Vi
Suvay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne sp " 4(LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus Presidente Prudente

\W Ciéncias da Motricidade
& Programa de Pés-Graduagdo
) —

Dissertacio de Mestrado

EFEITO DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO E DIETA HIPERLIPIDICA NA
PROSTATA DE CAMUNDONGOS SELVAGEM E PPAR- ¢, -/-: ANALISES
HISTOPATOLOGICAS E MOLECULARES

Danilo Bianchini Baptista

»

Presidente Prudente, 2019

N

5

\[




AV

Avég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA \‘\ Ciéncias da Motricidad

‘JULIO DE MESQUITA FILHO” lencias da viotricidade

unesp ( A Programa de Pés-Graduacao
—

Campus Presidente Prudente

Dissertacio de Mestrado

EFEITO DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO E DIETA HIPERLIPIDICA NA
PROSTATA DE CAMUNDONGOS SELVAGEM E PPAR- ¢ -/-: ANALISES
HISTOPATOLOGICAS E MOLECULARES

Danilo Bianchini Baptista

Dissertacao apresentada a
Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia — FCT/UNESP, como
parte dos requisitos para obtengado
do titulo de Mestre em ciéncia da
Motricidade Humana.

Orientadora: Profa. Dra.
Giovana Rampazzo Teixeira

Presidente Prudente, 2019



Baptista, Danilo Bianchini
B222e EFEITO DO EXERCICIO FISICO AEROBICO E DIETA
HIPERLIPIDICA NA PROSTATA DE CAMUNDONGOS
SELVAGEM E PPAR- -/-: ANALISES HISTOPATOLOGICAS E
MOLECULARES / Danilo Bianchini Baptista. -- , 2019
64 p.:il., tabs. + 1 CD-ROM

Dissertac@o (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara,

Orientadora: Giovana Rampazzo Teixeira

1. Exercicio fisico aerébio. 2. Dieta hiperlipidica. 3. PPAR. 4.
Proéstata. 5. Inflamac@o. I. Titulo.

Sistema de gera¢do automdtica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™ o

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: EFEITO DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO E DIETA HIPERLIPIDICA NA
PROSTATA DE CAMUNDONGOS SELVAGEM E PPAR- -/- : ANALISE
HISTOPATOLOGICAS E MOLECULARES

AUTOR: DANILO BIANCHINI BAPTISTA
ORIENTADORA: GIOVANA RAMPAZZO TEIXEIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestre em CIENCIAS DA
MOTRICIDADE , area: Biodinamica da Motricidade Humana pela Comissdo Examinadora:

"z '-’ 570
Prof. Dr. FABIO SANTOS DE LIRA
Departamento de Educacéo Fisica / Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente - SP

e oA ) ; |
LG, J»J IS /)0 VOND YA

Prof. Dr. LEONARDO DE OLIVEIRA MENDES
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal / UNOESTE

Presidente Prudente, 17 de maio de 2019

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Campus de Presidente Prudente -
Roberto Simonsen, 305, 19060900, Presidente Prudente - Sao Paulo
CNPJ: 48.031.918/0009-81



RESUMO
Introducdo: A tendéncia atual de um estilo de vida cada mais sedentario, concomitante
com o alto consumo de gordura, provocam inflamacao sendo considerada precursora do
desenvolvimento do quadro de sindrome metabolica, obesidade, doengas cardiacas,
alteracdes teciduais e desenvolvimento de diversos canceres, como o cancer de prostata.
Objetivo: ¢ verificar a participagdo do fator de transcri¢do génica PPAR-a, como possivel
regulador nos efeitos protetores do treinamento fisico aerdbico através de alteragdes
prostatica de camundongos submetidos a dieta padrdo e dieta hiperlipidica, analisando as
alteracdes morfologicas e expressao proteica na prostata.
Meétodos: Foram utilizados deficientes para PPARa (KO) e camundongos controles da
linhagem C57BL/6J selvagens (10 semanas de idade). Foram alimentados com dieta
padrdo, e dieta hiperlipidica (HFD) foi composta por 26% de carboidratos, 59% de
lipidios e 15% de proteina. O treinamento fisico aerobio foi realizado em esteira
ergométrica a 60% da velocidade maxima, 5 dias por semana, 10m/min durante 60
minutos, por 12 semanas de tratamento.
Resultados: A HFD induz alteragdes teciduais prostaticas, aumento de mastocitos,
aumento proteico relacionado com receptores de androgenos (AR), receptores de
glicocorticoides (GR), receptor de morte celular (Fas), linfoma de células B -2 (BCL-2)
e BCL-2 associado a proteina X (BAX) interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), fator nuclear kappa B (NF-kB). No entanto, o exercicio fisico aerdbico
modulou a prostata reduzindo a ativagdo de receptores esteroides, e reduzindo a
inflamacao, independente da a¢do de PPARa.
Conclusdo: Nossos achados sugerem que o exercicio fisico aerdbico suprime as lesdes
prostaticas induzidas por HFD, reduzindo a inflamacao prostatica.

