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RESUMO

A intensidade do exercicio tem sido considerada significante para a obteng&o de sucesso fisico-esportivo
e o0 treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) € uma das propostas de destaque na atualidade.
Como consequéncia, estudos envolvendo a aplicacdo do HIIT visando a qualidade de vida atrairam a
atencdo da comunidade cientifica nos ultimos anos, de modo que esse método de treinamento vem sendo
considerado uma alternativa eficiente para individuos sedentarios ou mesmo obesos. Entretanto, ainda
pouco se conhece sobre seus efeitos a longo prazo (positivos e negativos) quando aplicado a organismos
ativos ou sedentarios, especialmente sobre o estresse fisioldgico e as adaptacGes em diferentes tecidos,
como muscular, hepético, cardiaco e 6sseo. Nesse sentido, com base em estudos prévios observamos
que o espaco habitacional onde s&o mantidos os roedores é capaz de gerar diferentes niveis de atividade
fisica espontanea (AFE) nesses animais. Diante disso, o0 objetivo geral do estudo foi investigar os efeitos
a longo prazo do HIIT sobre as adaptagdes aerdbias e anaerobias, nivel de AFE, biomarcadores de
estresse, composicao corporal e disponibilidade de estoques energéticos, bem como adaptacdes no tecido
6sseo de camundongos ativos ou sedentarios, de acordo com o espaco habitacional adotado. Para tanto,
camundongos C57BL/6J foram divididos em seis grupos (n=10 animais por grupo), sendo dois
considerados linha de base ((Baseline grupo padrdo (BL-GP) e baseline grupo amplo espaco (BL-GA),
eutanasiados antes do inicio do treinamento)) e outros quatro grupos discriminados por serem alojados
em espaco habitacional padrdo (Espaco Padrdo-EP) ou ampliado (Espago Amplo-EA), tanto controle
(C), como submetidos ao HIIT (treinados-T) (GP-C; GP-T; GA-C e GA-T). Inicialmente, todos 0s
animais foram adaptados a esteira rolante e submetidos ao protocolo de velocidade critica (VC), que
consistiu na aplicacdo de quatro esforgos aleatorios e individualizados de corridas (intensidades 17 a 35
m/min), com registro dos tempos limites para avaliacdo das capacidades aerObia e anaerobia e
individualizacdo do treinamento. O programa de treinamento foi aplicado durante 13 semanas, com a
frequéncia de 5 sessdes semanais. Cada sessdo foi composta por 4 séries de 3 repeticdes, com esforco
de 30 segundos a 130% da VC e recuperacao ativa a 50% da VC pelo mesmo tempo, ocorrendo
recuperacdo passiva de 2 minutos entre as séries, totalizando 20 minutos cada. Além disso, houve um
aquecimento de 5 minutos e volta a calma com o0 mesmo tempo apos a parte principal da sessdo. Ao
longo do programa, foram analisadas as respostas fisioldgicas agudas e a intensidade foi reajustada com
a reaplicacdo dos testes de VC na sétima semana. Houve registro diario da ingestao alimentar e hidrica
e a cada dois dias da massa corporal. A AFE foi monitorada diariamente, com elevada frequéncia de
captura de sinais (200Hz). Ap6s a conclusédo do programa de treinamento, os animais foram eutanasiados
e 0 material bioldgico armazenado. Com base nos resultados, ndo houve efeito do HIIT no aumento da
capacidade aerdbia, mas esse programa foi positivo em elevar a massa magra dos camundongos,
independente do espaco habitacional que viveram. Os indices de gordura da carcaca e retroperitoneal
foram reduzidos pelo HIIT em ambos os grupos (EP e EA). De forma interessante, o HIIT reduziu a
AFE apenas para o grupo EA-T, indicando uma preservacgao dos estoques energéticos em beneficio do
treinamento fisico. Além disso, houve melhora da tenacidade 0ssea para o grupo EA-C em comparagéo
ao grupo EA-T, além de um aumento na corticosterona sérica para o grupo EA-C em comparagéo aos
grupos EP-C e EP-T. Diante disso, nossos resultados sugerem que o HIIT foi efetivo na reducdo de
gordura corporal e manutencdo do fendtipo magro. Contudo, de modo geral um ambiente favoravel ao
estilo de vida ativo trouxe, de forma superior, beneficios a aptidao fisica e salde 6ssea de camundongos
em comparacédo ao HIIT.

Palavras-chave: treinamento intervalado de alta intensidade, capacidades aerObia e anaerobia,
composicao corporal, biomarcadores de estresse.



ABSTRACT

The intensity of exercise has been considered significant to obtain physical and sporting success. The
high-intensity interval training (HIIT) is one of the outstanding proposals nowadays. In consequence,
studies involving the application of HIIT aiming quality of life have attracted the attention of
scientific community in current years, so this method of training has been considered an efficient
alternative to sedentary or obese individuals. However, the long-term effects (positive and negative)
when applied in active or sedentary organisms is unclear, especially on physiological stress, muscular,
hepatic, cardiac and bone tissue adaptations. In this sense, based on previous studies we observed that
the space where mice are kept can generate different levels of spontaneous physical activity (SPA) in
these animals. Therefore, the present study aimed to investigate the long-term effects of HIIT on
aerobic and anaerobic adaptations, SPA levels, stress biomarkers, body and availability of energetic
stores, as well as bone tissue adaptations in active mice or not, according to the adopted housed space.
Sixty C57BL/6J mice were divided in six groups (n = 10 animals per group): two baselines (baseline
standard group (BL-SG) and baseline wide space group (BL-WG), euthanized before the start of
experiment) and four others groups discriminated according to the housing space (small cage (SC) or
large cage (LC)), both controlled (C) and HIIT (trained-T) (SC-C; SC-T; LC-C e LC-T, respectively).
Initially, all animals were adapted to a treadmill running roller and submitted to the critical velocity
(CV) protocaol, that consisted in four aleatory and individualized running efforts (intensities between
17 and 35 m/min), with time limit records for aerobic and anaerobic capacity assessment, as well to
the individualization of physical training. The training program was enforced and observed during 13
weeks, with a frequency of 5 week sessions. Each session was composed of 4 series of 3 repetitions,
with effort of 30 seconds at 130% of CV and active recovery at 50% of CV for the same time,
occurring passive recovery of 2 minutes between series. Besides that, there was a warm-up (5min)
and relaxation at the same time after the main part of the session (total session was composed by
30min). Throughout the program, the acute physiological responses and the intensity were analyzed
and readjusted with the reapplication of CV tests in sixth week. There was a daily record of food and
water intake, and body mass at each two days. The SPA was either daily monitored, with high signals
capture frequency (200Hz). After conclusion of HIIT program, the animals were euthanized and the
biological material stored. Our results showed that there was no effect of HIIT on the increase of
aerobic capacity, but it was positive in raising lean mass of mice independent of the housing space
lived. The content of carcass fat and retroperitoneal fat were reduced for HIIT in both groups (SC and
LC). Interestingly, HIT reduces the SPA only in the SC-T group, indicating a preservation of the
energy stores for the benefit of physical training. In addition, there was an improvement in tenacity
for the LC-C group compared to the LC-T group, and also an increase on serum corticosterone to LC-
C group compared SC-C and SC-T groups. In summary, our results show that HIIT was effective in
reducing body fat and in the maintenance of lean phenotype. However, in general, a favorable
environment to the active lifestyle presented more benefits to physical fitness and bone health of mice
compared to the HIIT.

Key words: high-intensity interval training; aerobic and anaerobic capacity; body composition; stress
biomarkers.
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1. INTRODUCAO

Embora j& empregado em passado muito distante, o treinamento intervalado sistematizado
surgiu por volta de 1912, mas foi difundido entre corredores europeus apds a Segunda Guerra
Mundial. De acordo com Billat et al. (2001), esse método de treinamento foi relatado pela primeira
vez em um jornal cientifico no ano de 1959, pelos autores Reindell & Roskamm, em 1959. Um
expoente a utilizar esse método foi o campedo olimpico Emil Zatopek, ao conquistar bons resultados
no atletismo (Billat, 2001).

Nas décadas subsequentes, os estudos do treinamento intervalado foram avancando, de modo
que a partir da possibilidade de modificar as variaveis de treinamento, tais como intensidade, volume
e a frequéncia, foram surgindo variacdes desse método de treinamento (Billat et al., 2001). Nesse
caminho, nas décadas de sessenta e setenta houve um avango nos estudos dos métodos de aplicacao
de parametros de avaliacéo fisica, como VO2 maximo, limiar de lactato e poténcia critica, facilitando
assim o controle do treinamento aer6bio e anaerdbio (Wasserman et al., 1964; Saltin e Astrand,
1967). Em consequéncia, visando melhores adaptac@es no metabolismo aerébio, surgiu o treinamento
aerobio intervalado de curta duragdo e o treinamento aerébio intervalado de longa duracdo, métodos
que poderiam se enquadrar em diferentes objetivos dentro da especificidade de cada esporte.

Em meio as variagdes citadas acima, foi estabelecido o treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT), caracterizado por breves esforcos intermitentes em intensidades superiores ao
limiar anaerdbio, intercalados por periodos de descanso passivo ou exercicio de baixa intensidade
(LAURSEN P, 2002; BUCHHEIT & LAURSEN, 2013a, 2013b). Com 0 mesmo principio, também
visualiza-se a aplicagdo do sprint intervalado de alta intensidade (SIT), mas caracterizado pela
execucao de exercicio de all-out ou supra maximos (BURGOMASTER et al., 2006; WHYTE et al.,
2010). Esses métodos de treinamento baseiam-se na razdo esforco-pausa com o proposito de gerar
adaptacdes em diferentes niveis fisiologicos e metabolicos (BURGOMASTER et al ., 2006;
BURGOMASTER et al., 2008; LITTLE et al., 2010; GIBALA et al., 2012). Adicionalmente, evitar
a monotonia, fugindo dos longos e repetitivos treinos continuos, é um grande atrativo para propostas
dessa natureza.

Em termos praticos e cientificos, o HIIT e o SIT estdo em evidéncia, 0 que pode ser
confirmado pelo exponencial aumento nas producdes cientificas, tanto em termos quantitativos como
qualitativos, disponibilizadas em bases indexadoras como o0 Web of Science e 0 PubMed e ainda pelo
numero de adeptos a programas dessa natureza no meio fisico-esportivo. Uma das justificativas para
seu emprego em grande escala baseia-se nas rapidas adaptacdes no metabolismo energético

decorrentes do consumo excessivo de oxigénio apés exercicio (EPOC), necessitando do
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reestabelecimento da homeostase energética e hormonal, bem como da temperatura corporal ap6s
exercicio vigoroso, fatores que aumentam o gasto caldrico e utilizacdo de gorduras (LAFORGIA et
al., 2006). No entanto, ainda ha divergéncias na literatura quanto a efetividade do HIIT em reduzir a
massa de gordura corporal em maior propor¢do quando comparado ao Moderate Intensity Continue
Training (MICT) (SULTANA et al., 2019), sendo que a maior parte dos estudos indicam que ao
empregar o HIIT/SIT em menor tempo e gasto energético que o MICT, a tendéncia € este Gltimo ser
mais favoravel em reduzir a gordura corporal total, embora os dois protocolos sejam potencialmente
capazes de reduzir a gordura corporal total (KEATING et al., 2017). Além do anteriormente
apontado, outros motivos sdo comumente atrelados ao HIIT, como melhora na performance de
exercicio (BUCHHEIT & LAURSEN, 2013a, 2013b; GIBALA et al., 2006; GIBALA & MCGEE,
2008), o dinamismo e 0 menor tempo destinado a sessdo de treino (LAURSEN P, 2002; GILLEN &
GIBALA, 2013; MACINNIS & GIBALA, 2017), embora esse ultimo aspecto ainda seja
questionavel.

Entre atletas, o HIIT tem sido conhecido como um método efetivo de treinamento por
melhorar funcdes cardiorrespiratorias e metabdlicas, como VO2 maximo, resisténcia aerdbia e, por
sua vez, a performance fisica (BUCHHEIT & LAURSEN, 2013a e 2013b). Adicionalmente, sendo o
HIIT um esforco proximo do méximo, geralmente realizado em intensidades entre 80% e 95% da
frequéncia cardiaca maxima, pode fornecer um estimulo eficaz para melhorar o transporte de oxigénio
e induzir a biogénese mitocondrial a partir do estresse metabolico obtido em resposta a alta
intensidade (LUNDBY & JACOBS, 2016; FIORENZA et al., 2018), além de estar mais proximo do
observado em provas esportivas especificas, geralmente executadas em alta intensidade.

No caso de sedentarios ou ndo atletas submetidos a programas como o HIIT, algumas
investigacBes agudas ou a curto prazo também vém sendo conduzidas. Mesmo para essa populacéo,
estudos tém relatado aumento na capacidade mitocondrial do musculo esquelético apds seis sesses
de HIIT aplicado a homens saudaveis (LITTLE et al., 2010), aumento na capacidade de oxidar
gorduras em mulheres moderadamente ativas ap6s serem submetidas a sete sessfes de protocolo de
treinamento dessa natureza (TALANIAN et al., 2006), melhora da satde cardiovascular em homens
obesos ap0ds 6 semanas de HIIT realizando uma sessdo por semana (GRACE et al., 2018) e ajustes na
composicao corporal de adolescentes com excesso de peso apos 3 sessdes/semana de HIIT durante
seis semanas (ALIZADEH & SAFARZADE, 2019). Por outro lado, o HIIT em exercicio de ciclismo
impactou em altos niveis de estresse fisioldgico quando comparado ao HIIT em corrida com pacing
constante aplicado a sedentarios, sinalizando o efeito da estimulo-dependéncia sobre as respostas

relacionadas ao estresse, mesmo quando adotadas cargas equiparadas (KRIEL & SOLOMON, 2018).



13

Como essas investigacdes apresentam cortes de apenas uma sessao ou alguns dias de aplicacdo, ainda
ndo e possivel avaliar os impactos do estresse promovido a longo prazo por programas de treinamento
fisico com tais caracteristicas.

Em termos psicobiologicos, a literatura é também bastante controversa, especialmente por
comparacdes entre o HIIT e outros métodos ndo considerarem, em muitos casos, a similaridade de
carga externa desses programas (KEMMLER et al., 2014; SELMI et al., 2018). O aumento nas
emocOes negativas durante e apds a realizacdo de sessdes dessa natureza € relatado em alguns casos
(HARDCASTLE et al., 2014; DECKER & EKKEKAKIS, 2017), especialmente por individuos ndo
treinados, bem como menor prazer e resposta mais aversiva a altos volumes de HIIT para mulheres
obesas (ASTORINO et al., 2019), o que sugere ser esse um método desestimulante para sedentarios
devido a pouca aptiddo fisica e tolerancia ao exercicio, podendo impedir o ingresso ou a aderéncia
(continuidade) de programa de treinamento para as pessoas com essas caracteristicas (ASTORINO et
al., 2012; DECKER & EKKEKAKIS, 2017). Em contrapartida, dezoito sesses de HIIT durante 6
semanas ndo alteraram a excitabilidade corticoespinal, marcadores bioguimicos e o trabalho da
memaria em homens sedentarios (NICOLINI et al., 2019). Em perspectiva semelhante, vinte sesses
de HIIT em um periodo de 4 semanas aumentaram as concentragdes circulantes de fator neurotréfico
derivado do cérebro (BNDF) em jovens mulheres saudaveis, mas, ao mesmo tempo, o treinamento
ndo promoveu melhora na performance fisica e reducédo do percentual de gordura corporal relativa
comparado ao grupo controle (RENTERIA et al., 2019), uma sessdo de HIIE de baixo volume
aumentou significativamente o funcdo do cértex pré-frontal, fornecendo beneficio a funcdo cognitiva
(SLUSHER et al., 2018) e as fun¢des neuromusculares melhoraram apos 3 sessfes semanais de HIIT
durante 16 semanas (SCHAUN et al., 2019).

