanea induzida por dieta hiperlipidica no grupo submetido
ao HIIT.

Vieira, Valentine, Wilund, & Woods (2009) realizaram um estudo com
camundongos machos submetidos a 12 semanas de treinamento continuo de
intensidade moderada, na esteira. Neste caso, nao houve diferencas entre 0s grupos
experimentais e os controles, independentemente do tipo de dieta ou do treinamento
(83). Portanto, é possivel que sejam necessarias maiores intensidades de
treinamento, como no HIIT, para que sejam observadas diferengcas na expressao do
gene LEP com relag&o ao grupo controle.

Adiponectina € um hormonio secretado pelo TAB e tem relacéo direta com a
sensibilidade a insulina e a eficiéncia energética. Mais especificamente, a
adiponectina age na oxidagéo de acidos graxos e no aumento de AMPK no musculo.
No entanto, a literatura atual ainda apresenta muitas inconsisténcias com relacdo ao
seu papel no exercicio cronico, em comparagao ao exercicio agudo (46). Um estudo
realizado por Ritchie, Wright, & Dyck (2014) utilizou camundongos ADIPOQ-
knockout e concluiu que ela ndo estava relacionada ao peso corporal, assim também
como ndo era necessariamente requerida para gerar adaptacdes metabdlicas
relacionadas ao exercicio crénico (84). E possivel associar estes achados aos do
nosso estudo. Pode-se sugerir, novamente, a possibilidade de que estamos diante
de um mecanismo compensatoério, considerando que ndo houve diferenca na
expressao de ADIPOQ entre os grupos experimentais, independentemente da dieta
e do protocolo de treinamento.

7.4 TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO
De acordo com uma revisdo sistematica realizada por Fiuza-Luces et al

(2013), o exercicio seria uma espécie de “pilula polivalente”. Esta pilula seria

“‘manufaturada” pelo tecido muscular esquelético. Ainda, os dados apresentados
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pelos autores desta revisdo indicam que o exercicio fisico realizado de maneira
cronica modula a producédo de moléculas derivadas do musculo, conhecidas como
miocinas, as quais exercem efeitos paracrinos ou enddcrinos diversos (19).

Rocha-Rodrigues et al. (2016) observaram uma relacdo entre a ativacao da
AMPK no musculo gastrocnémio com o0 amarronzamento do tecido adiposo
subcutaneo de ratos submetidos a dieta hiperlipidica (82). Os autores verificaram
que, apos oito semanas, o MICT atenuou a hipertrofia dos adipocitos promovida pela
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, assim como aumentou também a
expressdo de AMPK no musculo gastrocnémio. Por outro lado, no presente estudo,
a expressdo de AMPK detectada nos musculos esqueléticos foi muito baixa e néo foi
possivel observar diferencas entre 0os grupos experimentais na ativacdo da AMPK,
independentemente da intensidade de treinamento, tanto no muasculo gastrocnémio
guanto no mausculo sb6leo. Ao comparar os protocolos, é preciso considerar a
diferenca no tempo de eutanasia e coleta dos tecidos de 48 h com a do presente
estudo, que foi de 96 h apos a Ultima sess&o de exercicio. E possivel que 48 h nio
seja tempo suficiente para evitar os efeitos agudos da Ultima sessdo de exercicio
para este desfecho, nestas condicfes experimentais.

McConell et al. (2005) avaliaram os efeitos de duas semanas de treinamento
na bicicleta ergométrica e observaram que o treinamento atenuou as expressées
das proteinas AMPKal e AMPKa2 no musculo vasto lateral em humanos. Os
autores observaram que o treinamento aboliu em 11 vezes o aumento da
fosforilagdo da AMPKa2 no musculo, o que levou a conclusdo de que, existe pouca
ativacdo da AMPK apdés treinamento cronico, assim como devem haver outros
fatores importantes com relacdo a captacdo de glicose (85). O exercicio fisico
cronico poderia entdo aumentar o glicogénio muscular, diminuindo ainda mais a
ativacdo da AMPK em individuos treinados, caracterizando possivelmente uma
resposta adaptativa (86). No entanto, existe a possibilidade de este aumento ser
ainda menor em obesos, devido a resisténcia a insulina e sua deficiéncia no
metabolismo da glicose. Interessantemente, a AMPK ¢é ativada em esforcos
méaximos de curta duracdo ou em esfor¢cos moderados de longa duracdo, ambas as
situacdes nas quais ha deplecdo de glicogénio e ativacdo das fibras rapidas,
obedecendo o limiar de excitabilidade (50). No entanto, ndo foram encontradas

diferencas entre os protocolos de treinamento no presente estudo, indicando que o
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espaco de tempo entre a Ultima sessdo de exercicios (96 h) possibilitou a
recuperacao total dos depdsitos de glicogénio do musculo.