Palavras-chave: Inflamagdo, prostata, exercicio fisico, PPARa



ABSTRACT
Introduction: The current trend of a more sedentary life style, concomitant with the high
consumption of fat, provokes inflammation and is considered a precursor of the
development of metabolic syndrome, obesity, heart disease, tissue changes and the
development of several cancers, such as prostate cancer.
Objective: 1t is to verify the participation of the gene transcription factor PPAR-a, as a
possible regulator in the protective effects of aerobic physical training through prostatic
changes of mice submitted to standard diet and hyperlipidic diet, analyzing the
morphological changes and protein expression in the prostate.
Methods: Deficits were used for PPARa (KO) and wild-type C57BL/6J control mice (10
weeks of age). They were fed standard diet, and hyperlipid diet (HFD) was composed of
26% carbohydrates, 59% lipids and 15% protein. The aerobic physical training was
performed on treadmill at 60% of the maximum speed, 5 days a week, 10m / min during
60 minutes, for 12 weeks of treatment.
Results: HFD induces prostatic tissue changes, mast cell enlargement, androgen receptor
(AR), glucocorticoid receptor (GR) receptors, cell death receptor (Fas), B-cell lymphoma
(BCL-2) and BCL-2 associated with protein X (BAX) interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), nuclear factor kappa B (NF-«B). However, aerobic physical
exercise modulated the prostate gland by reducing the activation of steroid receptors, and
reducing inflammation, regardless of the action of PPARa.
Conclusion: Our findings suggest that aerobic physical exercise suppresses HFD-induced
prostatic lesions, reducing prostatic inflammation.

Keywords: Inflammation, prostate, exercise, PPARa.

Vi



LISTA DE FIGURAS

ARTIGO
Figura 1 — Design dos grupos e delineamento experimental ...........ccoceevervienienieniencenne. 59
Figura 2 — Andlise morfoldgica e quantitativas dos grupos experimentais..................... 60

Figura 3 — Expressdo imunorreativa e quantitativa de AR, GR, Faz, BCL-2 e BAX......61

Figura 4— Expressdo imunorreativa e quantitativa de IL-6, TNF-o. e NF-xB.................. 62

vii



LISTA DE TABELAS

ARTIGO

Tabela 1 — Caracteristica da amostra, peso corporal, peso dos tecidos, niveis séricos de
triglicerideos, colesterol e acido graxos livres de camundongos WT e PPARa (KO) com

consumo de dieta padrdo e dieta hiperlipidica..........ccovvueiiriiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 57

viii



LISTA DE ABREVIATURA

AR Receptor de andrégeno
BAX BCl-2 associado a proteina X

BCL-2  B-cell lymphoma 2

BSA Albumina de soro bovino

DAB Diaminobenzidina

Fas Receptor de morte celular

GR Receptor de glicocorticoide

HDL Lipoproteina de alta densidade

HFD Dieta hiperlipidica

IGF Fator de crescimento semelhante a insulina

IGFBP Proteina de ligacdo ao fator de crescimento semelhante de insulina
IL-6 Interleucina 6

KO do inglés “knockout” - deficiente

KO-HF  Animais deficientes em PPAR-a alimentados com dieta hiperlipidica
KO-HFT Animais deficientes em PPAR-o alimentados com dieta hiperlipidica e
submetidos ao treinamento fisico aerébio

LDL Lipoproteina de baixa densidade

NF-«B Fator nuclear kappa B

PAS do inglés periodic acid schiff

PGC-1ac  Coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
PPARy  Receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama

PPARa  Receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa

SD - Animais selvagens alimentados com dieta padrdo

TNF-o  Fator de necrose tumoral alfa



WT do inglés Wild Type - selvagem
WT-HF. Animais selvagens alimentados com dieta hiperlipidica
WT-HFT Animais selvagens alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos ao

treinamento fisico aerdbio



1.INTRODUCAO

SUMARIO

1.1 ESTRUTURA GERAL DO PROJETO DE DISSERTACAO..........ccccoorrrrrrrrerrrnnnn.

12 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA .........cccocsiuniiiiiiniieiesiesissisiss s

1.2.1 Modulacdes prostaticas promovida pelo eXercicio fiSiCo ........coevererererienerierieneeenencreeenne.

1.2.2 Dieta Hiperlipidica: padrdes inflamatOrios .........cecceceeeeuerereriinienenenienenieneeeeeeeeeeeeeeeneenennes

1.2.3 PPAR e préstata e possiveis efeitos do eXercicio fiSiCO.....c.evirererenenenenienieieeeeeeecreeiennes

1.3 OBIETIVOS ..ottt ettt ettt st sttt sttt
1.3.1 ODJELIVO GOIAL ...ttt ettt sttt sttt et sttt ettt et et sne b enes
1.3.2 ODbjetivo ESPECIFICO ....eveviiiiiieiitcieteetetee ettt ettt

L HIPOTESE ...t ee e e s e e e e e s s e s e s e s s s s e ees s s s eeeesenesenens

1.5  JUSTIFICATIVAS ..ottt s e

1.6 REFERENCIAS ... e s e seses s s s s saeeeae

2. RESULTADOS

2.1 ARTIGO ......

Xi



1. INTRODUCAO

1.1 ESTRUTURA GERAL DO PROJETO DE DISSERTACAO

A estrutura da presente dissertacdo foi elaborada conforme modelo alternativo,
apresentada no formato de artigo cientifico, para o programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias da Motricidade da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho — UNESP.
Sendo assim a dissertagdo foi elaborada em trés capitulos. No primeiro capitulo foi
apresentada a contextualizacdo do problema de pesquisa, objetivos (geral e especificos)
e a justificativa do estudo. Na sequéncia o segundo capitulo estd apresentado os resultados
da pesquisa que foi descrito em um artigo cientifico intitulado “Auséncia de PPAR-a na
prostata: modificagdes morfologicas e moleculares associadas ao exercicio fisico
aerobico” serd encaminhada para avaliagdo na revista Metabolism Clinical and

Experimental, Qualis/CAPES A1, JCR 86 e Fator de Impacto 5,9.

1.2 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

O cancer de prostata ¢ um dos canceres mais comumente diagnosticados (com
excecdo do cancer de pele) em homens com mais de 50 anos. Estima-se que havera quase
1,3 milhdo de novos casos de cancer de prostata e 359.000 mortes no mundo em 2018,
sendo o segundo mais frequente e a quinta principal causa de morte por cAncer em homens
(BRAY et al., 2018) As taxas de incidéncia no Brasil estdo aumentando, podendo ser
parcialmente justificadas pela evolugdo dos métodos diagnosticos, pela melhora na
qualidade dos sistemas de informacao do pais e pelo aumento da expectativa de vida.
Estima-se que 68.220 novos casos de cancer de prostata serdo diagnosticados em 2018
com uma mortalidade de 14.484 (INCA, 2018) no Brasil. O cancer de prostata esta

associado a fatores de risco, incluindo inatividade fisica e estilos de vida sedentarios
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(TSILIDIS et al., 2016), o consumo excessivo de refei¢des altamente caloricas e pouco
nutritivas (PEISCH et al., 2017) nas taxas de obesidade (HSING; SAKODA; JR, 2007),
um aumento na prevaléncia do tabagismo (RIEKEN et al., 2015).

A inatividade fisica tem sido apontada frequentemente como um dos principais
fatores responsaveis pelo desencadeamento de doencas cronico-degenerativas, obesidade
e, consequentemente, cancer (SEGUE et al., 2018). Nesse sentido, a realizagdo periddica
de exercicios fisicos parece atuar como agente ndo-farmacoldgico no controle dessas
doengas (BAPTISTA et al., 2018). Ja ¢ sabido na literatura que, exercicios fisicos
predominantemente aerobicos diminua os estoques de gordura corporal (BAE et al.,
2017), ao passo que o treinamento de for¢a induz o aumento da massa magra
(JAKOVLIJEVIC et al., 2018).