A literatura é clara em sinalizar que o exercicio fisico agudo pode atuar como estimulo
estressante para o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), estimulo sensorial que ao ser percebido
pelas células do nucleo paraventricular causa a liberacdo do fator liberador de corticotropina, que
libera adenocorticotropina (ACTH) resultando, por sua vez, em um aumento significante nos niveis
de cortisol circulante (HILL et al., 2008; HERMANN et al., 2018). Esse glicocorticoide ird modular
0 metabolismo da glicose, das proteinas e acidos graxos livres acelerando a mobilizacdo de gorduras
para obtencéo de energia durante exercicio fisico intenso e/ou prolongado (DEDOVIC et al., 2009).
Mesmo de maneira cronica, embora o treinamento possa gerar adaptacdes fisioldgicas ao eixo HHA,
de fato o hormdnio cortisol se eleva em taxa proporcional ao aumento da intensidade do exercicio
(BONATO et al., 2017). Fenbmeno similar observa-se para a corticosterona, no caso dos roedores

(CONTARTEZE, 2008). Por ser o HII'T um programa que atua com a razao esfor¢o pausa, sendo 0s
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exercicios aplicados em elevada intensidade, respostas dessa natureza também sdo apresentadas pelo
eixo HHA. A exemplo, Wahl et al. (2013) observaram que o HIIT (SIT) executado por meio de 4
estimulos de 30 s all out causou maior aumento nos niveis de cortisol e hGH se comparado ao HIIT
caracterizado por 4 estimulos de 4 min a 95% do pico de poténcia, bem como ao treinamento
embasado no alto volume (HVT). No mesmo caminho, recentemente MACINNIS et al. (2017)
relataram maior concentracdo de lactato sanguineo, frequéncia cardiaca, percepcdo subjetiva de
esforco e dispneia com o HIIT em relacdo ao treinamento continuo de moderada intensidade MICT,
sugerindo que o primeiro propicia maior estresse metabdlico, apesar da realiza¢do de trabalho total
equivalente ter sido considerada nesse estudo.

Além das respostas a estimulos agudos ou adaptacGes advindas de programas intervalados de
alta intensidade aplicados a curto prazo sobre o estresse, a composicao corporal e adaptacdes em
tecidos como o muscular, cardiaco, hepatico e o tecido 6sseo também pode ser modulado
(ALIZADEH & SAFARZADE, 2019; BOUTCHER, 2011), embora seja pouco explorado em
modelos humanos e animais. Devido ao efeito piso elétrico e consequentemente agregacédo de calcio,
os impactos do exercicio de alta intensidade (especialmente a corrida ou modalidades que usam gestos
motores com mais impacto) parecem modular o tecido 6sseo de modo mais efetivo (KOENEN et al.,
2017), propiciando maiores ganhos de massa 6ssea. Um dos motivos para tal sdo as maiores
concentracdes de hormdnio de crescimento (GH) como resposta a exercicios anaerobios (KOENEN
etal., 2017), estimulando o crescimento 6sseo (WOITGE et al., 1998). Além disso, Turner & Robling
(2003) relataram que exercicios de alta intensidade com alto impacto no tecido 6sseo sdo 0s mais
recomentados para promover carga mecanica suficiente e estimular osteogénese. Por outro lado,
embora tenha melhorado o desempenho em corrida, a realizagdo de oito semanas de SIT indicou ndo
ser adequada para o aumento do pico de massa 06ssea de camundongos no inicio da fase adulta
(KOENEN et al., 2017). Em outra perspectiva, sabe-se que maior taxa de remodelamento ésseo esta
associada a desmineralizacdo e diminuicdo do conteldo de ligagdes cruzadas de colageno,
diminuindo as propriedades biomecanicas e biofisicas do osso (SHIGUEMOTO et al., 2012),
condicdo que aliada aos efeitos colaterais e anormalidade metabdlicas que diminuem a massa 0ssea
em individuos obesos ou sedentarios, por exemplo, aumenta o risco de fratura 6ssea (SHAPSES et
al., 2017). Diante disso, algumas duvidas permanecem a respeito da aplicagdo do HIIT sobre a
resisténcia e deformacao dssea para individuos ou animais sedentarios, bem como se treinamentos
com essas caracteristicas modificam a estrutura 6ssea para esses grupos.

De fato, mesmo tendo atraido bastante atengéo na atualidade, tanto considerando a quantidade

de adeptos ingressantes em programas de HIIT, como pelo exponencial aumento de artigos cientificos
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sendo publicado na ultima década (KEATING et al., 2017; LAURSEN & BUCHHEIT, 2019), pouco
ainda é conhecido sobre os impactos crénicos (a longo prazo) gerados por esse metodo de
treinamento, especialmente quando aplicado a individuos sedentarios ou pouco ativos ingressantes
em programas dessa natureza. Pressupde-se que realizar esforgos cronicos em intensidade (i.e., supra
limiar anaerdbio) requer adaptagdo fisiologica e metabdlica prévia. Entretanto, de modo pratico, é
bastante comum observar que individuos que acabam de ingressar em programas de treinamento
fisico séo inseridos em propostas envolvendo o HIIT (WHYTE et al., 2010; SIAHKOUHIAN et al.,
2013; PUGH et al., 2017; VELLA et al., 2017).

Mediante ao exposto, algumas duvidas se estabelecem a partir do pressuposto que o HIIT pode
promover 0 aumento do estresse, uma vez que 0 exercicio de alta intensidade presente na fase
“esfor¢o” resulta em elevagdo da taxa metabolica durante e apds o exercicio, sendo prescrito em
dominio de intensidade na qual ndo mais h& estabilizacdo das respostas fisioldgicas (BILLAT et al.,
2003; FAUDE et al., 2009;). Adicionalmente, pouco se é conhecido sobre 0s impactos a longo prazo
desse metodo de treinamento sobre adaptacfes em diferentes tecidos, tais como o muscular, hepatico
e 6sseo (DELWING-DE LIMA et al., 2017; BARTLETT et al., 2018; FREITAS et al., 2018). Ainda,
seriam as adaptacdes (positivas e/ou negativas) dependentes da condicdo prévia do individuo frente
ao ingresso no HIIT, especialmente em relacdo aos niveis de atividade fisica didria? Quais sdo 0s
possiveis beneficios e riscos fisioldgicos da aplicacdo de programas dessa natureza a individuos
pouco ativos? Dificilmente essas questdes poderdo ser controladas ou propostas em programas de
exercicio baseados no HIIT para humanos, considerando a dificuldade de estabelecimento de um
desenho experimental robusto e ainda os possiveis riscos de aplicacdo que programas dessa natureza
poderdo impactar a individuos em diferentes condi¢cdes, como o sedentarismo. Além disso, 0s
impactos cronicos (a longo prazo) de programas de treinamento para humanos sdo absolutamente
carentes na literatura, ja que necessitam de acompanhamento experimental por periodos prolongados.
A grande maioria dos estudos sobre HIIT esté limitada a desenhos experimentais analisando respostas
de uma sessao de exercicio (HIIE) ou, quando do estudo adaptativo, ocorréncias ap6s poucas sesstes
ou algumas semanas, sem relatos crénicos (anos de aplica¢do) sobre o organismo.

Diante das dificuldades experimentais supra apontadas em pesquisas com seres humanos, a
utilizacdo de modelo animal para estudos que visam essa finalidade tem sido bastante requisitada
como uma saida para desvendar fendmenos fisiologicos e patoldgicos, sobretudo quando ha a
necessidade de andlises invasivas e comportamentais que exigem rigido controle da amostra e do
ambiente. Adicionalmente, em algumas semanas é possivel observar ocorréncias de varias fases da

vida.
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Com efeito, alguns animais, como ratos e camundongos, sdo bastante utilizados para
investigacOes em fisiologia do exercicio. No caso dos roedores, diversos motivos tém contribuido
para a difusdo de sua adocdo em estudos dessa natureza, como a possibilidade de intervencdes e
andlises invasivas, facil manipulagdo, Otima resposta ao exercicio (DAGGAN et al., 2000;
CARVALHO et al., 2005;) e monitoramento constante de varidveis comportamentais (ingestdo
alimentar e atividade espontanea) (GOBATTO et al., 2001; DE ARAUJO et al., 2012).

Nessa perspectiva, recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo capaz de
proporcionar diferentes condi¢cOes de espaco habitacional para roedores, estimulando o
desenvolvimento de distintos niveis de atividade fisica diaria. A construgdo de uma gaiola
habitacional de amplo espaco e a adogdo das gaiolas convencionais com espaco reduzido permitiu
comparar a atividade espontanea de camundongos mantidos nessas diferentes condi¢es (SCARIOT
et al., 2016). De maneira bastante consistente, a adocdo das habita¢cdes com diferentes dimensdes
possibilitou gerar grupos de animais mais ativos (alojados em gaiolas com amplo espa¢o habitacional)
e, por outro lado, menos ativos, com perfil mais proximo do sedentarismo (aqueles mantidos em
gaiolas convencionais), com as vantagens das medidas de atividade fisica espontanea (AFE) serem
realizadas diariamente e com elevada frequéncia de captura de sinais, sem que o animal tenha
conhecimento e, portanto, sem alteracdo comportamental e efeitos equivocados sobre a medida
(SCARIOT et al., 2019).

Considerando os principais conceitos e critérios utilizados para classificar o estilo de vida
sedentario ou ativo, é importante destacar que o gasto energético entre os mamiferos ocorre de
diversas maneiras, tais como com atividades de manutencdo e reparo celular, digestéo,
termorregulacédo e locomogéo, dentre outros, sendo que essas a¢des podem variar bastante entre cada
individuo ou espécie (GARLAND et al., 2011). A locomocdo representa um componente primordial
na vida da maioria das espécies, sendo importante em diversas acdes diarias basicas (REZENDE et
al., 2009). Em humanos, tais questdes sdo bastante claras, de forma que as ferramentas que
quantificam o gasto energético visando a obtencao de parametros que facilitem profissionais da satde
a trabalharem na prevencéo e promocéo da qualidade de vida s&o cada vez melhores. Nesse sentido,
as praticas diarias e condices fisicas que condizem com as caracteristicas de um individuo sedentario
ou um individuo ativo estdo bem estabelecidas. No entanto, no caso dos animais isso ndo fica téo
evidente. As inUmeras ac¢des ndo incluidas no treinamento fisico que resultam em gasto energético na
rotina de roedores, denominadas AFE (GARLAND et al., 2011), podem variar amplamente tanto em
intensidade quanto em duracdo, tornando dificil contabilizar e estipular um limite de corte nos niveis

de AFE que possibilitem enquadrar os animais em sedentarios ou ativos. Entretanto, o modelo aqui
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aplicado, adotando o aumento do espaco disponivel aos animais, é capaz de implementar diferentes
niveis de AFE, gerando animais mais ou menos ativos, de acordo com alteracdes significativas
observadas em outras variaveis de condicionamento fisico e composicao corporal identificadas em
conjunto com o nivel de AFE (SCARIOT et al., 2016; SCARIOT et al 2019).

Destaca-se ainda que a aplicacdo de programas de treinamento fisico em roedores deve
respeitar os mesmos principios do treinamento fisico que baseiam os esforcos com seres humanos.
Nesse sentido, a avaliagdo individualizada para detecgéo das melhores intensidades para programar
o HIT deve ser efetuada. Um método avaliativo pratico, mas muito robusto, € o0 modelo de poténcia
critica (PCrit), ja validado para ratos Wistar submetidos a natacdo (DE ARAUJO et al., 2013) e
exercicio de corrida em esteira rolante (MANCHADO-GOBATTO et al., 2010, MANCHADO-
GOBATTO et al., 2012), bem como camundongos corredores (BILLAT et al., 2007). Esse protocolo
de avaliacdo permite estimar, por ajuste matematico embasado na relacdo entre intensidade de
exercicio e tempos de exaustao, a capacidade aerobia (velocidade critica) e anaerdbia (capacidade de
corrida anaerobia). Entre os dois tipos de exercicio, a natacao e a corrida, esse Ultimo tem sido muito
empregado em experimentos com animais, considerando o nimero de pesquisas usando esse recurso
em relacdo a qualquer outro modelo (DAGGAN et al., 2000; BENNELL et al., 2002; CARVALHO
et al., 2005), além do gesto motor da corrida se assemelhar ao perfil da locomocéo dos roedores (i.e.,
gesto primordial adotado pelos roedores nas atividades da vida diaria). No caso dos camundongos
C57 inclusive, ndo ha a necessidade de selecdo de corredores, ja que todos apresentam excelente
resposta frente ao estimulo da corrida. Em vista disso, o controle preciso da intensidade do esfor¢o
(especialmente pela variavel intensidade), a caracteristica do gesto motor adotado para o exercicio e
as respostas adaptativas advindas do treinamento de corrida fortificam a adoc¢édo desse estimulo em
investigagdo com roedores, além da corrida ser também o esforgo talvez mais adotado por humanos.

A partir desse contexto, a possibilidade de avaliar os efeitos do HIIT ao longo de 13 semanas
sobre as capacidades aerdbia e anaerobia por meio de um teste fisico analogo ao protocolo de PCrit,
como a velocidade critica (VC), se fortalece, viabilizando encontrar respostas crénicas desse método
de treino em camundongos advindos de diferentes condi¢Ges habitacionais. Adicionalmente, para
testar, de maneira inédita, o efeito do espaco habitacional sobre a AFE em diferentes momentos da
vida e ainda confirmar o “ponto de partida fisiolégico” antes do inicio do programa de treinamento
com base no HIIT, os camundongos serdo alojados em diferentes espacos desde os vinte e nove dias
de idade até o inicio da fase adulta. Pensando ainda em uma avaliacdo das adaptacOes diarias, sera
realizado registros da AFE durante todo o processo.
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Tendo por base os referenciais tedricos supramencionados e as lacunas observadas na
literatura, o presente projeto pretende responder as seguintes questdes: A exposicdo a diferentes
espacos habitacionais promove distintas adaptacdes e niveis de estresse em resposta ao HIIT? Um
espaco favoravel ao sedentarismo potencializa o estresse dos animais em resposta ao HIIT se
comparado a manutencdo dos roedores em espaco que favorece o aumento da atividade fisica
espontanea? As capacidades aerobia e anaerobia analisadas em corrida sofrem adaptacdes de maneira
diferente se comparados animais mais ou menos ativos submetidos ao HIIT? As respostas
relacionadas a composi¢do corporal e impactos osteomusculares, sofrem influéncia da condicdo
prévia de organismos submetidos cronicamente ao HIIT?

Para responder tais questdes, considerando a ferramenta potencialmente capaz de gerar
animais mais ativos versus menos ativos, bem como a possibilidade de estudar os efeitos crénicos do
HIIT prescrito em intensidades individualizadas sobre diferentes varidveis (capacidades aerdbia e
anaerdbia, composicdo corporal, adaptagdes séricas, musculares e Osseas), 0 presente estudo foi
estruturado. A originalidade da proposta pode ser visualizada em diferentes aspectos, dentre 0s quais
destacam-se: i) 0 estudo sobre os efeitos da disposicdo de maior ou menor espa¢o aos camundongos
desde a fase de crescimento dos animais; ii) a proposta do HIIT em intensidades baseada na avaliacao
individualizada de VVC para roedores; iii) 0 estudo das adaptacOes a longo prazo geradas pelo HIIT
aplicado a animais mantidos em gaiolas com reduzido ou amplo espaco habitacional sobre diferentes
aspectos comumente relacionados a qualidade de vida, como a composicdo corporal, ingestdo
alimentar, biomarcadores de estresse, estoques energéticos musculares e hepaticos, bem como
pardmetros biofisicos e biomecénicos do tecido 6sseo.

Destaca-se que a selecdo das variaveis dependentes a serem analisadas no presente estudo foi
pautada na significancia dessas para a qualidade de vida, as quais justificam analises mais
aprofundadas quando da aplicacdo de treinamento intervalado de elevada intensidade. Além disso, ha
importante caréncia de estudos que investigam as adaptacdes a longo prazo propiciadas pelo HIT
sobre tais varidveis dependentes, tanto investigando modelo animal como humano, o que, em partes,
pode ser explicado pela necessidade de adogdo de métodos invasivos e/ou por dificuldade de

acompanhamento experimental por longos periodos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) a longo prazo,
sobre adaptaces aerObias e anaerobias, nivel de atividade fisica esponténea, biomarcadores de
estresse, composicao corporal, disponibilidade de estoques energéticos e adaptacdes do tecido 6sseo

de camundongos ativos ou sedentarios, de acordo com o espaco habitacional no qual sdo mantidos.