Com relacdo a massa dos musculos analisados, é importante relatar que os
musculos gastrocnémio e séleo possuem diferentes caracteristicas quanto ao tipo de
fibra muscular. O musculo gastrocnémio ¢ um musculo composto por fibras do tipo
2, com caracteristicas essencialmente glicoliticas e maiores respostas a treinos de
alta intensidade. Por outro lado, o musculo séleo possui fibras musculares do tipo 1,
com caracteristicas essencialmente oxidativas e que respondem melhor ao
treinamento de intensidade moderada ou baixa (87). Com relagdo a massa do
musculo gastrocnémio, o grupo que realizou MICT foi 40% menor do que 0 grupo
controle. Por outro lado, o grupo que realizou HIIT (IN) apresentou uma massa do
gastrocnémio similar ao controle (CC). Com relacdo a massa do musculo séleo, ndo
houve diferencas entre os grupos experimentais. Por ser um treinamento de
intensidade alta, é possivel que o HIIT tenha evitado a perda de fibras musculares

com caracteristicas glicoliticas.

Ao avaliar os tecidos musculares, foi observada uma associacdo com a
massa do testiculo que é importante destacar. Na comparacdo entre 0S grupos
experimentais, a massa dos testiculos dos grupos controle-obesos (CH) e MO foi
menor (-48% e -37%, respectivamente) que o grupo controle (CC), mas ndo em
relacdo ao grupo que fez exercicio intervalado de alta intensidade (IN). O testiculo é
0 6rgao efetor do eixo reprodutivo masculino, e principal responsavel pela producao
total de testosterona. Reduc¢des no volume testicular podem estar associadas a
reducdo global da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (88). Assim, é
possivel sugerir que a reducdo do volume testicular possa estar associada a efeitos
deletérios da obesidade sobre eixo reprodutivo, que também persistiram no grupo
que fez exercicio moderado (MO). Adicionalmente, especula-se que o exercicio de
alta intensidade (IN) possa ter efeito protetor na reducdo da massa testicular
associada a obesidade em camundongos. Em conjunto, esses achados abrem
perspectivas de investigacdo quanto aos possiveis efeitos da intensidade de esforgo
sobre a funcéo testicular na obesidade. Neste sentido, You, Disanzo, & Arsenis
(2013) demonstraram que oito semanas de exercicio continuo de intensidade
moderada foram capazes de elevar as concentracfes de testosterona plasméatica em

ratos geneticamente obesos (89). Como os dados sobre a massa do testiculo nédo
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foram relativizados pelo peso dos animais no estudo destes autores, ndo foi possivel
comparar com os resultados do presente estudo. O mesmo autor atribui 0 aumento
das concentragdes de testosterona nos animais obesos a mudangas positivas em
marcadores moleculares relacionados ao estado inflamatério do tecido adiposo
inguinal e epididimal (expresséo da proteina Mcp-1).

No presente estudo, houve uma correlacdo moderada entre a massa do
testiculo e o musculo gastrocnémio (r=0,649; p<0,05) que pode reforcar a ideia de
gue a composicdo corporal como um todo, e, mais precisamente, alteracdes na
massa muscular magra também possam estar associadas a manutencéo fisiologica
do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal.

Fan et al. (2015) avaliaram os efeitos de 10 semanas de DHL em
camundongos ¢57bl/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 comparacdo com 0 grupo que recebeu dieta
controle (90). Adicionalmente, um estudo realizado por Garekani et al (2012),
demonstrou uma diminuicdo nas concentracdes de testosterona em ratos magros
saudaveis quando submetidos a exercicio intervalado de alta intensidade, levando a
hipotese de que podem existir diferengas importantes nos resultados esperados com
relagdo a presenca ou ndo da obesidade, assim como na intensidade do exercicio
(91). A literatura atual ainda € muito escassa sobre este assunto e S40 necessarios

mais estudos que analisem este desfecho.