Atualmente o exercicio fisico ¢ incentivado e realizado como estratégia para
reducdo de sobrepeso, pois aumenta o gasto energético, reduz o perfil lipidico, o risco de
doengas cardiovasculares, previne o desenvolvimento e a progressdo da arteriosclerose,
traz beneficios para a dislipidemia e ¢ o melhor tratamento para diabetes mellitus tipo 2
(ALVAREZ et al., 2018). Seu mecanismo de acdo possibilita a manutencdo do peso
corporal, o controle da pressdo arterial, a resisténcia insulinica, a estabilizacdo endotelial
e a saude vascular (STUBBS et al., 2019). Existem relatos que o exercicio fisico muda a
progressdo do tumor (NOGUCHI; LISS; PARSONS, 2015) e aprimora o bem-estar
psiquico e a qualidade de vida dos pacientes com cancer (HASENOEHRL et al., 2015)
Assim, estudos tém atribuido ao exercicio fisico a fungdo terapéutica auxiliar no
tratamento do cancer de prostata. Portanto, investigagcdo sobre os mecanismos de acdo do

exercicio fisico na prostata s3o necessarias.

1.2.1 Modulagoes prostaticas promovida pelo exercicio fisico
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Mecanismos de acdo prostatica do exercicio fisico ainda ¢ obscuro para ciéncia.
Além disso sabe-se que o aumento da lipogénese prostatica pode ser indutor de cancer
(LIU et al., 2015). A prostata esta inserida no sistema genital masculino e secreta diversa
nutriente que compdem o liquido seminal, essencial para a nutricdo e motilidade dos
espermatozdides (TAYLOR; TOIVANEN; RISBRIDGER, 2010). Nos roedores,
estruturalmente, a prostata ¢ constituida por pares de lobos (ventral, lateral e dorsal) de
glandulas tibulo acinosas e estroma que circundam a uretra pélvica. A prostata anterior
ou de glandula de coagulacdo localiza-se na face concava das vesiculas seminais
(UNTERGASSER; MADERSBACHER; BERGER, 2005). Os 4cinos prostaticos sdo
revestidos por epitélio secretor constituido por dois compartimentos morfologicamente
distintos: o basal e o luminal ou secretor. Nesses compartimentos localizam trés tipos
células: a basal, a luminal e/ou secretora e a neuroenddcrina (SAKUMA et al., 2016).
Essas células podem ser diferenciadas pela expressdo e/ou co-expressao diferencial de
citoqueratinas (CK) e antigenos de superficie (CD - cluster de diferencia¢do) (BERRY;
MAITLAND; COLLINS, 2008). O estroma prostatico ¢ formado por complexo arranjo
de células, que incluem células musculares lisas, fibroblastos e miofibroblastos e pela
matriz extracelular. Ressalta-se que os elementos estromais fornecem sinais bioldgicos e
exercem influéncias mecanicas sobre as células epiteliais (CUNHA; MATRISIAN,
2002).

Os processos bioldgicos de morfogénese, manutencdo da atividade funcional,
proliferacdo e diferenciagdo das células prostaticas sdo regulados por andrégenos
(LAMB; MASSIE; NEAL, 2014). A testosterona ¢ a diidrotestosterona (DHT) sdo os
principais androégenos que estimulam a diferenciacdo prostatica (WANG; HU; WEI,

2016). Além dos androgenos, outros horménios como os estrogenos atuam
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sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as fungdes normais da prostata quanto
as alteracdes patologicas (ZHANG et al., 2011).

A resposta proliferativa do tecido a lesdo e inflamagdo ¢ necessdria para a
sobrevivéncia do tecido, contudo existe associacdo entre a inflamacao cronica e cancer
levando a concluir que essa resposta proliferativa advinda de uma inflamagao pode
impulsionar o crescimento epitelial em neoplasia (MEDZHITOV, 2008). Tem sido
proposto que as transformagdes neopldsicas resultam da proliferacdo epitelial em
ambiente rico em células inflamatérias, fatores de crescimento, estroma ativado e
liberagdo de agentes promotores de danificagdo no DNA (JERDE; BUSHMAN, 2009;
MEDZHITOV, 2008). Desta forma, mediadores inflamatérios tem papel principal no
processo inflamatério e podem contribuir para o desenvolvimento e progressdao do tumor.
Porém seu efeito sobre a progressdo do tumor ainda ¢ considerado colateral ndo
especifico.