2.2. Objetivos especificos

i) Investigar os efeitos do HIIT e espaco habitacional sobre as capacidades aerébia (VC) e
anaerdbia individual (CCA) de camundongos, sendo essas avaliadas antes, durante e ap6s 13 semanas
do programa de treinamento;

ii) Avaliar os efeitos do HIIT aplicado a animais mantidos em espaco habitacional padréo ou
amplo sobre a massa corporal mensurada a cada dois dias e nivel de atividade fisica espontanea,
ingestdo alimentar e hidrica mensurados diariamente;

iii) Verificar os impactos do HIIT aplicado a animais mantidos em espago habitacional padrédo
ou amplo sobre os biomarcadores de estresse, como a corticosterona e massa da glandula adrenal;

iv) Investigar os efeitos do HIIT aplicado a animais mantidos em espaco padrdo ou amplo
sobre os estoques de glicogénio muscular, hepatico, cardiaco, bem como composic¢do corporal
(gorduras viscerais e da carcaga, teor de dgua e massa magra) desses roedores;

v) Estudar os efeitos do HIIT e espaco habitacional sobre as adaptacdes de tecido dsseo, sendo

analisados os parametros biomecanicos e biofisicos do fémur.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6J, todos provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O experimento foi conduzido no Biotério de
Ciéncias do Esporte da Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA-UNICAMP), Campus de Limeira —
SP. Durante todo o experimento, os camundongos foram mantidos em ambiente climatizado a 22+1°
C de temperatura, umidade relativa do ar entre 45 e 55% e ruidos ndo ultrapassando 85 decibéis e
foto periodo com um ciclo claro/escuro de 12h (iluminacdo das 6:00am até 6:00pm). Todos os
animais foram alimentados com racdo comercial (Nuvilab®, CR1, Nuvital), sendo diariamente
mensurada a ingestdo alimentar e hidrica. O experimento foi realizado de acordo com a legislacdo
Brasileira corrente e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal foram
rigorosamente seguidas, sendo iniciado apenas apds a aprovacao do protocolo por parte da Comisséo
de Etica para Uso de Animais — CEUA — Unicamp (Protocolo: 4953-1/2018). O certificado de
aprovacao emitido pela CEUA - UNICAMP esté apresentado no ANEXO 1.

3.2. Desenho experimental

Com o intuito de verificar as relagdes e interacfes destacadas nos objetivos do projeto, 0
desenho experimental considerou 6 grupos, divididos de forma randomizada. O método estatistico n
=1+ [2C X (s/d)2] de poder amostral indicou a necessidade de 10 animais por grupo, ja prevendo a
possibilidade de ocorrer desisténcia dos camundongos frente ao programa de treinamento fisico
(embora ndo seja comum observarmos esse comportamento quando da utilizagdo dessa linhagem
submetida a avaliacdo fisica ou treinamento). Esse nimero foi calculado baseando-se em um intervalo
de confianga de 95%, nivel de significancia 0,05, diferenca esperada entre 0s grupos de 15% e desvio
padrdo aceitavel de 11%.

Aos 29 dias de idade, os animais foram aleatoriamente divididos em 2 tipos de alojamentos:
grupo padréo (GP) e grupo amplo (GA), sendo subdivididos novamente em outros 2 grupos dentro
de cada alojamento: Controle (C) e treinado (T). Adicionalmente, foram previstos dois grupos
considerados “linha de base”, sendo eles baseline grupo padrdo (BL-GP) e baseline grupo amplo

(BL-GA). Com isso, os grupos foram caracterizados da seguinte maneira:
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» Grupo Baseline/Padrdo (BL-EP, n=10): Animais confinados no espaco padréo desde sua
chegada ao biotério local (aos 29 dias de idade), sendo eutanasiados antes do inicio do
programa de treinamento (aos 61 dias de idade);

» Grupo Baseline/Amplo (BL-EA, n=10): Camundongos alojados no espago amplo desde sua
chegada ao biotério local (aos 29 dias), sendo eutanasiados antes do inicio do programa de
treinamento (aos 61 dias de idade);

» Grupo padréo/Controle (EP-C, n=10): Animais alojados em espaco habitacional padréo e ndo
submetidos ao treinamento fisico intervalado de alta intensidade;

» Grupo padrdo/Treinado (EP-T, n=10): Camundongos mantidos em espa¢o habitacional
padrdo, submetidos ao treinamento fisico intervalado de alta intensidade (HIIT);

» Grupo amplo/Controle (EA-C, n=10): Animais alojados em amplo espaco habitacional, mas
mantidos na condicdo controle (sem treinamento fisico intervalado de alta intensidade);

» Grupo amplo/Treinado (EA-T, n=10): Camundongos mantidos em amplo espaco

habitacional, submetidos ao treinamento fisico intervalado de alta intensidade (HIIT).

Os camundongos foram mantidos sob as intervencdes experimentais durante 13 semanas. A
ingestdo alimentar e hidrica, bem como o comportamento da AFE foram quantificadas diariamente
durante todo o experimento. Antes, no meio e ao término do periodo experimental, as capacidades
aerdbia e anaerobia de todos os animais foram obtidas pelo protocolo de velocidade critica. Apds as
onze semanas de aplicacdo do HIIT, os animais de cada grupo foram eutanasiados para a extracdo de
sangue para a analises de marcadores de estresse, bem como extracao da glandula adrenal para analise
de colesterol. Por¢des de musculos soleo, gastrocnémio, figado e coracdo foram coletados para
analise dos estoques de glicogénio. As carcacgas dos animais foram processadas para caracterizacao
da composicao corporal. Adicionalmente, o fémur foi separado e utilizado para analise da densidade

e estresse 0sseo. O planejamento experimental pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Imagem ilustrativa do desenho experimental da pesquisa de acordo com os dias de
avaliacdo. Grupo espaco padrdo controle (EP-C), grupo espaco padréo treinado (EP-T), grupo espaco
amplo controle (EA-C), grupo espaco amplo treinado (EA-T), baseline grupo padrdo (BL-EP),
baseline grupo amplo (BL-EA), atividade fisica espontanea (AFE) e High Intensity Interval Training
(HIIT).

3.2.1. CondicGes de alojamento

O espaco habitacional aqui denominado padrdo consistiu de caixas de polietileno nas
seguintes magnitudes: 40 x 33 x 16cm (comprimento, largura e altura, respectivamente). Nesse
alojamento, dez animais foram alojados em uma area de solo correspondente a 1.320 cm? que garantiu
um espaco de 132 cm? per animal. Por outro lado, no espaco habitacional considerado amplo, os
camundongos foram alojados em uma gaiola na grandeza de 80 x 60 x 33,3cm (comprimento, largura
e altura, respectivamente) sendo mantidos também 10 animais em uma area de solo correspondente

a 4.800 cm?, conferindo um espaco de 480 cm? per animal.
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3.2.2. Programa de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)

Inicialmente, os roedores foram adaptados progressivamente a manipulacédo e a corrida em
esteira rolante por trés dias consecutivos. Nesta adaptacdo os camundongos correram em intensidade
entre 8-17 m.min"t, com um periodo variando entre 10-15 minutos, com o intuito de reduzir o estresse
induzido pelo ergdbmetro sem promover alteracGes fisioldgicas em relacdo ao treinamento fisico,
(CONTARTEZE et al., 2007). Posteriormente, os camundongos dos grupos treinados foram
submetidos a dez semanas de um programa de treinamento intervalado de alta intensidade (high
intensity interval training — HIIT), que foi realizado nesse mesmo ergdmetro. As sessdes de
treinamento foram iniciadas com aquecimento de 5 minutos em intensidade de 8 m.min. A parte
principal foi composta por quatro séries, sendo cada uma composta por trés esforcos de 30 segundos
em intensidade equivalente a 130% da VC individual, entremeadas por recuperacdo ativa de 30
segundos a 50% da VC. Ao final de cada série, houve um descanso (recuperacao passiva) de 2
minutos. Findada a parte principal da sessdo, foi conduzida a volta a calma, caracterizada por 5
minutos de caminhada a 8 m.min. Desse modo, a sessdo de exercicio totalizou 30 minutos. A

descricao ilustrativa das sessdes de exercicio estd apresentada na Figura 2.

130 % VC D

30 % VC < G 2 min Mais 2 séries
descanso descanso | T &
\ ) L )
Y T
Aquecimento 12 série 22 série Volta a calmade5
5 min minutos no final

Figura 2. Imagem ilustrando o desenvolvimento de uma sessdo do HIIT. Velocidade Critica —(\VC)

representa a intensidade individualizada de exercicio.

O protocolo foi realizado 5 vezes por semana durante o ciclo diurno (7:00 — 11:00), para
analisar o efeito acumulativo da realizacdo do HIIT na semana. Visando oferecer a mesma rotina para
todos 0s animais presentes nesse estudo, mesmo 0s camundongos pertencentes ao grupo néo treinado
foram conduzidos ao local de treinamento, para induzi-los ao estresse do ambiente semelhante aquele

que foram submetidos os animais do grupo treinado.
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3.2.2.1. Avaliacéo da velocidade critica e capacidade de corrida anaerdbia

A avaliacdo das capacidades aerobia e anaerobia foi realizada pelo protocolo de velocidade
critica (MANCHADO-GOBATTO et al., 2010; SCARIOT et al., 2019), a partir da aplicacdo de
quatro esforcos aleatorios e individualizados de corrida em esteira rolante (intensidades variando
entre 18 a 27 m/min), com 24 horas de intervalo entre eles e registro do tempo limite (tlim) de cada
esforco sendo mensurado em segundos. Os critérios de exaustdo adotados foram: tempo de exaustao
entre 1 e 15 minutos e ndo manutencdo da corrida pelos animais, permitindo afastarem a linha limite
estabelecida na esteira até cinco vezes.

A partir do ajuste linear entre distancia vs. tlim foi possivel determinar o coeficiente angular
e o intercepto y, 0s quais correspondem, respectivamente, a VC (capacidade aerobia) e a capacidade
de corrida anaerdbia (CCA) (BILLAT et al., 2005). O protocolo foi aplicado na semana anterior ao
inicio do HIIT e reaplicado ap6s 5 semanas, bem como no final do periodo de treinamento, na 132

semana do experimento.

3.2.3. Avaliacdes diarias e semanais ao longo do programa de treinamento

Com o intuito de efetuar avaliacbes formativas (i.e., mensuracdes para investigacdo dos
efeitos observados ao longo do experimento), foram realizadas mensuragdes diarias, como controle
da ingestdo hidrica e ingestdo alimentar e a cada dois dias, tais como controle da massa corporal e

registros da atividade fisica espontanea.

3.2.3.1. Avaliacédo da atividade fisica espontéanea

A atividade fisica espontanea (AFE) foi registrada pelo principio gravimétrico
(BIESIADECKI et al., 1999), conforme ilustrado na Figura 3. Nosso sistema permite a quantificacdo
da AFE sem que o animal tenha que ser transferido de seu ambiente habitual, além de efetuar esse
registro durante todo o dia e por longos periodos. Para medir a AFE dos animais alojados em gaiolas
convencionais, trés células de carga (MKPW-2kgf®, MK Control and Instrumentation™) foram
acopladas, em distribuicdo triangular, entre duas plataformas de ferro (45X34 centimetros). A AFE
gerada pelos animais dentro das caixas foi quantificada por meio das micro deformagfes na
plataforma metalica, as quais foram, portanto, percebidas pelas células de carga (sensores de
deformagcéo, strain gauges). Os sinais foram amplificados (MKTC5-10®, controle e instrumentagao
MK™) e processados em um moédulo de condicionamento de sinal (USB-6008 ® National

Instruments ™),
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Gaicla dos animais

deaquisigiodigital
Signal Express @

Figura 3. Mensuracdo da AFE de animais alojados em gaiolas convencionais. Adaptado de
SCORIOT et al., (2016).

A AFE dos animais alojados em amplo espaco foi a resultante dos sinais obtidos por trés
células de carga (MKPW-2kgf®, MK Control and Instrumentation™) as quais foram acopladas na
parte inferior da plataforma metalica na qual os camundongos foram alojados. Para atingir um perfeito
equilibrio do sistema, as células de carga foram posicionadas em uma distribuicdo triangular
conforme exemplificado na Figura 4. As células de carga foram fixadas em uma estrutura rigida que
sustenta toda a gaiola. A plataforma metalica foi apoiada somente sobre as células de carga, sem mais
nenhum outro ponto de contato com o restante da gaiola. No espaco habitacional amplo (EA), os
sinais foram capturados e modulados unicamente pelo bloco National-Instruments-SC-2345-SCC-

Signal-Conditioning.
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Figura 4. Mensuracdo da AFE de animais alojados no espaco habitacional amplo (EA). Desenho
esquematico do posicionamento das células de carga na plataforma metalica em visdo superior e

lateral.

Em todas as situacoes, os sinais foram capturados a uma frequéncia de 200 Hz e transmitidos
a um software de aquisi¢do digital (LabView Signal Express ®, National Instruments™). Todos os
registros foram realizados diariamente nos 4 grupos experimentais. As gravacdes foram executadas
com animais alojados coletivamente (10 camundongos de cada grupo). Nossa escolha por preservar
a habitacdo social e ndo fornecer uma gaiola para cada animal foi baseada no fato de que o isolamento
social pode ser prejudicial ao animal, mesmo para camundongos (RIITTINEN et al., 1986;
VALZELLI, 1973). O sistema gravimétrico foi calibrado por meio de massas conhecidas. Equacdes
de regressdo foram, entdo, obtidas permitindo conversdes de sinais de mv para unidades de
quilogramas (kg).

Os sinais adquiridos no experimento foram tratados utilizando o software MatLab ®. A AFE
foi calculada de acordo com o método matematico anteriormente proposto (BIESIADECKI et al.,
1999). Os valores das diferengas entre as amostras consecutivas (AC) foram elevados ao quadrado, e
foi efetuada a raiz quadrada e posteriormente a soma dos valores obtidos a cada hora. Apos isso, 0s
valores de AFE foram ajustados pela massa corporal (gramas) dos animais (kg * g%). A equacéo para

obtencdo da AFE é definida como:

AFE =37 \J(ACiyy — AC))?
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3.3. Eutanésia

Apdbs 29 dias de sua chegada ao laboratério (Grupos baseline) ou apds 48 horas da ultima
sessdo de exercicio (Grupos experimentais), os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical seguido de decapitacdo, sem utilizagdo de anestesia nesse procedimento.

Logo apos o sacrificio foram coletados cirurgicamente os materiais biolégicos sangue (para
obtencdo do soro), musculo esquelético (soleo e gastrocnémio), glandulas adrenais, tecido adiposo e
figado, além da carcaca e fémur. Amostras dos musculos esqueléticos, cardiaco e hepéatico foram
rapidamente depositadas em nitrogénio liquido para evitar a degradacdo tecidual, sendo
posteriormente armazenadas a uma temperatura de -80°C. As amostras sanguineas foram

centrifugadas e armazenadas em aliquotas de soro a uma temperatura de —80°C.

3.4. Analises processadas apos a eutanasia

3.4.1. Composicgao corporal

Os depdsitos de gordura visceral, incluindo a gordura epididimal e a retroperitoneal, foram
removidos e sua massa mensurada. A fim de medir o teor de 4gua (H20), as carcacas retiradas foram
desidratadas em um forno a 100°C e posteriormente trituradas com um solvente organico sofrendo
varias lavagens para remocdo de gordura. As carcacas livres de gordura foram novamente
desidratadas em estufa a 100°C para obtencdo da massa corporal magra. Portanto, o teor de agua
(H20), a massa de gordura na carcaca (MG) e a massa magra da carcaca (MM) foram calculados pela
diferenca de massa e expressos em relacdo a carcaca eviscerada do animal. Com relacdo as glandulas
adrenais, essas inicialmente foram alocadas sobre um papel de filtro umedecido em solucéo salina.
Ap0s estarem limpas, sua massa foi mensurada em balanga analitica da marca SHIMADZU e modelo
AY?220.