7.5 LIMITACOES
Apesar de terem sido tomados os cuidados quanto a selecdo dos animais do

estudo e no planejamento dos protocolos, houve limitacdes quanto a extrapolacéo e
interpretacdo dos resultados do estudo, assim também quanto a necessidade de
exclusdo de um grupo de animais previsto para representar um modelo de
inatividade fisica (IF).

Os dados do grupo IF ndo foram considerados para o presente estudo (dados
disponiveis para consulta no Apéndice A), porgue 0s animais deste grupo
apresentaram sinais de estresse e perda de peso, e, portanto, ndo completaram o
protocolo previsto inicialmente. Além disso, ndo foi possivel medir com precisado o

consumo de dieta e agua destes animais devido a complicacbes na coleta e
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mensuracao destes materiais deste grupo, que dependiam de uma adaptacdo na
gaiola (Figura disponivel no Apéndice A)

Foi utilizado, para mensuragdo das concentracbes de testosterona total
plasmética, o0 método de ensaio imunoenzimético competitivo (kit ELISA, Abcam®).
As concentracfes de testosterona plasmatica apresentaram valores médios bastante
contestaveis, com erros-padrdo significativamente elevados. Devido a inconsisténcia
nos valores apresentados, esta variavel foi entdo desconsiderada para fins de
andlise inferencial. E possivel que o método da coleta de sangue tenha danificado
as amostras, uma vez que muitas apresentaram padroes de baixa qualidade e
indicios de degradacéo celular (hemdlise). Dados disponiveis no Apéndice B.

Importante ainda ressaltar que o tamanho da amostra em cada grupo pode ter
limitado algumas comparacoes. Frente a diferentes comparacdes que ficaram no
nivel de tendéncia de significancia estatistica e de suas relevancias cientificas na
melhor compreensao dos efeitos (isolados e/ou associados) da obesidade e do
exercicio em fungdes organicas vitais e metabolismo, novos experimentos se fazem
necessarios.

Além disso, é preciso cuidado na interpretacdo dos resultados, pois a analise
da expressdo génica pode nao reproduzir a ativacdo direta das proteinas de
interesse nos tecidos, principalmente in vivo, como demonstrado em estudos
anteriores.
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8 CONCLUSOES

- Antes do protocolo de treinamento fisico, houve a esperada indugcédo de obesidade
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica, que ocorreu ap6s um periodo de 20

semanas.

- Durante o protocolo de treinamento fisico, 0 maior ganho de peso esteve associado
a menor capacidade aerdbia, menor massa do muasculo gastrocnémio e menor
massa testicular, assim como maior TAB subcuténeo. Interessantemente, o ganho
de peso, inclusive em animais submetidos a dieta controle, enfatiza a importancia de

ser fisicamente ativo para prevenir a obesidade

- Quando o objetivo foi a alteragdo de componentes da aptidao fisica relacionada a
saude, como atenuacdo do ganho de peso e melhora da capacidade

cardiorrespiratéria em camundongos obesos, o MICT foi superior ao HIIT.

- Houve aumento da massa do TAM do grupo que realizou HIIT, em relagcdo ao
controle. Mas, interessantemente, a maior massa do TAM néo esteve associada a
maior expressdo de genes relacionadas a termogénese, e sim em uma menor

ativacdo da UCP1 em ambos os grupos de treinamento.

- No TAB, ndo houve diferencas entre os grupos com relacdo a ativacdo dos
principais genes marcadores de termogénese, independentemente da dieta ou do
protocolo de treinamento. No entanto, o grupo que realizou HIIT apresentou uma
maior expressao do gene seletivo de adipdcitos bege (Tmemz26), assim com uma

menor expressao do hormdonio leptina.

- N&o houve diferencas entre 0s grupos experimentais na expressdo da proteina
AMPK nos musculos gastrocnémio e soleo, independentemente da dieta ou

protocolo de treinamento.
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- A dieta teve grande influéncia, tanto na aptidao fisica relacionada a saude, quanto
na alteracdo de parametros metabdlicos dos tecidos estudados em camundongos
com obesidade induzida por dieta. Estas alteracdes puderam ser atenuadas ou até

mesmo revertidas ao estado ideal (similar ao controle) pelo exercicio crénico.