Com base em estudos prévios em nosso laboratdrio sugerimos que os treinamentos
de for¢a em ratos podem modificar o perfil lipidico e hormonal da prostata de ratos
(TEIXEIRA et al., 2019). Desta forma faz-se necessario o conhecimento de diferentes
possibilidades de intervengdo, por meio do exercicio fisico, seja por meio de treinamento
resistido, de exercicios aerdbios, e de seus efeitos sobre diferentes parametros, como o
perfil metabolico, a composi¢ao corporal, em pessoas com fatores de risco para o

desenvolvimento de Sindrome Metabolica (SM).

1.2.2 Dieta Hiperlipidica: padroes inflamatorios

Caracteriza-se por dieta hiperlipidica (DH) o consumo excessivo de lipidios (40%

- 50% da ingestao caldrica total) como acidos graxos saturados, gorduras saturadas e
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trans-insaturadas (GREENWOOD & WINOCUR, 2005; SCHRAUWEN &
WESTERTERP, 2000). J4 ¢ bem descrito que este consumo alimentar potencializa
diversas doengas como obesidade (LI, et al. 2002), o diabetes-mellitus tipo 2
(GREENWOOD & WINOCUR, 2005) e doengas cardiovasculares (WHITEHEAD
2011). A obesidade associada DH ¢ um percursor do diabetes tipo 2 promovida pela
resisténcia insulinica (KOVACS; STUMVOLL, 2005). Estas condigdes resultam em
mudangas no metabolismo de glicose e lipidios causando um elevado nivel sérico de
insulina em jejum (VIKRAM; JENA; RAMARAO, 2010). Embora ndo existem estudos
conclusivos entre o alto teor de gordura ingerida e o risco de cancer de prostata o aumento
de consumo de gordura animal parece ser indutor de lesdes prostaticas (BIANCO et al.,
2006). Estudos relatam que altos niveis de gordura saturada na dieta aumenta o
crescimento de cancer prostatico em célula in vitro, enquanto que dieta com baixo teor de
gordura atrasa o crescimento de células cancerigenas prostaticas (PANDALALI et al.,
[s.d.]; WANG et al., 1995).

Intimeras drogas tém sido desenvolvidas para o tratamento da resisténcia
insulinica entre elas a metformina e o agonista de PPAR-y. A insulina e o IGF-1 sdo
funcionalmente homologos podendo ativar o mesmo receptor. Essa similaridade
funcional tem levado a vérias investigagdes relacionando a atividade de IGF em obesos,
diabéticos e pacientes com doencas prostaticas (COHEN; PEEHL; ROSENFELD, 1994;
NAM et al., 1997). Alguns dos principais mecanismos envolvidos no crescimento da
prostata sdo potenciais alvos terapéuticos que incluem alteragdes no estado hormonal,
alteracdes no eixo insulina/IGF/IGFBP, inflamagdo e alteracdes no metabolismo
resultante da estimulagdo anormal persistente.

O receptor de IGF-1 ¢ expresso predominantemente no epitélio prostatico,

enquanto que no estroma esta expresso o ligante de IGF-1 atuando de forma paracrina no
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receptor (COHEN; PEEHL; ROSENFELD, 1994; VIKRAM; JENA; RAMARAO,
2010). Células prostaticas epiteliais e do estroma in vitro sdo sensiveis a IGF-1 e IGFBP
relacionando esses fatores a progressdo do cancer prostatico (COHEN et al., 1993;
TENNANT et al., 1996). O desenvolvimento prostatico ocorre pobremente em
camundongos deficientes de receptores de IGF-1 (HAYWARD; CUNHA, 2000). Tem
sido documentado que o aumento de insulina aumenta a prolifera¢do celular na prostata
de ratos (VIKRAM; JENA; RAMARAO, 2010). Assim esse numero crescente de
evidéncias suporta a ideia que as mudangas no eixo IGF/IGFBP resultantes da obesidade
ou diabetes poderiam desempenhar importante papel na regulacdo do crescimento
prostatico.