3.4.2. Analises bioquimicas

O conteudo de glicogénio hepatico e muscular (séleo e gastrocnémico: porcao medial e lateral)
foi determinado por método colorimétrico usando fenol e &cido sulfurico, sendo os tecidos digeridos
em hidréxido de potassio (KOH) [30%] em banho quente. Foi adicionado sulfato de sédio (Na2SOa)
para a precipitacdo do glicogénio. Apds lavagens com etanol [70%] o precipitado foi diluido em agua
destilada. A concentracdo de glicogénio foi determinada por método colorimétrico usando 10 pul de
fenol (CeHsOH) e 2 ml de &cido sulfirico (H2SO4) (DUBOIS et al., 1956). O produto colorido da
reacao foi lido em leitora de microplaca, a uma absorbancia de 490 nanémetro (nm). A corticosterona
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sérica foi determinada por meio do método eletroquimico ELISA Ensyme-Linked ImmunonoSorbent

Assay. Esse é baseado em reacGes antigeno-anticorpo detectaveis por meio de rea¢fes enzimaticas.

3.4.3. Analises em tecido 0sseo
O fémur dos camundongos foi retirado e armazenado em frasco de vidro contendo NaCl a
0,9%. Na sequéncia eles foram congelados a -20 ° C, onde foram mantidos até o processamento das

anélises.

3.4.3.1. Parametros biométricos

Paquimetro com precisdo de 0,05mm foi utilizado para mensurar os parametros biométricos
do fémur direito. Para medida do comprimento do fémur foi utilizada como referéncia o condilo distal
e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior, enquanto para a medida das espessuras das
diéfises femorais tomou-se como base a medida do terceiro trocanter, sendo o diametro menor a ser

realizado na posicéo anteroposterior e a maior na latero-lateral.

3.4.3.2. Parametros biomecanicos

As propriedades mecanicas do fémur direito foram mensuradas por meio do teste de flexdo a
trés pontos, conduzido em maquina universal (Instron 4444) com célula de carga de capacidade de
100KN. O fémur permaneceu apoiado em suas regibes metafisarias em dois roletes de 3mm de
diametro, com distancia ajustada em relacdo ao tamanho do 0sso, sendo a carga aplicada na regido
central do osso (AKHTER et al., 2004).

O teste foi iniciado com uma carga de 10N aplicada por meio de uma haste com extremidade
de 3mm, perpendicular ao eixo longitudinal e no sentido pdstero-anterior, sob finalidade de melhor
estabilizacdo do fémur direito. Foi necessario o tempo de um minuto para estabilizacdo e
acomodacdo, seguido rigorosamente, sendo entdo aplicada forca com velocidade constante de 0,5
cm/min até que ocorra a fratura. O equipamento registra dados referentes a forca aplicada e
deformacéo do 0sso, e por meio do software Instron Series IX, se determina a maior forca suportada
pelo osso (Forca Méxima), forca obtida no momento da fratura (For¢a de ruptura), capacidade do
0sso em sofrer carga sem deformacdo permanente (Rigidez), capacidade do 0sso em resistir aos

choques (Resiliéncia) e energia absorvida até o ponto de ruptura (tenacidade), conforme a Figura 5.
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Figura 5. Grafico Carga x Deformacdo utilizado para determinacao das propriedades biomecéanicas
(Pastor, 2009): C1: Carga no Limite Elastico; D1: Deformacdo (deslocamento) no Limite Eléstico;
C2: Carga Maxima; D2: Deformacéo (deslocamento) na Carga Maxima; C3: Carga de Fratura; D3:
Deformacdo (deslocamento) na Carga de Fratura (maxima); O/C1/D1: a é&rea desta regido
corresponde a Resiliéncia (a energia absorvida na fase elastica); O/C3/D3: a area desta regido
corresponde a tenacidade (energia absorvida até o ponto de ruptura); T: tangente da regido O/C1 da
curva, sendo o angulo desta correspondente a rigidez.

3.4.3.3. Parametros biofisicos

Previamente ao ensaio biomecénico, as massas Umida e imersa foram mensuradas, sendo esses
valores necessarios para a determinagdo dos parametros biofisicos. Para esse procedimento, 0 0ss0
foi exposto por um periodo de 24 horas em um dissecador, visando remogdo completa do ar presente
nas suas trabéculas. Na sequéncia, o material bioldgico foi submetido aos testes biomecanicos e ap6s
esses procedimentos, foi possivel conduzir os demais testes para a obtencdo das medidas que
compuseram os parametros biofisicos. Neste momento, o fémur foi exposto a 100°C por um periodo
de 24 horas, com a finalidade de sofrer completa desidratacdo e entdo oferecer seu peso seco.
Finalmente, o0 osso foi mantido por mais 24 horas a 800°C, para obtencdo do peso das cinzas. Com
todos esses parametros, foi possivel determinar o volume 6sseo, densidade 6ssea, densidade mineral,
percentual 6sseo de agua, percentual de material orgénico e percentual de material mineral utilizando
o0 principio de Arquimedes, por meio das equagdes apresentadas por Martin (1990).

No momento da eutanasia, os 0ssos femorais foram dissecados e limpos de tecidos moles.
Foram embalados em gaze sujada de solugéo salina e congelados a -20 ° C em frascos selados até as
analises. As medidas de absortiometria de raios-X de energia dupla (PIXImus 2, Lunar Corp,
Madison, Wisconsin) foram usadas para determinar a densidade mineral 6ssea (DMO) e o contetdo

mineral 6sseo (BMC) dentro de uma regido predeterminada de interesse perto da area metafisaria do
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animal (PICARD et al., 2008; GUERTIN et al., 2011). A forca de ruptura, estresse final, deformacao

e elasticidade foram medidos pelo teste de flexdo de trés pontos (HOSHI et al., 1998).

3.5. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e erro padrdo da média. A normalidade e
homogeneidade dos dados foi verificada pelos testes de Shapiro-wilk e Levene, respectivamente. A
estatistica paramétrica foi adotada por meio da analise de variancia (ANOVA three-way), visando
comparar os efeitos do treinamento fisico, espago habitacional e tempo, seguidas pelo teste post-hoc
Newman-Keuls, na AFE, comportamento alimentar e hidrico e massa corporal. Outro ANOVA foi
designado para analisar se o comportamento da AFE (flutuacdo ao longo do dia) poderia ser
influenciado pelo treinamento e habitacdo. Por meio desse ANOVA também foi possivel determinar
os efeitos do treinamento, espaco habitacional e hora do dia. Os resultados de capacidade aerdbia e
anaerdbia foram analisados pelo ANOVA two-way comparando os efeitos do treinamento e espaco
habitacional dentro do mesmo periodo (pré-treinamento, 7% semana e 13? semana). Além disso,
ANOVA para medidas repetidas foi empregada para determinar diferencas intragrupos ao longo do
tempo dos dados de capacidade aerdbia e anaerdbia. As variaveis coletadas no final do experimento
(composicdo corporal, estoques energéticos e biomarcadores de estresse) foram analisadas usando
ANOVA two-way para comparar os efeitos do treinamento e espaco habitacional. A area sob a curva
foi calculada para as variaveis coletadas ao longo do tempo tais como AFE e comportamento

alimentar e hidrico. Em todos os casos o nivel de significancia foi fixado em 5%.

4. RESULTADOS

4.1. Atividade fisica espontanea

Tabela 1 e Figura 6 mostram a média semanal da AFE (no periodo claro e escuro) dos grupos
EP-C, EP-T, EA-C e EA-T durante treze semanas. A AFE diaria e a rea sob a curva da AFE ao longo
das treze semanas sdo apresentadas na Figura 6. Durante o periodo claro as comparagdes do post-
hoc indicaram maior AFE para o grupo EA-C em relagédo aos grupos EP-C e EA-T na 18 32, 48 52
78, 10? 122 e 132 semanas. O grupo EA-T apresentou maior AFE (periodo claro) comparado aos
grupos EP-C e EP-T na 22 32 e 42 semanas. N&o houve diferenca entre os grupos EP-C e EP-T no
periodo claro ao longo das treze semanas. Com relacdo aos resultados do periodo escuro, post-hoc
detectou maior AFE para o grupo EA-C comparado aos grupos EP-C e EP-T em todas as treze
semanas. EA-T exibiu maior AFE em periodo escuro que o grupo EP-C na 18 28 32 42 72 e 132
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semanas. N&o houve diferenca na AFE entre os grupos EP-C e EP-T durante todas as semanas
experimentais no periodo escuro.

De acordo com os resultados do ANOVA (three-way), foi detectado efeito significante do
treinamento na AFE no periodo claro (F1,270=6,9; P = 0,009; T>C), mostrando que os grupos treinados
(EP-T e EA-T) exibiram menor AFE que os grupos controle (EP-C e EA-C). Além disso, foi
encontrado efeito significante do espaco habitacional (F1,270= 386,0; P <0,001; LC>SC) na AFE em
periodo claro. Ainda, houve um efeito do tempo experimental na AFE em periodo claro (F1,270 = 4,4;
P <0,001), demostrando que a AFE diminuiu ao longo de treze semanas. Significante interacdo entre
os efeitos do treinamento e espago habitacional (F1,270 = 8,6; P = 0,003) foram encontradas para a
AFE em periodo claro, bem como interacdo entre treinamento e tempo experimental (F12,270 = 2,5; P
= 0,003). Nao houve interacdo entre espaco habitacional e tempo experimental (Fi2270=1,5; P =
0,120) para AFE no periodo claro. A respeito da AFE no periodo escuro, foi detectado efeito do
treinamento (Fi270 = 155,9; P < 0,001, T<C) e espaco habitacional (F1270 = 1039,9; P < 0,001;
LC>SC), com AFE aumentada para os grupos EA. Também, o ANOVA detectou efeito do tempo
experimental na AFE em periodo escuro (F12,270=10,2; P < 0,001), mostrando que AFE aumentou ao
longo de treze semanas. Ainda foi identificado significante interacdo entre treinamento e espaco
habitacional na AFE no periodo escuro (F1270 = 8,6; P = 0,003). De maneiro similar, houve interacdo
entre treinamento e tempo experimental (F12,270=5,3; P < 0,001) bem como entre espago habitacional
e tempo experimental (F12.270 = 2,2; P = 0,011).

A respeito dos registros de AFE nas horas ao longo do dia (periodo claro e escuro) para 0s
quatro grupos experimentais (Figura 7), o grupo EA-C exibiu maior AFE que os grupos EP-C e EP-
T em todas as horas do dia. No periodo escuro o grupo EA-C mostrou maior AFE que 0s outros trés
grupos. Ainda no periodo escuro, o grupo EA-T apresentou AFE mais alta que os grupos EP-C e EP-
T em todas as horas. O grupo EP-T apresentou maior AFE comparado ao grupo EP-C apenas em trés
horarios, 19:00h e 20:00h. Além disso, ANOVA identificou efeito do treinamento (F15760 = 457,4; P
< 0,001), indicando menor AFE para os grupos treinados em relacdo aos controles. Foi observado
também efeito do espaco habitacional (F1,5760 = 3707,0; P < 0,001), com maior AFE para 0s animais
que habitaram em LC, e efeito da hora do dia ((F17,5760 = 1621,2; P < 0,001). Adicionalmente, ocorreu
interacdo entre os efeitos do treinamento e espaco habitacional (F1,5760 = 537,6; P < 0,001). Ainda,
pode ser visto um padrdo de variagdo na AFE, que permanece baixa durante o periodo claro, mas

aumenta bruscamente no perl'odo escuro.
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Tabela 1. AFE registrada ao longo de treze semanas em periodo claro e escuro para os grupos controle (C)
e treinado (T) mantidos em espacgo padrdo (EP) e espaco amplo (EA) habitando em densidade de dez

animais por gaiola.

Periodo claro Periodo escuro
Espaco padréo Espaco amplo Espaco padréo Espaco amplo
Semanas ¢ T C T C T C T

18 108,3+ 104,0 164,4+ 150,7 + 345,7 3755 538,1+ 5223+

6,8 +5,7 8,620 6,2° +34 +123 19,72 23,73

22 96,8+ 1128 1444+ 1729+ 332,2  346,0 5649+ 4693+

4,4 +54 13,32 12,8% +6,8 +8,6 25,820 10,323b¢

3@ 100,3+ 100,2 1589+ 169,6 + 3055 339,8 5242+ 406,2 £
4,9 +2,7 5,83 11,5% +10,8 +1272 21,63 9,9a¢

42 107,11+ 996 1598+ 1556 % 311,8 3174 5358+ 4474 %

54 6,9 5,020 7,43 +13,7 +109 14,4%  26,93b¢

5a 1156+ 965+ 1913+ 1488+ 318,3 3158 525,3+ 3946+

6,4 7,3 22,53 7,40 +81 +1472 21,63 18,6

62 99,4+ 1137 140,7+ 1338z 324,7 2973 5275+ 380,7%
6,5 +74 7,5 7,6 +7,0 +7,3 18,62 23,1b¢

78 96,2+ 1290 167,0+ 136,7 % 2924  326,9 4559+ 400,2

4,3 + 15,0 11,7% 5,3 +98 +17,0 30,12 18,9%

82 1151+ 116,8 1549+ 1433+ 349,3 3126 5285+ 3483+
10,4 +10,9 5,7° 20,5 +145 +121 9,780 22,4°¢

92 942+ 1177 139,3+ 1554+ 2985 292,3 5019+ 3423+
2,4 + 14,2 5,9 17,62 +10,1 +8/4 6,430 19,8¢

10° 865+ 88,1+ 146,4+ 1169+ 309,1 308,8 5182+ 342,7+
3,3 1,7 8,43b 9,2 +166 %65 11,4% 8,4¢

112 102,3+ 838+ 140,3+ 1179+ 303.2 2957 4838+ 3611+
6,4 2,2 7,1° 6,0 +13.0 %73 13.9% 12,2¢

122 98,7+ 92,6 1618+ 128,7+ 308.2  300,1 4744+ 3778+
5,6 72 6,730 12,3 +7.8 +£1172 5.620 23,3°

132 1058+ 1049 160,0+ 1505+ 3025 2369 4834+ 4264+

55 +6,0 5,13b 5,5° +5.7 +75 8.43b 15,12

Dados para AFE estdo em média e erro padrdo da média. Dados de AFE estdo em unidades arbitrarias
(UA). Anélises estatistica: Post hoc Newman Keus para medidas repetidas revelaram diferenca entre os
grupos dentro da mesma semana. Simbolos de diferenca estatistica: a diferente de EP-C, b diferente de
EP-T, c diferente de EA-T (P > 0,05).
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Fig. 6. Atividade fisica espontanea no periodo claro (painel A) e escuro (painel B) ao longo de 13
semanas de experimento para o grupo controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padrdo (EP) e
espaco amplo (EA). O grafico acima representa a media semanal (13-semanas). O gréfico lateral
representa a area sob a curva (em um periodo total de 13-semanas) onde o grupo EP-C foi definido
como 100%.
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Fig. 7. AFE para cada hora a partir das 12:00 até 6:00 (6 horas de periodo claro e 12 h de escuro).
Essa analise considerou dados de AFE obtidos ao longo de todo periodo de 13 semanas. Simbolos de
diferenca estatistica: * diferente de EP-C e EP-T, # diferente de EP-C, EP-T e EA-T, £ diferente de
EP-C. Tudo na mesma comparacgéo de intervalo de hora. (P > 0.05).

4.1. Ingestdo alimentar, hidrica e massa corporal

A ingestdo alimentar e hidrica diaria sdo mostradas na Figura 8 (painel A e B,
respectivamente), enquanto que as respectivas médias semanais podem ser visualizadas nas Tabelas
2 e 3. O post-hoc ndo apresentou diferenca entre os grupos dentro de cada semana para a ingestao
alimentar, mas o ANOVA revelou interessantes resultados para esta variavel. Ndo houve efeito
significativo do treinamento fisico sobre a ingestdo alimentar (F1, 304 = 1,1; P > 0,05). De maneira
oposta, foi observado efeito significante do espaco habitacional sobre a ingestéo alimentar (F 1,304 =
24,8; P < 0,01), evidenciando que camundongos alojados em espaco amplo exibem maior consumo
comparados aos camundongos alojados em espaco padrdo. Ainda, houve efeito do tempo
experimental (Fi2304 = 10,4; P <0,01), demostrando que a ingestao alimentar diminuiu ao longo das
treze semanas. Foi encontrada significante interacdo entre treinamento fisico e o espaco habitacional
(F 1,304 = 8,9; P < 0,001), indicando que os animais treinados mantidos em EA exibiram maior

ingestdo alimentar se comparados aos demais grupos. Adicionalmente, observou-se que 0S
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camundongos alojados em espaco amplo (EA-C e EA-T) tiveram maior consumo alimentar
comparados aos animais mantidos em espaco padrdo (EP-C e EP-T), indicando que os grupos LC
exibiram maior ingestdo de comida considerando o tempo total de experimento. (Figura 8A, grafico
area sobre a curva).