- As vantagens apresentadas por um ou outro protocolo de treinamento dependeram
especificamente do desfecho observado. Muitos efeitos moleculares ainda
necessitam ser analisados para melhor elucidacdo dos mecanismos de acdo do
exercicio fisico sob o ponto de vista fisiopatoldgico, considerando o exercicio como
“‘medicamento”. Diferentes protocolos de treinamento produzem efeitos fisioldgicos

variados, tal como “medicamentos” com diferentes principios ativos e posologias.
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APENDICE A — GRUPO INATIVIDADE FiSICA (IF)

1 GRUPO INATIVIDADE FiSICA

1.1 MODELO DE INATIVIDADE FiSICA
No modelo de inatividade fisica (IF), os animais foram mantidos em duplas, em

gaiolas adaptadas, onde foram levemente suspensos pela cauda, com intuito de
evitar que os membros posteriores tocassem o chdo da gaiola (Figura 1). Este
procedimento pretendeu evitar a acdo da gravidade e promover atrofia do tecido
muscular dos membros suspensos, simulando uma situacéo de inatividade fisica, tal

gual ocorre em seres humanos.

Figura 1. Protocolo de inatividade fisica com os camundongos em duplas em
gaiolas adaptadas e suspensos pela cauda. Animais com acesso irrestrito a dieta e

agua.
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Este modelo foi criado inicialmente pela agéncia espacial americana e pretende
simular os efeitos da falta da acdo da gravidade no espaco (91). No entanto,
diversas pesquisas foram realizadas com protocolos similares com outros
propositos, a fim de estudar as mudancas bioquimicas e fisiolégicas também em
condicOes de extrema inatividade fisica (92,93).

No modelo de IF do presente estudo, os camundongos foram suspensos por
12 h por dia, durante o ciclo noturno, quando o animal estaria naturalmente mais
ativo. Este modelo pretendeu simular as condi¢cbes reais de IF apresentada pelos
seres humanos. Para viabilizar a pesquisa, foi realizado um revezamento dos
pesquisadores para soltar ou suspender os animais durante o protocolo.

Os camundongos deste grupo tiveram acesso irrestrito a dieta e agua e
realizaram as demais atividades essenciais, podendo se movimentar com 0s
membros anteriores. Neste caso, eles foram mantidos em gaiolas com até dois
animais, proporcionando um contato minimo para evitar qualquer dano ao sistema
de suspensdo e preservar 0 bem-estar minimo do animal. Adicionalmente, os
animais foram observados e pesados trés vezes por semana. Nesse protocolo, os
animais que apresentaram qualquer sinal persistente de estresse, como perda de
peso (<2 DP da média), porfirina nos olhos ou comportamento anormal deveriam
ser retirados do protocolo. Dois animais piloto foram necessérios para treinamento e
aprimoramento da técnica cirdrgica, neste caso.

O modelo de elevacdo dos membros inferiores mais utilizado é o de elevacao
da cauda do animal através de tracdo cutanea, no qual aproximadamente dois
tercos da cauda do animal sdo envolvidos com fita adesiva conectada a um suporte
giratorio em formato de anzol, fixado em uma haste de metal na parte superior da
gaiola. Contudo, em 2011, Ferreira e colaboradores publicaram um estudo
descrevendo uma forma que eles consideravam mais eficiente de suspender a
cauda do animal e evitar a incidéncia de possiveis complicacbes causadas pelo
modelo de tracdo cutanea. O outro modelo, o qual também utilizamos no presente
projeto, foi denominado de tracdo O6ssea. A modelo de tracdo Ossea depende de
uma Unica microcirurgia, na qual € implantado um anel entre a 62 e 72 vértebra da
cauda do animal. Este foi fixado no suporte da haste metalica horizontal a gaiola,
similar ao modelo anterior. Segundo Ferreira e colaboradores (2011), as vantagens
deste novo método em comparacdo com 0 anterior SAo a observacado constante da

area da cauda pelo pesquisador responséavel, evitando possiveis infeccdes e
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problemas dermatolégicos e os animais ndo tem nenhuma fita que possam tentar

roer ou escapar (94).

1.2 ANALISE DO GRUPO INATIVIDADE FiSICA
O grupo de animais obesos sob o protocolo de IF n&o foi considerado para a

andlise inferencial dos principais resultados obtidos no estudo, devido aos sinais de
estresse apresentados pelos animais durante o protocolo de treinamento fisico.
Entretanto, foram realizadas analises comparativas dos pesos dos animais que
justificam esta decisé&o.