A obesidade e o diabetes sdo doengas sistémicas complexas. Ambas alteram o
metabolismo de hormoénios esteroides e podem ser consideradas “pro-inflamatdrias”
condi¢des pelas quais aumentam a liberacdo de citocinas que possivelmente podem
contribuir para o crescimento prostatico (JERDE & BUSHMAN, 2009). Dentre os
principais marcadores pro-inflamatorios estdo a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (CESARI et al., 2004). A resposta proliferativa do tecido a lesdo e
inflamagao ¢ necessaria para a sobrevivéncia do tecido, contudo existe associa¢do entre a
inflamacao cronica e cancer levando a concluir que essa resposta proliferativa advinda de
uma inflamagdo pode impulsionar o crescimento epitelial em neoplasia (MEDZHITOV
2009). Tem sido proposto que as transformagdes neoplasicas resultam da proliferagao
epitelial em ambiente rico em células inflamatdrias, fatores de crescimento, estroma
ativado e liberacdo de agentes promotores de danificagio no DNA (MEDZHITOV 2009;
JERDE AND BUSHMAN, 2009). Desta forma, mediadores inflamatorios tem papel

principal no processo inflamatério e podem contribuir para o desenvolvimento e
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progressao do tumor. Porém seu efeito sobre a progressao do tumor ainda ¢ considerado
colateral ndo especifico.

O ciclo celular prostatico pode ser modulado pela secrecdo de TNF-q, inibindo a
apoptose através da ativacdo de NF-kf e estimulando proteinas anti-apoptdticas como
BCL-2 ¢ BCL-XL (TAMATANI, et. al. 1999). Além disso, a inflamacdo cronica
contribui para o aumento de mediadores como COX-2 e iNOS, que estimulam o aumento
da prostata (SHANKAR et. al., 2015). A dieta hiperlipidica pode modular a préstata via
ativacdo inflamatdria e alterag@o na fosforilagcdo de IKK o/f e IkBa, resultando em maior
translocagdo de NF-kP para o nucleo da célula (SHANKAR et. al., 2015). Ainda o
aumento da acdo de NF-kf nas células prostaticas estimula as proteinas BCL-2 e BCL-

XL desregulando o ciclo celular (SHANKAR et. al., 2015).

1.2.3 PPAR e prostata e possiveis efeitos do exercicio fisico

Receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa (do inglés, Peroxisome
proliferator receptor activated alfa-PPARa) sdo receptores hormonais nucleares que
atuam como fatores de transcricdo ativado por ligante responsaveis pelo balango na
regulacdo do metabolismo celular, metabolismo de lipidios, diferenciagcdo e respostas
inflamatorias. Pertencem a familia de fatores de transcricdo nucleares ativados por
ligantes o receptor 9-cis acido retindico (RXR) e o receptor trans acido retindico (RAR)
(JOHNSON etal., 2011). Para que induzam a transcri¢ao dos genes alvos, deve combinar-
se com os receptores X retindide-a (RXR-a), formando um heterodimero que se liga a
sequéncias especificas de reconhecimento (PPREs) na regido regulatéria dos genes-alvo
(BARDOT et al., 1993; KLIEWER et al.,, 1992). Alteracdes na atividade desses
receptores nucleares tem papel chave em ambas as patologias como hiperplasia prostatica

benigna e cancer de prostata (JIANG et al., 2010a).
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Proliferadores de peroxissomos fazem parte do grupo de compostos
estruturalmente diversos que inclui drogas hipolipidemicas, herbicidas e plastificantes
industriais (MOODY et al., 1991). A administragdo destes compostos em ratos e
camundongos resulta em aumento no tamanho e numero de peroxissomos, acompanhados
por aumentos na B-oxidacdo de acidos graxos peroxissomal (SCHULER et al., 2006) e
®-hidroxilagdo microssomal (SHARMA; LAKE; GIBSON, 1988). Adicionalmente o
PPARa também sdo ativados por acidos graxos e metabolicos de 4acidos graxos levando
a ativacdo de varios genes envolvidos no metabolismo assim como a transthietina e ou-
globulina (JIANG et al., 2010a). O papel do PPARa no metabolismo do acido graxos foi
confirmada pela geracdo de camundongos com alelos nulos para o gene de PPARa (LEE
et al., 1995; VAUGHAN et al., 2013a). Estes animais sdo fenotipicamente normais e tem
nivel basal de peroxissomos hepéticos, mas ndo ¢ responsivo a proliferagdo de
peroxissomos e nao respondem a indug¢do do gene alvo. No entanto esses camundongos
possuem expressdo alterada de enzimas mitocondriais para metaboliza¢do de acidos
graxos (PETERS et al., 1997). Em humanos, PPARa tem alta expressdo no figado,
coragdo e rins, porém € expressa em niveis mais baixos em outros tecidos (AUBOEUF et
al., 1997). Os niveis de PPARa em humanos sdo significativamente mais baixos quando
comparados aos ratos e camundongos, porém possuem atividade funcional (HERTZ;
BISHARA-SHIEBAN; BAR-TANA, 1995; VAUGHAN et al., 2013b).