Com relacdo a ingestdo hidrica, houve efeito do treinamento (F1304 = 12,3; P < 0,01; T>C),
com os grupos treinados apresentando maior consumo comparado aos controles. E possivel observar
a partir da analise de variancia que a ingestdo hidrica foi maior nos grupos mantidos em EA quando
comparado aos grupos mantidos em EP, o que corrobora com o significativo efeito do espacgo
habitacional (Fi262 = 9,5; P < 0,01; LC>SC). Também, houve efeito significante do tempo
experimental (Fi2304 = 10,4; P < 0,01), demostrando que a ingestdo de agua diminuiu ao longo de
treze semanas. Ainda, foi observado significante interacdo estatistica entre o treinamento fisico e o
espaco habitacional (F1, 264 = 31,4; P <0,01). No entanto, ndo houve interacao entre o treinamento e
0 tempo experimental (Fi2304 = 1,6; P > 0,05), e entre o espaco habitacional e tempo experimental
(F2.304=1,4; P >0,05). Em adicdo, com base no grafico da area sobre a curva, € possivel observar
que, durante a totalidade do experimento, percentualmente os grupos treinados consumiram mais de

agua que os grupos controles (Figura 8B, gréafico area sobre a curva).
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Tabela 2. Ingestéo alimentar (g.g(mc)™) ao longo de treze semanas de experimento para 0s grupos
controle (C) e treinado (T), mantidos em gaiolas de espaco padrdo (EP) e espago amplo (EA). A

ingestdo foi normalizada pela massa dos animais da gaiola.

Espaco padréo

Espaco amplo

Semanas C T
1a 0,18 + 0,01 0,18 £ 0,01
28 0,17 £ 0,01 0,17 £ 0,02
3 0,16 £ 0,00 0,17 £ 0,00
42 0,17 £0,01 0,18 £ 0,01
58 0,17 £ 0,00 0,17 £0,01
62 0,16 £ 0,00 0,16 £ 0,01
72 0,15 £ 0,00 0,17 £ 0,00
82 0,15 £ 0,00 0,17 £ 0,00
92 0,15 £ 0,00 0,15+0,01
102 0,15 £ 0,00 0,16 £ 0,00
112 0,14 £ 0,00 0,15+ 0,01
122 0,14 £ 0,00 0,15 £ 0,00
132 0,13+0,01 0,16 £ 0,01

C T
0,18 +0,01 0,20 £ 0,02
0,18 +0,01 0,18 + 0,02
0,19+0,01 0,17 +0,01
0,17+ 0,00 0,19+ 0,02
0,18 +£ 0,00 0,17 +0,00
0,18 £ 0,00 0,16 + 0,00
0,17 £ 0,00 0,17 + 0,00
0,17+ 0,00 0,16 +£ 0,00
0,17+ 0,00 0,16 +£ 0,00
0,17 £ 0,00 0,16 + 0,00
0,16 £ 0,00 0,16 + 0,00
0,16 + 0,01 0,15+ 0,00
0,17+0,01 0,15+0,01

Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Ingestdo alimentar foi
normalizada pela massa dos animais da gaiola (g.g). Analise estatistica: ANOVA three-way foi
usado para os efeitos do treino, espaco habitacional e tempo experimental e post-hoc Newman Keuls
para identificar diferencas entre os grupos dentro da mesma semana.
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Tabela 3. Ingestéo hidrica (ml.g) ao longo de treze semanas de experimento para os grupos controle
(C) e treinado (T) mantidos em gaiolas de espaco padrdo (EP) e espaco amplo (EA). A ingestdo foi

normalizada pela massa dos animais da gaiola.

Espaco padréo Espaco amplo

Semanas C T C T
12 0,23+0,01 0,21 +0,01 0,25+ 0,01 0,26 £ 0,02
22 0,24 £0,01 0,22 £0,01 0,25+ 0,01 0,25+ 0,01
3@ 0,23+0,01 0,23+0,01 0,25+ 0,01 0,25+ 0,01
4a 0,24 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,25+ 0,01 0,24 £ 0,02
52 0,21+0,01 0,23+0,01 0,22 +0,01 0,22 +0,01
62 0,20 £ 0,00 0,21+0,01 0,21 £ 0,00 0,21+£0,01
72 0,19 £ 0,00 0,24 £0,01 0,21 £ 0,00 0,21 £ 0,00
82 0,19+0,01 0,23+0,01 0,23+0,01 0,21 +0,01
92 0,19+0,01 0,23 £ 0,00 0,21+£0,01 0,20 £ 0,01
102 0,20 £0,01 0,23+0,01 0,22 £ 0,00 0,20 £ 0,01
112 0,18 £ 0,00 0,22 £0,012 0,21+£0,01 0,20 £ 0,01
122 0,18 £ 0,00 0,21 £ 0,00 0,22 +0,01 0,21 +0,01
132 0,18 £ 0,00 0,21+0,01 0,21+£0,01 0,19 £ 0,00

Os dados estdo em média * erro padrdo da média (EPM). Ingestdo hidrica foi normalizada pela
massa dos animais da gaiola. Andlise estatistica: Foi usado ANOVA three-way para o treino,
espaco habitacional e tempo experimental e post-hoc Newman Keuls para identificar diferencas

entre os grupos dentro da mesma semana. Simbolo de diferenca estatistica: a diferente de EP-C.
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Figura 8. Ingestdo alimentar (Painel A) e hidrica (Painel B) para os grupos controle (C) e treinado
(T) mantidos em gaiolas de espaco padréo (EP) e espaco amplo (EA).
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Quanto aos resultados de massa corporal, houve efeito significativo do treinamento (Fy,10 =
655,3; P < 0,01; T<C). Em contrapartida, ndo foi observado efeito do espaco habitacional sobre a
massa corporal (F1,10=0,7; P = 0,38). Desse modo, os dados sugerem que apenas habitar em espaco
amplo, sem realizar o treinamento intervalado de alta intensidade, ndo altera a massa corporal. No
entanto, houve interagéo entre treinamento e espaco habitacional (F1,10 = 45,7; P <0,01), assim como
também ocorreu interacdo entre o treinamento e tempo experimental (F110 = 7,7; P < 0,01). As
ocorréncias semana a semana foram identificadas pelo post-hoc Newman Keuls, que revelou menores
valores de massa corporal para o grupo EP-T em relacdo ao EP-C da 2% a 122 semana e o grupo EA-
T apresentou maiores valores que o grupo EP-C da 2% a 122 semana. O grupo EA-C também
apresentou maiores valores de massa corporal na 22 3?2 42 5% 62 72 8% e 11* semanas quando
comparado ao EP-T, e o grupo EA-T apresentou menores valores na 22 3% e 72 semanas quando

comparado ao grupo EP-T, conforme observado na Tabela 4.

Tabela 4. Massa corporal (g) ao longo de treze semanas de experimento para 0s grupos controle
(C) e treinando (T) mantidos em gaiolas de espaco padrdo (EP) e espaco amplo (EA).
Espaco padréao Espago amplo

Semanas C T C T

12 26.5 1 0.26 24.6 £ 0.042 26.7£0.17° 25.7 £0.20°
22 27.1 +0.07 24.3+0.022 27.2 +0.06° 25.8 + (.12 3bc
32 27.5+0.29 25,5+0.122 27.6 +0.13° 26.5 + (.19 abc
42 28.2+0.25 25.8+0.092 28.3+0.05° 26.3+0.282¢
5 29.3+£0.08 26.3+0.082 28.7+0.21° 27.0+£0.202¢
62 29.4 +0.07 27.0+0.842 28.7+0.02° 27.7+0.11¢%
7@ 29.7+0.25 26.9 +0.232 29.2 +0.05° 27.8 +0.13 3¢
g2 29.8 £ 0.06 28.0+0.422 29.6 +0.11° 28.4 £0.322¢
92 30.4+0.21 28.5+0.062 29.4£0.13 29.3+£0.192
102 30.4 +£0.05 29.3+0.192 29.8+0.21 29.0+0.182
112 30.8 +0.08 29.4+0.112 30.5 +0.06° 29.1+£0.062°
122 30.6 +0.18 29.8+0.062 30.0+0.10% 29.4+0.10°
132 30.3+0.34 29.8+0,23 29.6 £0.10 29.6 £0.10

Os dados estdo em média + erro padrédo da média (EPM). Massa corporal esta apresentada em
gramas. Analise estatistica: Foi usado ANOVA three-way para os efeitos do treinamento,
espaco habitacional e tempo experimental e post-hoc Newman Keuls para identificar diferencas
entre os grupos dentro da mesma semana. Simbolos de diferenca estatistica: a diferente de EP-

C, b diferente de EP-T e c diferente de EA-C (P<0,05).
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Cabe destacar que as diferencas que ocorreram ja na primeira semana de experimento, mesmo
sem ainda poderem estar, de fato, envolvidas com adaptacdes ao HIIT, podem ter sido geradas pelas

condicdes de alojamento logo ap6s o desmame.

4.2. Capacidades aerdbia e anaerdbia

O modelo de velocidade critica empregado para avaliar a capacidade aerébia (VC) e
capacidade de corrida anaerdbia (CCA), embasado em ajuste matematico linear, revelou elevados
valores de R? para essas regressdes (valores superiores a 0,98), evidenciando a confiabilidade na
determinacdo desses parametros aerdbio e anaerdbio para os camundongos.

A Figura 9 exibe os dados de VC obtidos por todos 0s grupos, em trés diferentes momentos
(pré-treinamento, apos 5 semanas de HIIT e ao final do programa de treinamento). Comparando 0s
resultados intra grupo nesses trés momentos, foi possivel observar que os grupos EA-C e EA-T
apresentaram aumento da VC ap6s 5 semanas de experimento (Figura 9). Ainda, em comparacao
com as condi¢es iniciais, a capacidade aerobia permaneceu elevada na 132 semana para 0S mesmos
grupos (EA-C e EA-T). Quando os resultados da 13? semana foram comparados somente com as suas
respectivas condi¢cbes na 72 semana, ndo foi encontrada diferenca para nenhum dos grupos
investigados.

No inicio do experimento, na avaliacdo prévia do inicio do programa de HIIT, todos os grupos
iniciaram em mesmas condi¢des de condicionamento fisico, conforme indicou o teste post-hoc
(Figura 9). Na 72 semana o cendrio ja se apresentou diferente, na medida que os grupos EA-C e EA-
T apresentaram VC superior comparado aos grupos EP-C e EP-T. Nesse etapa, ndo houve efeito do
treinamento (F1,36 0,10; P = 0,74), mas foi observado efeito do espaco habitacional (F13 =17,1; P <
0,01) e interacéo entre os efeitos (F1,3s = 4,6; P < 0,04) sugerindo que a condicdo espacial em que 0s
animais estavam alojados determinou o0 aumento da capacidade aerdbia mensurada pelo protocolo de
VC. Quanto aos resultados da 13? semana, EA-C e EA-T mantiveram VC superior aos grupos EP-C
e EP-T. Além disso, ndo houve efeito do treinamento (F13 = 0,15; P = 0,69), mas sim do espaco
habitacional (F1,3 = 10,0; P < 0,01).

No que diz respeito as analises de capacidade de corrida anaerdbia (CCA) em cada uma das
avaliagdes aplicadas (pré-treinamento, 72 semana e 13% semana), 0s animais também iniciaram o
programa de treinamento com as mesmas condicdes, tanto no que se refere aos grupos selecionados
para o treinamento (F136 = 0,11; P = 0,73), quanto ao espaco habitacional (F1,3 = 0,0; P =0,98). Na
7% semana também néo foi observado efeito do treinamento (F13s = 0,05; P = 0,81) e interacdo entre

os efeitos (F13s = 1,6; P = 0,21), no entanto, houve efeito do espaco habitacional (F13 = 1,6; P =
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0,21). O post hoc identificou diferenca do grupo EA-T na 72 semana comparado a condicao inicial do
mesmo. Ao final das treze semanas, ndo foi visualizado efeito do treinamento (F1,3s = 0,0; P = 0,75)
e do espaco habitacional (F13s = 0,0; P = 0,99), mas observamos interacdo entre os efeitos (F13s =

5,3; P <0,02). O post hoc ndo identificou diferencas entre os grupos nesse periodo.
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Figura 9. Valores de velocidade critica dos grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espago
padrdo (EP) ou espaco amplo (EA). Dados expressos como M+EPM estdo exibidos percentualmente
em relacdo a condigdo inicial (pré-treinamento). Os dados foram comparados pelo ANOVA para
medidas repetidas, cujas diferencas estatisticas estdo simbolizadas. Simbolo de significancia
estatistica: * diferente da condicdo pré-treinamento, # diferente de EP-C e # diferente de EP-T.

Para os resultados de capacidade anaerdbia ao longo do tempo, apenas foi observado aumento
na 72 semana para o grupo EA-T em relacdo a mesma na condicéo inicial (pré-treinamento). Ademais,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, em nenhum dos trés momentos do experimento
(Figura 10). Os resultados de VC e CCA de cada um dos trés momentos estdo apresentados em forma

grafica na Figura 11.



42

25- Capacidade de corrida anaerdbia
8- [Espaco padrao - Contrdle
| =®= Espacopadrdo - Treinado *
20 o Espaco anplo - Contrde
-®- Espagoanmlo - Treinado
15
S
10
5_
0 | | |
0 7 13
Pré-treinamento 7 sermana 13° semana

Figura 10. Capacidade de corrida anaerdbia dos grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em
espaco padrdo (EP) e amplo (EA). Dados expressos como média + EPM estdo exibidos

.....

* diferenca da condicdo pré-treinamento.
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Figura 11. Velocidade critica (m.min™) e capacidade de corrida anaerdbia (m) dos grupos (C) e
treinado (T) mantidos em espaco padréo (EP) e amplo (EA). Os dados estdo expressos como média
+ EPM. ANOVA two-way foi adotada para analisar o efeito do treinamento fisico e espago
habitacional sobre a VC e CCA em cada um dos trés momentos, a saber: antes do treinamento (Painéis
A e B), na 72 semana de treinamento (Paineéis C e D) e apds o programa de treinamento, na 13 semana
(Painéis E e F). Simbolo de significancia estatistica: a diferente de EP-C, b diferente de EP-T.
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4.3. Biomarcadores de estresse

A corticosterona sérica apresentou valores superiores para 0 grupo EA-C em relacdo aos
grupos EP-C e EP-T. Além disso, houve efeito do espago habitacional, mas ndo houve efeito do
treinamento e interacdo entre esses dois efeitos (Tabela 5). Quanto aos resultados da massa da
glandula adrenal, ndo houve diferenca entre os grupos bem como ndo houve efeito do treinamento,

espaco habitacional e interacdo entre os efeitos (Tabela 5).

Tabela 5. Corticosterona sérica (ng/ml) e massa da glandula adrenal dos grupos controle (C) e treinado mantidos em
espaco padrao (EP) e espaco amplo apds treze semanas de experimento.