O peso do grupo IF foi comparado ao grupo controle-obesos (CH) para o
periodo de 20 semanas de dieta, antes do inicio do protocolo de treinamento fisico.
Nesta fase, ndo houve diferenca no consumo de 4gua e dieta entre 0s grupos, assim
como também ndo houve diferenca no ganho de peso em relagcdo ao grupo CH.
Entre a semana 19-20, houve uma perda de peso significante no grupo IF (-4,3 g),
provavelmente devido a microcirurgia de implante de anel na cauda dos animais, ja
prevista para este protocolo. Nas semanas seguintes, 0S animais recuperaram
adequadamente o peso e foram entdo incluidos no protocolo de treinamento fisico.

Dados de acordo com a Figura 2.

Peso dos animais (g)

8-t T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semana

CH: Dieta Hiperlipidica/Sem intervencao IF: Dieta hiperlipidica/Inatividade Fisica
Figura 2. Valores semanais (em g) do peso do grupo de animais submetidos ao
protocolo de inatividade fisica (IF) em comparacdo com o grupo controle-obesos
(CH), antes do protocolo de intervencéao.
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Durante o protocolo de treinamento fisico, houve a observacdo de
intercorréncias. A primeira tentativa de execucao do protocolo de IF foi interrompida
ao final da segunda semana do protocolo de treinamento fisico, devido a significativa
perda de peso (-5,1 g) e aos visiveis sinais de estresse apresentados pelos animais
do grupo IF (Semana 0 a Semana 2). ApOs esta primeira tentativa, os anéis da
cauda foram removidos e os animais foram mantidos em recuperacdo, sem
intervencdo, durante 5 semanas (Semana 2 a Semana 7). Ap6s a completa
recuperacdo dos animais deste grupo, foi realizada uma segunda tentativa. O
método de suspensdo dos animais foi modificado (24 h/dia) e foi realizado um
método alternativo utilizando uma fita de esparadrapo ligada a um anel metélico para
suspensao, durante uma semana (Semana 7 a Semana 8). No entanto, o segundo
método também resultou em perda significativa de peso no grupo IF (-2,2 g), de

acordo com a Figura 3.

44 - CcH
42

40 4 =+ IF
38
36
34
32
301
281

261

241 : .
Tentativa 1 Recuperacio Tentatlya 2

229 (12h/dia) (24h/dia)

20 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Peso dos animais (g)

Semana

CH: controle-obesos IF: Obesos/Inatividade Fisica

Figura 3. Valores semanais do peso dos animais do grupo submetido ao protocolo
de inatividade fisica (IF) em comparacdo com o grupo controle-obesos (CH), durante
o0 protocolo de treinamento fisico.

Apés o protocolo de treinamento fisico, o peso dos animais foi
significativamente menor (-10,8 g) no grupo IF em comparag¢do ao grupo CH. Isso
significa que, enquanto o grupo IF perdeu 6,2 g, o grupo CH ganhou 6,2 g durante o
protocolo. Como se trata de um grupo que simulava a inatividade fisica em animais
obesos, era esperado que os animais ganhassem peso de maneira similar ao grupo

CH, o que n&o ocorreu.
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Entre os sinais de estresse apresentados, o fator determinante para a
descontinuacdo do protocolo de treinamento fisico foi a acentuada perda de peso

destes animais.
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APENDICE B — ANALISE DAS CONCENTRACOES DE TESTOSTERONA TOTAL
PLASMATICA

As concentracdes plasmaticas de testosterona apresentaram valores
semelhantes entre todos os grupos. No entanto, esta variavel ndo foi considerada
para o estudo devido aos amplos erros padrdes apresentados em todos 0s grupos,
indicando uma inconsisténcia nos resultados. Dados apresentado de acordo com a
Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo plasmatica de testosterona. Dados apresentados como
média £ EPM.
cc CH MO IN ANOVA

Pré treinamento (ng/dl) 315,3+208,4 303,1+2229 311,7+269,6 491,1+199,8 p=0,92
Pds treinamento (ng/dl) 551,5 +529,3 1,2+0,3 491,7 £+ 469,3 3,4+£0,9 p=0,68

CC: Controle CH: Controle-obesos MO: Obesos/Treinamento continuo de intensidade moderada IN: Obesos/Treinamento
intervalado de alta intensidade
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