A literatura demonstra que o PPARa regula os glicocorticoides (COLLETT et al.,
2000a; HEMING et al., 2018), insulina (CORZO; GRIFFIN, 2013), TNF-a (HEMING et
al., 2018) e também estd descrito a acdo deste composto como gene responsivo a
androgenos em células prostiticas e com alta expressdo em carcinomas prostaticos
(COLLETT et al., 2000b) Verificou-se que os acidos graxos e glicose ativam a via NF-

kB em mondcitos, elevando a produgdo de citocinas pré-inflamatorias (DICKINSON et
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al., 2008). Por outro lado, a ativagdo do PPARa e PPAR-y, contra-regula a atividade do
NF-«B, reduzindo a produgdo de citocinas por monocitos e aumentando a apoptose desse
tipo celular, sugerindo que os processos inflamatdrios mediados pelo NF-kB estdo
intimamente relacionados com fatores de transcricdo que controlam genes alvos do
metabolismo de lipideos (LEFEBVRE et al., 2006).

A via de sinalizagdao do NF-kB desempenha um papel importante nas respostas ao
cancer, inflamagao ¢ estresse (MCCARTY; HEJAZI; RASTMANESH, 2014). NF-xB ¢
um fator de transcri¢do encontrado no citoplasma ligado aos chamados inibidores de NF-
kB (IkB). A ativagdo do NF-kB por fatores de crescimento e inflamatorios ¢ mediada
através das proteinas quinases IkB (IKKS), que fosforilam IkB, resultando na
ubiquitinagdo IkBa e subsequente degradacdo proteossémica (CARTER et al., 2016).
Como consequéncia, o NF-«xB ¢ liberado do complexo IkB e se transloca para o nucleo,
onde se liga em sitios consenso do DNA, ativando a expressao génica (RAO; LOKESH,
2017). A ampla distribui¢do dos sitios de ligagdo do NF-xB no genoma permite regular
um vasto numero de genes e participar em processos celulares fundamentais, tais como
apoptose, proliferacio e diferenciacdio (DE BOSSCHER; VANDEN BERGHE;
HAEGEMAN, 2006; FANG et al., 2011). O NF-kB responde a varias moléculas, como
IL-1, TNF-a, citocromo P450, melatonina e metaloproteinases de matriz (MMPs) (Pham
etal., 2004; Luo et al., 2005). Também, radicais livres sdo capazes de ativar NF-kf3 (Gong
et al.,, 2001, Zhou et al., 2001). Estudos recentes demonstraram que o NF-kB esta
envolvido com a regulacdo de genes das enzimas antioxidantes, como a CAT e GSH-Px
(MCCARTY; HEJAZI; RASTMANESH, 2014; PRUEITT et al., 2016).

Dados de estudos de terapia médica de sintomas prostaticos (MTOPS) sugerem
que o risco de doengas prostaticas e retencdo urinaria sao maiores em homens com

inflamacao prostatica (FIBBI et al., 2010). Neste meio complexo de alteragdes sistémicas,

18



nds sugerimos que alteragdes celulares no metabolismo de lipidios e proliferacdo podem
interferir no meio celular prostatico. PPARa sdo receptores hormonais nucleares que
atuam como fatores de transcri¢do ativado por ligante responsaveis pelo balance na
regulacdo do metabolismo celular, metabolismo de lipidios, diferenciagcdo e respostas
inflamatorias. Alteracdes na atividade desses receptores nucleares tem papel chave em
ambas patologias como BPH e cancer de prostata (FREEMAN; SOLOMON, 2011).