Espaco padrao Espaco amplo ANOVA
c T o T T e ner
Cortoosterona 05, 375 saledv 109 Pe0d’ P00l Pe020
Massa da glandula 0’327 0’334 0’(127 0’329 Fizs=1,1 Fi36=095  F13=0,0
adrenal (%) 01603 0,606 0,603 01503 P=0,28 P=0,33 P=0,76

Dados estdo em média + desvio padrdo da média. Analise estatistica: Foi usado ANOVA two-way para os efeitos do
treinamento e espaco habitacional e post-hoc Newman Keus para identificar diferencas entre os grupos dentro da
mesma semana. Simbolos de diferenca estatistica: a diferente de EP-C, b diferente de EP-T.
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Figura 12. Corticosterona sérica (ng/ml) e massa da glandula adrenal dos grupos controle (C) e
treinado (T) mantidos em espaco padréo (EP) e espaco amplo (EA). Simbolos de diferenca estatistica:
a diferente de EP-C, b diferente de EP-T.
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4.4. Composicgao da carcaca

Apdbs a eutanasia, a composicdo da carcaca dos animais foi analisada. Como € possivel
observar na Tabela 6, ndo foram detectadas diferencas (P > 0,05) para a massa da carcaca eviscerada
entre 0s grupos, apds 13 semanas de experimento. Para os resultados de teor de dgua da carcaca
(Tabela 6 e Figura 13C), ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. No entanto, considerando
distribuicdo percentual ao longo do tempo, os animais alojados em espaco padrao (EP-C) obtiveram
menor teor de agua da carcaca comparados aqueles que treinaram ou habitaram em espaco amplo
(Figura 14). Os grupos EP-T, EA-C e EA-T apresentaram menor massa de gordura da carcaca quando
comparados ao grupo EP-C (P = 0,03; 0,01; 0,00, respectivamente), sugerindo que tanto o HIIT
quanto o amplo espaco foram efetivos em reduzir o teor de gordura da carcaca, melhorando a
composicao corporal dos animais (Figura 13A). Quanto aos resultados de massa magra, 0S grupos
EP-T e EA-T exibiram maior massa magra (%) comparado ao grupo (EP-C) (P = 0,04; 0,01),
mostrando que o treinamento intervalado de alta intensidade é positivo para aumentar o teor de massa

magra dos camundongos (Figura 13B).
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Figura 13. Valores de gordura da carcaca (Painel A), massa magra da carcaca (Painel B) e teor de
agua da carcaca (Painel C). Valores expressos em relacdo a carcaca eviscerada. Simbolo de
significancia estatistica: a diferente de EP-C.
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Tabela 6. Carcaca eviscerada, teor de 4gua da carcaca, teor de gordura da carcaga e massa magra dos
grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padréo (EP) e espaco amplo (EA).

Espago Espaco ANOVA
padrédo amplo
C T C T Treinamento Espaco ~
. o Interacao
fisico habitacional
Carcaca 18,9+ 18,1+ 19,1+ 17,9+ F136= 6,0 F136=0009  Fu35=0,2
eviscerada 05 04 03 03 P<0,02 P>0,05 P 0,64
12,9+ 125+ 132+ 12,3+ Fi3s=3,7  F13=007  F13,=04
] 03 03 02 03 P> 0,05 P> 0,05 P >0,05
Agua ) 1 ) 1
0 68,1+ 68,8+ 69,1+ 69,0+ F136=0,6 Fi136=2,6 Fizs=1,1
% 0,5 0,3 0,2 0,3 P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
1,8+ 1,3+ 1,4+ 1,2+ F13s=14,6 F13=28,3 F136=2,6
g 0,1 0,062 0,062 0,052 P<0,01 P<0,01 P > 0,05
Gordura 9,8+ 7,3% 7,4+ 6,7+ F136=8,5 F136=7,9 F136=2,8
% 0,8 0,42 0,32 0,32 P < 0,05 P < 0,05 P > 0,05
41+ 4,3+ 44+ 4,3+ F136=0,00 F13=1,8 Fi36=15
Massa g 0,1 0,1 0,1 0,07 P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
magra 22,0+ 23,7+ 23,3+ 24,1+ F13=9,8 Fizs=4,7 Fizs=1,4
0,4 0,2 052 0,22 P<0,01 P <0,04 P> 0,05

Os dados estdo em M+EPM expressos em gramas (g) e exibidos percentualmente (%) em relacdo a massa
da carcaca eviscerada. Simbolo de significancia estatistica: a diferente de EP-C.
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Figura 14. Distribuicdo percentual dos componentes da carcaca, que incluem a &gua, gordura e massa

livre de gordura (massa magra) para os grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em gaiolas de

espaco padrao (EP) e espaco amplo (EA). Valores estdo exibidos percentualmente (%) em relacdo a

massa da carcaca eviscerada.
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No que diz respeito aos resultados de tecido adiposo epididimal, os grupos EP-T (P = <0,01)
e EA-C (P = 0,05) apresentaram reducdo quando comparado ao grupo EP-C. Para esse resultado nao
houve efeito do treinamento (F1,3s = 0,43; P > 0,05), mas houve efeito do espaco habitacional (Fz,3s =
6,36; P < 0,02) e interacdo entre os dois efeitos (F1,3s = 4,92; P < 0,04). Quanto aos valores de tecido
adiposo retroperitoneal, os grupos EP-T (P < 0,05) EA-C (P < 0,05) e EA-T (P < 0,03) apresentaram
reducdo quando comparado ao grupo EP-C. N&o houve efeito do treinamento (F1,3s = 3,09; P > 0,05)
e interacdo entre os efeitos (F1,3s = 1,34; P > 0,05), mas foi observado efeito do espaco habitacional
(Fi3s = 5,91; P > 0,03) para essa andlise (Figura 15). Em relacdo tecido adiposo marrom, as
intervencOes por espago habitacional (Fizs = 2,5; P > 0,05) e treinamento intervalado de alta

intensidade (F13s = 1,2; P > 0,05), ndo modificaram a massa desse tecido (Figura 16).
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Figura 15. Depdsitos de tecido adiposo epididimal (Painel A) e tecido adiposo retroperitoneal (Painel
B). Valores estdo expressos em relacdo a massa corporal total (%). Os dados estdo em M+EPM.
Simbolo de significancia estatistica: a diferente de EP-C.
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Figura 16. Tecido adiposo marrom dos grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padrdo
(EP) ou espago amplo (EA). Valores estdo expressos em relacdo a massa corporal (%). Os dados estdo
em M=EPM.

4.5. Estoques de glicogénio

Os estoques de glicogénio muscular estdo apresentados na Figura 17. N&o foi observado
efeito do treinamento sobre a concentracdo de glicogénio no musculo séleo (F1,33=0,0; P = 0,93),
mesmo com o grupo EA-T apresentando valores visualmente mais elevados que os demais. Também
néo foi observado efeito para os camundongos do grupo EA-C (F133 = 0,1; P = 0,66), nem interacdo
entre os efeitos (F133 = 1,1; P = 0,29). Por outro lado, o conteldo de glicogénio no musculo
gastrocnémio sofreu efeito do treinamento (F1,32 = 18,7; P < 0,01) e do espaco habitacional (Fi32 =
4,9; P = 0,03), sendo que os animais treinados e que viveram em amplo espaco reduziram o conteido
de glicogénio do musculo gastrocnémio. Adicionalmente, houve interacdo entre os efeitos do
treinamento e o espaco habitacional (F125 = 20,6; P > 0,01). Além disso, o teste de Newman Keuls
identificou diferenca do grupo EA-T em relacéo aos grupos EP-C, EP-T e EA-C (Figura 17).
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Figura 17. ConcentracGes de glicogénio em musculo séleo (Painel A) e gastrocnémio (Painel B) dos
grupos controle (C) e treinado (T) alojados em espaco padréo (EP) e espago amplo (EA). Os dados
estdo em M+EPM. Simbolo de significancia estatistica: a diferente de EP-C, b diferente de EP-T e ¢
diferente de EA-C.

Foi observado efeito do treinamento sobre a concentracao de glicogénio hepatico (F1,32=12,1;
P < 0,01), de maneira que os animais treinados apresentaram reducgdo dos niveis desse estoque no
figado. Por outro lado, ndo foi observado efeito do espago habitacional sobre o glicogénio hepatico
(F132=2,6; P >0,05), bem como ndo houve interacdo entre os efeitos (F1,32 = 3,8; P > 0,05). Contudo,
o teste post hoc encontrou diferenca significativa entre o grupo EP-C e os grupos EP-T, EA-C e EA-
T, evidenciando reducdo do glicogénio no figado tanto para os grupos treinados quanto para 0 grupos
alojado em espaco amplo, como pode ser visto na Figura 18A. Diferentemente do observado para o
figado, no que diz respeito ao contetido de glicogénio cardiaco, foi observado efeito do treinamento
intervalado de alta intensidade (F1,3s = 4,2; P > 0,05), expressando aumento desse conteudo para 0s
grupos treinados. Contudo, 0 ANOVA nédo encontrou efeito do espago habitacional, bem como
interacéo entre treinamento e espaco habitacional (F13s = 3,6; P = 0,06). O teste post hoc identificou
diferenca entre o grupo EA-T e os grupos EP-C, EP-T e EA-C para o glicogénio cardiaco (Figura
18B).
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Figura 18. Concentracdes de glicogénio em tecido hepatico (Painel A) e cardiaco (Painel B) dos
grupos controle (C) e treinado (T) alojados em espaco padrdo (EP) e amplo (EA). Os dados estdo em
média =+ EPM. Simbolo de significancia estatistica: a diferente de EP-C, b diferente de EP-T e ¢
diferente de EA-C.

4.6. Tecido 6sseo

4.6.1. Parametros biométricos
Na Tabela 7 estdo apresentados os valores de comprimento, diametro maior, diametro menor

(mm), peso Umido, peso imerso, peso seco e peso das cinzas (g) dos fémures dos camundongos. N&o
foram observadas diferencas entre os grupos para todos os parametros, bem como ndo houve efeitos
do treinamento e espago habitacional ou interacdo entre os efeitos.

4.6.2. Parametros biofisicos e biomecanicos
A Tabela 8 mostra os valores dos parametros biofisicos do fémur depois de treze semanas de

experimento para todos os grupos experimentais. As compara¢fes do post-hoc ndo mostraram
diferencas para nenhum parametro entre os grupos. De acordo com os resultados do ANOVA two-
way, ndo foi detectado efeito tanto do treinamento quanto do espaco habitacional para todos os
parametros biofisicos. Em relacdo aos parametros biomecéanicos (Tabela 9), post-hoc ndo mostrou
diferenca entre os grupos para resultados de carga méxima, deslocamento de carga méxima,
resiliéncia, rigidez, ponto de fratura em carga maxima e deslocamento no ponto de fratura. Todavia,
foi detectado diferenca entre os grupos EA-T e EA-C para a tenacidade, com menores valores para o
grupo EA-T. De acordo com o ANOVA two-way ndo houve efeito do treinamento e do espaco
habitacional para todos os parametros biomecanicos, sendo que ocorreu interacao entre os efeitos do

treinamento e espaco habitacional apenas para a tenacidade e deslocamento do ponto de fratura.
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Tabela 7. Comprimento, diametro maior e menor das diafises (mm) e pesos himido, imerso, seco e das cinzas (g) dos
fémures direito dos animais dos grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padrao (EP) e espaco amplo
(EA).

Efeito do Efeito do

Espaco padrao Espaco amplo espaco treino Interacao
C T C T P F P F P F

Comprimento (mm) 1,59+ 155% 16+ 16+ 0,14 226 0,34 090 0,34 0,90
0,03 0,07 0,08 0,0

Diametro maior (mm) 0,29 £ 0,3+ 03+ 0,3+ 0,33 094 0,33 094 0,33 094
0,03 0,0 0,0 0,0

Diametro menor (mm) 0,2+ 02=* 02+ 0,2+ 0,33 094 033 094 033 09%4
0,0 0,0 0,0 0,0

Peso umido () 0,12+ 0,12=% 0,13+ 0,12+ 0,31 1,04 046 054 0,07 33
0,01 0,01 0,01 0,01

Peso imerso () 0,02+ 0,02+ 0,02+ 0,02+ 0,84 0,04 006 38 0,08 31
0,00 0,00 0,00 0,01

Peso seco (g) 0,04+ 004z 0,04+ 0,04+ 0,77 0,08 044 060 0,36 0,82
0,01 0,00 0,00 0,00

Peso das cinzas (g) 0,02+ 0,02z 0,02+ 0,01+ 0,46 054 009 28 0,32 0,99
0,01 0,00 0,00 0,01

Dados estdo em média + desvio padrdo da média (DPM). Analise estatistica: Foi usado ANOVA two-way para
treinamento e espaco habitacional e post-hoc Newman Keuls para identificar diferenca entre os grupos.
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Tabela 8. Volume dsseo (cm?), densidade mineral dssea (g/cm?), percentual de 4gua, material organico e mineral do
fémur do animal para os grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padrédo (EP) e espaco amplo (EA).
Efeito do Efeito do

Espaco padréo Espaco amplo espaco treino Interacéo
C T C T P F P F P F
Volume dsseo (cm®) 0,09+ 010z 0,11+ 0,10% 0,34 089 083 0,04 021 161
0,01 0,01 0,01 0,01
Densidade Ossea 1,24 + 1,21 + 124+ 119+ 0,64 021 005 388 0,71 0,13
(g/cm?3) 0,03 008 0,06 0,08
Densidade mineral 025+ 0,22+ 024+ 0,22% 0,74 011 0,18 184 0,62 0,24
(g/cm?3) 0,05 0,04 0,05 0,06
Agua do 0sso (%) 61,15+ 62,62+ 63,69+ 6191+ 039 0,73 088 0,02 0,13 231
4,19 2,81 3,42 2,56

Material organico (%) 18,23+ 18,83+ 16,91+ 18,67+ 049 047 027 120 059 0,29
3,71 3,63 2,62 3,50

Material mineral (%) 20,60+ 1854+ 19,38+ 19,07+ 0,78 0,07 034 091 048 0,49
4,07 3,56 3,57 4,26
Dados estdo em média + desvio padrdo da média (DPM). Anélise estatistica: Foi usado ANOVA two-way para
treinamento e espaco habitacional e post-hoc Newman Keuls para identificar diferenca entre os grupos.
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Tabela 9. Carga maxima (forca) (N), deslocamento de carga maxima (mm), resiliéncia (J), rigidez (10% *N/m),
deslocamento no ponto de fratura (mm) e carga maxima (force) no ponto de fratura (N) do fémur de camundongos para
os grupos controle (C) e treinado (T) mantidos em espaco padrdo (EP) e espaco amplo (EA).

Efeito do Efeito do

Espaco padrao Espaco amplo espaco treino Interacao
C T C T P F P F P F

Carga maxima (N). 16,23+ 1552+ 16,01+ 1486+ 062 023 031 1,06 0,80 0,05
3,52 1,85 2,52 2,81

Deslocamento de 0,29 £ 0,31+ 0,31+ 0,30 + 0,84 004 08 0,03 044 0,59

carga maxima (mm) 0,04 0,03 0,08 0,05

Resiliéncia (J) 0,003+ 0,003 0,003+ 0,004+ 065 019 036 084 0,39 0,74
0,00 0,00 0,00 0,00

Tenacidade (J) 0,011+ 0,011+ 0,013+ 0,010+ 043 062 012 24 002 56
0,002 0,003 0,003 0,002¢

Rigidez (10 *N/m) 90,87+ 88,89+ 84,19+ 8130+ 020 165 066 019 093 0,06
21,47 16,49 11,22 17,48

Carga maxima no 7,51+ 8,15+ 7,22 + 7,42 + 052 042 059 028 0,78 0,07

ponto de fratura (N) 2,52 3,04 1,93 2,11

Deslocamento no 1,05+ 1,14 + 1,46 + 1,00 + 028 1,17 0,16 2,02 0,03 4,72

ponto de fratura (mm) 0,19 0,44 0,57 0,18

Dados estdo em média + desvio padrdo da média (DPM). Anélise estatistica: Foi usado ANOVA two-way para
treinamento e espaco habitacional e post-hoc Newman Keuls para identificar diferenca entre os grupos. Simbolo de
diferenca estatistico: c diferente de EA-C (P <0,05).
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5. DISCUSSAO

Em face dos resultados encontrados no presente estudo, interessantes respostas foram
identificadas sobre os diversos pontos de investigacdo propostos, sobretudo para os diferentes efeitos
observados entre os grupos que realizaram o HIIT e os dois grupos controle, de modo que nossos
resultados indicam que o HIIT, em partes, é capaz de trazer beneficios para animais alojados em
ambos os espaco habitacionais. No entanto, apenas habitar em local mais amplo, estimulando o
aumento da atividade fisica espontanea, por si ja proporcionou excelentes resultados sobre a
qualidade de vida de camundongos.

Inicialmente, e como um dos importantes achados, encontramos que a AFE ¢, de fato afetada
pelo HIIT, mas somente para os animais que habitaram em EA. A reducdo da AFE em resposta ao
HIIT tanto no periodo claro quanto no escuro ocorreu provavelmente para preservar 0s estoques
energéticos para o momento do treinamento fisico, na medida que o HIIT exige elevada demanda
fisioldgica. Apesar de ndo promover aumento da capacidade aerdbia depois de treze semanas, o HIIT
aumentou massa livre de gordura dos camundongos, independente da habitacdo que eles viveram.
Embora as anélises de post-hoc ndo revelaram diferencas significantes entre os grupos, ANOVA
indicou aumento da capacidade de corrida anaerdbia (CCA) para os camundongos treinados, alojados
em espaco padrdo, enquanto 0s camundongos treinados, mas alojados em ambiente maior,
apresentaram reducdo da capacidade anaerdbia ao longo de treze semanas. O HIIT aumentou também
a ingestdo alimentar e hidrica, mas apenas para os camundongos que habitaram em EP.

A respeito das variaveis relacionadas ao metabolismo de gorduras, HIT reduziu a gordura da
carcaca e gordura retroperitoneal para todos os animais, independente do espaco de alojamento e
nivel de AFE. Curiosamente, o HIIT também reduziu gordura epididimal, mas esse efeito ocorreu
somente para animais que habitaram em EP (ndo em camundongos que habitaram em EA). Na mesma
linha, o efeito do HIIT em reduzir a massa corporal foi mais pronunciado em camundongos que
habitaram em EP do que em EA. Além disso, nossos resultados indicaram reducdo da tenacidade
Ossea para 0 grupo EA-T em comparacdo ao grupo EA-C. Adicionalmente, foi observado maiores
niveis de corticosterona sérica para os camundongos controle mantidos em EA em relacdo aos
alojados em espaco padréo (EP-C e EP-T), tal achado pode ser reflexo da caracteristica do ambiente,
que amplia as possibilidades de um estilo de vida mais inquieto e, portanto, pode favorecer maior
descarga de estresse fisioldgico. Esse conjunto de interessantes resultados sera discutido a seguir.

O primeiro aspecto que merece destaque refere-se as duas condigdes de alojamento
estabelecidas para esse estudo. Enquanto o EA ¢ atrativo e encoraja um estilo de vida ativo, o EP é

monotono e pouco atraente. Nesse sentido, nosso modelo foi bem sucedido em descriminar animais
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com diferentes AFE, resultado semelhante ao encontrado em estudo anterior do nosso grupo, onde
AFE de camundongos habitando em EA também foi maior que a de camundongos habitando em EP
quando considerado todo o periodo experimental (SCARIOT et al., 2019). Esse achado nos permitiu,
com bastante seguranca, investigar os efeitos do HIIT em camundongos com niveis mais baixos e
mais elevados de atividade diéria, como de fato era a proposta de nosso estudo. Embora ainda ndo
exista, para camundongos, um valor discriminatorio de niveis de atividade fisica diaria para
enquadramento dos animais em grupo sedentario ou muito ativo como ocorre com humanos
GARLAND et al., 2011), nossos resultados seguem nessa fronteira do conhecimento, angariando um
banco de dados que, em futuro préximo, talvez possibilite essa distingdo com bastante clareza.

Aqui, os resultados de AFE confirmam que o EA promove maiores oportunidades de
locomocdo para os roedores em comparacdo ao EP e, considerando a medida gravimétrica que
adotamos para a analise, esse ambiente também favoreceu atividades ndo exclusivamente
relacionadas a deambulacdo (REZENDE et al., 2009). J& estd bem estabelecido na literatura que
roedores realizam atividades diarias muito além da locomoc¢do em plano horizontal, as quais incluem
movimentos de forrageamento, empoleiramento e inquietacdo, dentre outros (GARLAND et al.,
2011). Esses movimentos espontaneos, assim como ja sinalizado por Scariot et al. (2019), puderam
ser mensurados pelo sistema aqui empregado. No entanto, de maneira bastante impactante,
observamos que o HIIT aplicado a camundongos vivendo em amplo espa¢o acabou reduzindo esse
nivel de AFE dos animais ativos, a ponto dos roedores que apenas habitam em maior espacgo
apresentarem ainda maiores niveis de AFE em comparacao aos seus controles durante o periodo de
treze semanas. Uma explicacdo coerente para esse achado poderia ser a preservacao dos estoques
energéticos ao longo do dia, para se resguardarem frente ao momento do treinamento. No entanto, se
0 cansaco estivesse presente no EA-T, isso seria refletido pela reducdo de AFE por horas depois que
o HIIT foi realizado, o que ndo foi o caso, uma vez que ndo encontramos diferenca na AFE no periodo
claro quando comparado os grupos EA-C e EA-T (Tabela 1). Com relacdo as analises efetuadas ao
longo do dia (a cada hora), nés encontramos uma significante interacdo entre espaco habitacional e
hora do dia em todos os dados de AFE, nos conduzindo a propor que a variacdo de AFE nas horas do
dia ndo é exatamente igual entre os grupos EP e EA (Figura 7), apesar de nao diferirem no periodo
total de AFE. Na mesma linha, uma significante interacdo entre o treinamento e a hora do dia em
todos os dados de AFE nos leva a entender que a variagdo de AFE nas horas do dia ndo corresponde
exatamente ao grupo treinado e controle. E importante mencionar que a variacdo de AFE nas horas
do dia para roedores noturnos é esperada de acordo com o que foi previamente reportado (IKEDA et
al., 2000).
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Uma explicacdo mais plausivel para reducdo da AFE para os camundongos do grupo EA-T €
que existe um mecanismo de compensacdo pelo qual os estoques energéticos precisam ser
reestabelecidos ou até preservados. Levando em consideracdo todas as informacdes avaliadas, €
razodvel considerar que AFE € sensivelmente afetada pelo status do metabolismo energético que, por
sua vez, varia de acordo com diversos fatores, incluindo (status nutricional, composigéo corporal e
status do treinamento) (KOTS, 2006). Na luz dessa questdo, € compreensivel as informacGes
conflitantes encontradas na literatura a respeito da influéncia do exercicio agudo e crénico sobre AFE.
Isso é reportado em estudos com humanos demostrando que, em dias nos quais o nivel de atividade
fisica moderada para vigorosa sao altas, a quantidade de AFE é reduzida (GARLAND et al., 2011;
WICKEL & EISENMANN, 2006). Outros estudos, por exemplo, suportam a ideia que 0 exercicio
aumenta a AFE, ao mostrar que estudantes que ndo engajaram em time esportivo tiveram maior
probabilidade de se manterem em comportamento sedentario durante os intervalos da escola (SILVA
e DOS SANTOS SILVA, 2015). Adicionalmente, nosso grupo ja demostrou que treinamento aerébio
em natacdo é efetivo em prevenir a perda de AFE relacionada a idade (SCARIOT et al., 2016). E
provavel que a gordura corporal esteja agindo como uma fonte de energia e a AFE diminua quando
o0 organismo é ameagado pelo déficit energético induzido pelo exercicio, embora ndo tenhamos dados
suficiente para fazer essa especulacdo. Por outro lado, AFE pode ser aumentada em situacao de déficit
energético em que é necessario encontrar comida (KOTZ, 2006). Sabe-se que um balanco energético
negativo estd associado a um aumento na producdo de neurotransmissores hipotalamicos como
orexina-A e neuropeptidio Y, os quais atuam aumentando a captacdo de energia pelo aprimoramento
da capacidade orexigénica (estimulando a procura por alimentos, por exemplo) GAO & HORVATH,
2016; YAMANAKA et al, 2003).

Com relacdo a influéncia/aumento na ingestdo alimentar causada pelo HIIT, isso ndo ocorreu
para 0os camundongos treinados que habitaram em EA. Provavelmente esse efeito ndo ocorreu porque
esses animais ja apresentavam alta ingestdo alimentar devido a elevada atividade metabodlica
requerida ao habitar nesse ambiente mais amplo. Além do comportamento alimentar, nossos
resultados indicam que, considerando todo o periodo experimental, os camundongos mantidos em
EA exibiram maior ingestdo de agua que os animais mantidos em EP, embora esse consumo tenha
apresentado reducdo ao longo das semanas para todos os grupos. Uma alta necessidade de agua pode
indicar uma resposta termorreguladora (LEVY et al., 2016). Contrario ao que foi visto para 0s
camundongos que habitaram em EA, HIIT aumentou ingestdo alimentar e hidrica somente em
camundongos que habitaram em EP. Esse achado demostra claramente um efeito notavel do HIIT no

gasto energético, até em camundongos que habitaram o espaco mais reduzido.
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Outro achado interessante observado quando o programa HIIT foi aplicado a longo prazo
refere-se a influéncia dessa intervencéo sobre os depdsitos de gordura corporal. Aqui, observamos
que camundongos treinados pelo modelo intervalado de alta intensidade foram protegidos contra
acumulo de gordura em algumas regiBes corporais, algo que é tdo objetivado pela populacdo que
efetua a adesdo a programas de treinamento dessa natureza (SANTOS et al., 2017; GOMEZ-
CABELLO et al., 2012) e pontua positivamente para tal intervencdo. De modo mais pronunciado,
gordura retroperitoneal e gordura da carcaca foram reduzidas pelo HIIT em camundongos que
habitaram os diferentes espacos, sugerindo efeitos positivos sobre esses depositos tanto para
individuos mais ativos, quanto para 0s mais proximos do sedentarismo. O HIIT também reduziu
gordura epididimal, mas esse efeito s6 foi observado para os camundongos que habitaram em EP.
Esse achado suporta a ideia de que gordura epididimal dos camundongos alojados em EA (um
ambiente mais parecido com o selvagem) precisa ser resguardada para preservar a funcao
androgénica. Além disso, existem estudos reportando que gordura epididimal, também conhecida
como gordura gonodal e encontrada ao redor dos testiculos, parece desenvolver um papel no status
reprodutivo porque sua remocdo inibe a espermatogénese em algumas espécies (CHU et al., 2010).
Ainda, o sistema reprodutivo pode ser inibido com a diminuicdo do tecido adiposo tal como ocorre
com privagdo de alimento ou exposi¢do ao frio (BRONSON et al., 1991). Baseado em todas as
informacdes existentes, é possivel assumir que gordura corporal pode responder diferentemente aos
desafios energéticos.

A principio, acreditdvamos que a melhora da AFE estimularia ainda mais o gasto energético
podendo assim explicar a reducdo dos depdsitos de gordura, mas essa possibilidade nao foi
confirmada em nossos resultados, uma vez que o fen6tipo magro resultou a partir da aplicacdo do
HIIT, ndo podendo ser atribuido & apenas a elevacdo da AFE promovida pelo espaco. E possivel que
outros fatores possam ter sido responsaveis pelo gasto energético em animais treinados pelo HIIT.
Duas explicacdes se destacam na tentativa de identificar as causas por tras da alta oxidacao de gordura
obtida pelo HIIT. Primeiramente, elencamos a ja conhecida elevacdo do consumo de oxigénio logo
apos a execucdo de uma sessdo de exercicio, denominada EPOC e, como segunda possibilidade, a
elevagdo da taxa metabdlica basal ao longo do tempo. A respeito do primeiro ponto, existem inimeros
estudos sugerindo a elevagédo a curto prazo no consumo de oxigénio em resposta a uma sessao de
exercicio (SARIS & SCHRAUWEN, 2004; SCHAUN et al., 2017), ndo devendo também ser
ignorado que o exercicio de alta intensidade também eleva a secrecdo de catecolaminas que, por sua
vez, afetam a lipdlise adiposa (TRAPP et al., 2007). Além do EPOC, é muito provavel que a taxa

metabolica basal (0 maior componente do gasto energético diario) tenha sido alterada pelo HIIT nos
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animais treinados. NGs observamos aumento na massa livre de gordura em camundongos treinados,
sugerindo que aqueles animais tinham uma alta atividade metabdlica durante os periodos de descanso.
Essa afirmacdo pode ser suportada até sem medidas calorimétricas. Existem estudos suportando que
a alta quantidade de massa muscular consome muita energia (POEHLMAN et al., 1992; SHARP et
al., 1992; SPEAKMAN & SELMAN, 2003). No futuro, experimentos adicionais poderdo contribuir
para a compreensao sobre os caminhos pelos quais como o HIIT modula a taxa metabdlica basal.

A respeito das adaptacdes na capacidade aerdbia almejadas com a pratica do HIIT,
inicialmente é valido destacar que optamos por realizar o treinamento a uma frequéncia de cinco
vezes por semana para identificar os impactos da exposi¢do ao HIIT de forma acumulativa sobre o
organismo. Essa op¢do pautou-se em dois motivos especificos, sendo o primeiro para simular a
adocdo excessiva empregada em situacdes praticas com humanos, mesmo a literatura ndo indicando
esse caminho como positivo (BENNELL et al., 1996; HIND et al., 2006). Ainda, optamos por esse
caminho por estarmos investigando modelo com roedores, evitando muitos intervalos diarios entre as
sessOes, ja que, em roedores, o principio da reversibilidade age de maneira bem pronunciada. Chimim
e colaboradores (2009), por exemplo, observaram o inicio do processo de destreinamento ja
ocorrendo em ratos Wistar apds dois dias de cessacdo de Ultima sessdo. Nessa perspectiva, é
importante discutir porque o HIIT ndo foi suficiente para promover adaptacdes aerdbias em
camundongos habitando em EP e EA. A falha em aumentar capacidade aerdbia em resposta ao HIIT
pode ter ocorrido devido ao tempo insuficiente de exposicao ao estimulo de exercicio frente ao tempo
de alojamento diario. A esse respeito, os camundongos realizaram um total de vinte minutos de
esforco de 30 segundos em uma intensidade equivalente a 130% da velocidade critica. Nos
acreditamos que essa intensidade foi bem selecionada por estar inserida no dominio de intensidade
severo (GAESSER & POOLE, 1996). Entretanto, em estudos futuros, a quantidade de sprints de
corrida poderia ser aumentada. Por outro lado, o tempo de exercicio reduzido por dia deve ser levado
em consideracdo. A parte principal da sessdo de HIIT apresentou a duracdo de 20 minutos, e essa
porc¢do de tempo pode ser considerada baixa se comparada com o tempo por dia que os camundongos
vivem em suas gaiolas domésticas. Esse argumento pode explicar o ndo aumento da capacidade
aerdbia nesses casos, mas ndo afirmar que o HIIT ndo possa ser efetivo para outras adaptacfes. Nossos
resultados mostram a reducdo de gordura para animais submetidos a esse programa, sugerindo o
6timo potencial do HIIT no caso de alteragdes positivas da composicéo corporal. E oportuno observar
que o HIIT foi capaz de melhorar a capacidade aerdbia, sendo essa determinada pelo modelo invasivo
de lactato minimo, de ratos Wistar que realizaram saltos em modelo de natacdo (ARAUJO et al.,

2016). Nesse sentido, estudos futuros serdo necessarios para examinar se a capacidade aerdbia ou
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varidveis correlatas a performance fisica podem ser aumentadas com diferentes configuragdes do
HIIT.

Por ndo termos observado algumas adaptacdes em camundongos que realizaram o HIIT como
método de treino, a seguinte questdo foi levantada: a AFE é tdo importante quanto o
planejamento/estrutura do exercicio na promogdo da salde? NOs acreditamos que ndo somente a
estratégia de treinamento, mas também os habitos comuns da vida didria podem ser mais amplamente
apreciados por fisiologistas do exercicio. Baseado puramente nos dados discutidos até o presente em
nosso estudo, é possivel sugerir que um estilo de vida ativo (ex. alcangado pelo EA) pode ser mais
interessante que o HIIT para aumentar a capacidade aerébia. Nossos resultados mostram claramente
que camundongos mantidos em EA (na auséncia de treinamento fisico) exibem maior capacidade
aerobia que camundongos mantidos em EP. Existem pelo menos duas explicacfes para esse achado.
Uma é que a capacidade aerdébia pode ser aumentada devido a alta quantidade de atividade fisica
acumulada no dia a dia. Nesse ponto, € oportuno comentar a respeito dos tipos de atividades incluidas
dentro do escopo da AFE, tais como inquietacao, forrageamento, empoleirar-se, aliciamento, criacéo,
locomocdo ambulatorial (GARLAND et al., 2011). Essas atividades podem ser analogas ao exercicio
aerdbio de baixa intensidade e longa duracdo, em que é efetivo em estimular a atividade mitocondrial
(HOLLOSZY & COYLE, 1984). Por essa razéo, ndo seria surpreendente encontrar uma mudanca de
substrato em direcdo ao aumento da oxidacdo de gordura em camundongos alojados em EA. Outra
explicacdo para 0 aumento da capacidade aerdébia em camundongos mantidos em EA é que o musculo
esquelético com caracteristicas oxidativas desses animais tenha se tornado mais eficiente na liberacéo
de lactato. Essa adaptacdo, provavelmente mediada pelo aumento na expressdo de transportador
monocarboxilico 1 (MCT-1) (JUEL & HALESTRAP, 1999; FELMLEE et al., 2019)) pode melhorar
atolerancia ao exercicio durante exercicio de corrida, explicando portanto uma alta velocidade critica.
Embora ndo determinado nesse estudo, alteracbes no transporte de lactato sdo conhecidas por
influenciar a capacidade aerdbia e performance de endurance (DUBOUCHAUD et al., 2000). Além
disso, tem sido demostrado que a atividade muscular pode aumentar a captacdo de lactato (BAKER
etal., 1998).

No que se refere aos estoques energéticos, ndo observamos alteracdo entre 0s grupos no
conteudo de glicogénio do musculo so6leo. Resultado bastante curioso, visto que por apresentar fibras
de contracdo lenta (tipo 1) em maior proporcao esperava-se aumento do glicogénio desse musculo
para o grupo EA-C, devido a elevada AFE observada para tais roedores. Contudo, parece que a
alteracdo na AFE diaria ndo foi suficiente para alterar esse composto de forma significativa no

musculo séleo. Acrescentando a isso, € importante considerar que outras fontes de energia, tal como
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glicose sanguinea e &cidos graxos livres e lipideos intramuscular também sdo utilizados em exercicio
de leve intensidade e/ou prolongada duracdo (GOONICK et al., 1974). Em relacdo aos estoques de
glicogénio do musculo gastrocnémio, menores valores para o grupo EA-T foram visualizados em
comparagdo aos grupos EP-C, EP-T e EA-C, resultado que pode ser entendido pela caracteristica
desse musculo, que apresenta predominancia de fibras brancas (de contracdo rapida tipo 11) estando
de acordo com o estimulo que os animais receberam a partir do HIIT. Possivelmente, houve um efeito
somatorio de maior demanda energética advinda do aumento da AFE no espaco amplo. Além disso,
outra questdo importante que pode ter influenciado tal resultado foi o periodo noturno de 12 horas de
jejum que antecedeu a eutanasia, momento em que os roedores costumam se alimentar e se
movimentar de modo mais pronunciado (AYALA et al., 2006; AGOUNI et al., 2010). Considerando
que o metabolismo dos animais do grupo EA-T tornou-se mais rapido apdés o longo periodo de
treinamento, é de se esperar que a atividade de procurar por alimento, também conhecida como
forrageamento, tenha aumentado de acordo com o avango do tempo em jejum, ocasionando maior
deplecdo dos estoques de glicogénio.

Adicionalmente, foi observado reducéo de glicogénio hepatico para os grupos EP-T, EA-C e
EA-T em relacdo ao grupo EP-C, o que é coerente se pensarmos que uma elevada deplecdo do
glicogénio hepatico é uma forte evidéncia de que os animais dos grupos treinados (EP-T e EA-T)
junto ao grupo EA-C possuiram uma elevada demanda de energia a fim de manter a atividade
metabolica adquirida durante as semanas de treinamento e permanéncia em espaco amplo. Somando-
se a isso, € valido ressaltar novamente o impacto que o periodo de 12 horas de jejum anteriormente a
eutanasia pode ter impactado no glicogénio hepatico, como ja observado na literatura (IRIMIA et al.,
2010), aumentando a deplecéo desse composto nos grupos treinados e que habitaram em EA. Por fim,
observamos maiores valores de glicogénio cardiaco para o grupo EA-T em relacdo aos grupos EP-C,
EP-T e EA-C, resultado que pode ser explicado a partir da frequente elevacao da frequéncia cardiaca
caracteristica do HIIT, somada as atividades diarias de baixa intensidade, que podem ter ampliado a
capacidade do musculo cardiaco de estocar glicogénio. Cabe destacar que o glicogénio cardiaco mais
elevado indica um efeito positivo do HIIT e protetor desse tecido, ja que esse estoque supre a energia
essencialmente do proprio coracdo, ndo sendo depletado para disponibilizar glicose a outros
compartimentos envolvidos com o esforco fisico, como por exemplo o masculo esquelético.

Outra interessante investigacdo levantada pelo nosso estudo refere-se aos efeitos do HIIT a
longo prazo, também sobre o tecido 6sseo. Nossa principal duvida a esse respeito estava relacionada
aos impactos (positivos e negativos) de exercicios de alta intensidade sobre a estrutura dssea,

incluindo talvez o aumentar do risco de fratura 0ssea principalmente para grupos menos ativos ou
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sedentarios. Nossos resultados mostraram que a pratica de dez semanas de HIIT diminuiu a resisténcia
0ssea dos camundongos. Essa alegacéo tem por base a menor tenacidade observada para o grupo EA-
T em comparacdo ao grupo EA-C, parametro este que representa a absorcdo de energia até a
ocorréncia da fratura (SHIMANO & VOLPON, 2009), de forma que podemos entendé-la como a
capacidade do tecido 6sseo de resistir a uma forca externa imposta. Nesse sentido, mesmo sem
observarmos diferenca entre 0s grupos para outros parametros biomecanicos, como carga maxima,
resiliéncia e rigidez, ou mesmo parametros biofisicos como densidade mineral, volume e densidade
0ssea, 0s quais poderiam indicar alteracfes importantes nas propriedades biomecénicas e biofisicas
do osso (SHIGUEMOTO et al., 2012), a reducdo da tenacidade atenta em sinalizar uma alteracéo da
resisténcia dssea apos a realizacao do HIIT, podendo esse fator favorecer a ocorréncia de fratura 6ssea
futura. Ainda com relacéo aos efeitos sobre o tecido dsseo, também foi observada uma interacdo entre
0 treinamento e 0 espaco habitacional para o deslocamento no ponto de fratura do fémur, com maiores
valores para o grupo EA-C comparado ao EA-T.

Diante dos efeitos supracitados e considerando as alteraces na estrutura 6ssea identificadas,
o HIIT parece gerar efeitos colaterais a longo prazo, a0 menos sobre esse tecido. A vista disso, alguns
estudos envolvendo esforcos de alta intensidade, tém sugerido efeito negativo na reabsorcdo Gssea e
aumento do risco de fratura por estresse em humanos (BENNEL et al., 1996; HIND et al., 2006),
indicando também que alto nivel de exercicio ndo mostrou efeito significante tanto na formacao
quando reabsor¢do 0ssea (ZHANG et al., 2017). Por outro lado, nossos achados indicam que elevado
nivel de AFE diéria, acdo semelhante a um exercicio fisico aerébio como ja discorrido anteriormente,
pode gerar resultados positivos para a resisténcia éssea, conforme observamos com o aumento da
tenacidade para os camundongos do grupo EA-C. Tal afirmacdo estd em conformidade com os
achados de Hamrick et al. (2006) e Takagi et al. (2017), que observaram aumento da densidade
mineral 0ssea e inibi¢do da reabsorcao 6ssea de camundongos normais e diabéticos, respectivamente,
apos treinamento aerdbio. No entanto, mesmo com estudos indicando o treinamento aerébio como
método mais positivo, 0s mecanismos pelos quais diferentes intensidades de exercicio regulam o
remodelamento 0sseo permanecem incertos e outras investigacdes sdo necessarias para melhor
compreensdo desse processo.

QOutro resultado encontrado refere-se aos niveis hormonais de corticosterona serica
identificados nos camundongos. De acordo com nossos achados, os animais do grupo controle
mantidos em EA apresentaram concentracgdes de corticosterona mais elevadas em rela¢do aos animais
controle e treinados alojados em EP. Nesse sentido, erroneamente poderiamos sugerir que o EA é um

ambiente estressante, capaz de elevar o estresse cronico para 0s camundongos controle mantidos no
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EA. Por outro lado, destacamos que 0s niveis de corticosterona obtidos aqui para todos 0s grupos sao
absolutamente baixos quando comparados com outros estudos que aplicaram treinamento fisico a
roedores (DE ARAUJO et al., 2016), ou mesmo que adotaram modelo de estresse (CONTARTEZE
et al., 2007; ROSA et al., 2013; ROECKNER et al., 2017). Além disso, considerando a funcao
catabdlica do horménio corticosterona, sendo capaz de alterar a utilizagdo de gordura (DEDOVIC et
al.,2009), seu aumento pode ter contribuido com a reducdo de gordura corporal observada para o
grupo EA-C. Ainda, é importante destacar que esse estresse fisiolégico mais pronunciado para o
grupo EA-C é condizente com um estilo de vida mais intenso. Em acréscimo a isso, de acordo com
nossos resultados de massa da glandula adrenal, local responsavel pela producdo e secrecdo da
corticosterona, ndo houve hipertrofia nesse tecido, de forma que embora tenha ocorrido leve diferenca
entre 0s grupos, ndo houve alteracdo patoldgica, indicando apenas alteracdo fisiologica desse
horménio.

No que se refere especificamente aos efeitos do HIIT sobre a corticosterona, esse modelo de
treino ndo elevou essa concentracdo hormonal para os animais treinados, alojados em EA, sugerindo
que o HIIT pode ter provocado um efeito protetivo nos roedores nos demais momentos do dia, devido
a alta intensidade desse treinamento. Novamente, destacamos que, embora com alguma alteragdo
entre oS grupos, as concentragdes de corticosterona observadas em nosso estudo parecem estar
reduzidas, mas estdo coerentes com alguns estudos observados na literatura, 0s quais apresentaram
niveis entre 1,1 e 6,5 ng/ml para animais com caracteristicas similares aos nossos modelos (ALDAD
etal., 2012; GARCIA-PARDO., 2015). Considerando que a coleta de sangue de nosso experimento
ocorreu no periodo matutino (7h e 10h da manhd) e que a resposta ao ciclo circadiano da
corticosterona apresenta menores concentracfes nesse periodo (DROSTE et al., 2003; GASPARINI
et al., 2016), acreditamos que esses niveis baixos para o hormonio possam ser também explicados
pelo periodo.

Em conjunto, nossos resultados apontam para beneficios bastante evidenciados quando da ado¢do
de maior nivel de atividade fisica diaria, aqui representado pelo aumento do espaco habitacional de
camundongos. Quando ao emprego do HIIT a longo prazo, alguns beneficios foram observados, como
a manutencdo de um fenotipo magro, mesmo para animais com menores niveis de AFE. Por outro
lado, esse modelo de treinamento, a0 menos como da maneira aqui proposta, ndo foi efetivo em
melhorar as capacidades aerobia e anaerobia de camundongos e, quando associado com elevado nivel
de atividade fisica diaria, gerou um impacto negativo ao tecido 0sseo, especialmente sobre a

tenacidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em sintese, respondendo especificamente as perguntas elencadas por essa dissertacao:

)] A exposicdo a diferentes espacos habitacionais promove distintas adaptacdes e niveis de

estresse em resposta ao HIIT?

Sim, habitar em amplo espaco promoveu melhoras na capacidade aerdbia e potencializou 0s
ganhos relacionados a composi¢do corporal, além de indicar efeitos positivos na tenacidade 0ssea.
Por outro lado, espacgo padrao limitou os ganhos de capacidade aer6bia, mas nao alterou os efeitos
positivos de reducéo da gordura corporal advindo do HIIT.

i) Um espaco favoravel ao sedentarismo potencializa o estresse dos animais em resposta ao
HIIT se comparado a manutencdo dos roedores em espaco que favorece o aumento da
atividade fisica espontanea?

N&o, o estresse dos animais ndo aumentou em decorréncia da habitacdo em espaco reduzido apds
a pratica do HIIT, visto que os niveis de corticosterona sérica bem como as variaveis do tecido 6sseo
se encontraram semelhantes para os grupos treinados de ambos 0s espagos.

iii)  As capacidades aerdbia e anaerdbia analisadas em corrida sofrem adaptacdes de maneira

diferente se comparados animais mais ou menos ativos submetidos ao HIIT?

Sim, animais mais ativos submetidos ao HIIT melhoraram a capacidade aer6bia. Em
contrapartida, animais menos ativos ndo apresentaram ganhos significativos de capacidade aerdbia e

anaerdbia ap0Os serem submetidos ao mesmo treinamento.

iv) As respostas relacionadas a composicdo corporal, estoques de glicogénio muscular e
impactos osteomusculares, sofrem influéncia da condicdo prévia de organismos

submetidos cronicamente ao HIIT?

A condicdo prévia ndo influenciou nas respostas do HIIT relacionadas a composicao corporal e
nos impactos osteomusculares. Contudo, o amplo espago ampliou a capacidade do musculo cardiaco

estocar glicogénio, bem como aumentou a deplecédo de glicogénio do musculo gastrocnémio.
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V) O HIIT e/ou espago habitacional promoveram alteragdes no tecido 6sseo?

Sim, o HIIT alterou a tenacidade 6ssea nos animais que habitaram em amplo espaco. Ja o efeito

do amplo espaco habitacional isolado indicou ser positivo para a melhora da tenacidade 6ssea.

Como perspectivas futuras,

Em sintese, os resultados da presente dissertacdo mostraram que o HIIT apresenta efeitos
benéficos a nivel de metabolismo energético, como observado com a reducdo de gordura corporal e
manutencdo do fendtipo magro para os animais que realizaram o treinamento. No entanto, alguns
efeitos ndo desejados também foram observados, principalmente com relacdo ao estresse 0sseo a
longo prazo, sendo que em dez semanas a tenacidade do fémur deu indicios de estar reduzindo ao
longo do tempo. Ainda, houve reducdo da AFE no periodo extra treino, que pode representar apenas
um resguardo fisico para 0 momento do treinamento, mas também existe a possibilidade desse
resultado refletir um desgaste excessivo advindo do treinamento, na medida que os camundongos
podem ter entrado em overtraining e, consequentemente reduzido a AFE ao longo do dia. Nesse
sentido, embora a pratica do HIIT ndo tenha refletido no aumento do horménio corticosterona,
investigacOes futuras serdo importantes para desvendar melhor os impactos desse treinamento em
vias que modulam o estresse em outros niveis fisiol6gicos, como cerebral e muscular.

De modo geral, os resultados encontrados em nosso estudo evidenciam a importante funcao
dos hébitos diarios no desenvolvimento da saude e qualidade de vida. Na presente investigacdo, 0
amplo espaco habitacional impactou positivamente na melhora do condicionamento fisico e na
composicao corporal de roedores. Por outro lado, o espaco padréo restringiu os ganhos de capacidade
aerdbia, além de favorecer o desenvolvimento de um perfil sedentario em camundongos. Em vista
disso, trazendo para o contexto humano, onde tem sido comum pessoas com rotinas diarias bastante
inativas, € coerente alertar 0 quanto essa rotina de vida com baixos niveis de atividade fisica pode
reduzir a qualidade de vida. Em contrapartida, ambientes que estimulam e favorecem a atividade
fisica de fato podem impactar consideravelmente em beneficios para sdude corporal em diferentes
niveis, aumentando consequentemente a qualidade de vida a longo prazo. Dessa forma, é benéfico
consiliar a préatica de exercicio fisico, ja conhecido por sua importancia no desenvolvimento da massa
muscular e saude cardiovascular, com ambientes e habitos diarias que, aumentam o gasto energetico,

e podendo até contribuir com a satde psicoldgica ao reduzir o nivel de estresse.
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Diante disso, ciente dos beneficios advindos da pratica sistematizada do exercicio fisico a
saude, bem como da prudéncia necessaria ao se propor metodos de treinamento de grande exigéncia
fisica, sobretudo para populacdes com fisico despreparado, novas investigacdes podem ser
desenvolvidas. Um caminho interessante e que pode ser bastante explorado em pesquisas futuras é
investigar os efeitos do HIIT e do amplo espaco habitacional em respostas metabdlicas e
biomoleculares, e suas relacdes com o muasculo esquelético e neurotrasmissores ligados ao bem estar
e o estresse fisico. Esse caminho investigativo pode contribuir com o avango na compreencao dos
impactos dessas duas intervengdes (HIIT e espaco habitacional) tdo evidentes atualmente na
modulacdo de aspectos relacionacionados a salde e qualidade de vida.
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