O exercicio fisico sistematizado com intensidade moderada ou vigorosa, sao
caracterizados por atividades que aumentam significativamente a demanda energética
promovendo alteracdes agudas e crdnicas tanto no metabolismo celular quanto no
controle neuroendoécrino (FORJAZ et al., 1998). De fato, estas alteragdes nos sistemas
cardiovasculares e autonomicos, apos o exercicio fisico agudo e cronico, t€ém feito com
que o exercicio seja fortemente sugerido como uma alternativa ndo-farmacologica no
tratamento de diferentes patologias como a resisténcia a insulina, o diabetes mellitus e a
hipertensao arterial (HSU et al., 2015; MANIO; MATSUMURA; INOUE, 2018; USLU
et al., 2018). A pratica regular de atividade fisica e exercicios fisicos sistematicos de
forma aerdbica proporciona redugdo da pressao arterial sistdlica e diastolica, melhoras na
capacidade funcional, redu¢do de circunferéncia abdominal, do peso e do percentual de
gordura corporal, além de modular o sistema imune de um individuo, modificando a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias (IL-6, TNF-a) e a diferenciagdo de monocito em
macrofagos do tipo M2 (anti-inflamatério) (HEMING et al., 2018; RAO; LOKESH,
2017; SILVEIRA et al., 2018), possibilita ainda de forma direta e indireta, melhoras em
fatores psicossociais e, consequentemente, na qualidade de vida (LAVIE; MILANI,
[s.d.]). No perfil lipidico, hé evidéncias de que menores concentracdes de colesterol total
e de LDL colesterol sdo encontradas em amostras sanguineas de sujeitos considerados

ativos, quando comparados com aqueles sedentérios. Da mesma forma, HDL colesterol e
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triglicérides apresentam maior resposta ao exercicio fisico, com maior concentracdo de
HDL colesterol e menor de triglicérides (DURSTINE, 2008). Com base em estudos
prévios em nosso laboratorio sugerimos que os treinamentos de forga em ratos podem
modificar o perfil lipidico e hormonal da prostata de ratos (TEIXEIRA et al., 2012). Desta
forma faz-se necessario o conhecimento de diferentes possibilidades de interven¢ao, por
meio do exercicio fisico, seja por meio de treinamento resistido, de exercicios aerobios,
e de seus efeitos sobre diferentes pardmetros, como o perfil metabdlico, a composi¢ao
corporal, em pessoas com fatores de risco para o desenvolvimento de Sindrome
Metabdlica (SM) (ALMEIDA et al., 2012; DA CRUZ FERNANDES et al., 2018).

As principais caracteristicas da obesidade e alto consumo de dieta hiperlipidica
sdo aumento de citocinas inflamatérias como IL-6 e TNF-a que produzem efeitos
adversos no organismo, no entanto o exercicio fisico atua como inibidor destas vias,
principalmente por potencializar a produgdo de citocinas anti-inflamatorias IL-10, IL-4 e
IL-6 proveniente dos midcitos (DE AQUINO LEMOS et al., 2013).

Além disto as evidencias cientificas demonstrando que a pratica de exercicio
fisico regular age sobre o estresse oxidativo, intensificando as vias antioxidantes através
da ativagdo de PGC-la, AP-1, e diminui o complexo enzimatico geradores de
superoxidos NADPH-oxidase (SALLAM; LAHER, 2016). Estudos com animais
knockout PPAR-a e selvagens, (BATATINHA et al., 2017) verificaram que o exercicio
fisico aerdbico modificou os parametros de composi¢do corporal e armazenamento
lipidico, em animais obesos, induzidos pela dieta hiperlipidica, e os animais selvagens
apresentaram melhora nesses pardmetros em comparagdo com animais sem PPARa. O
exercicio fisico aumenta as expressdes de PPARa no figado e desta forma atua reduzindo
a esteatose hepatica nao alcdolica causada pela dieta hiperlipidica através do aumento da

metabolizacdo dos acidos graxos acumulado no figado. Isto ocorre pelo aumento da
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transcricdo de genes responsaveis pela lipolise, estimula AKT, inibe acdo de proteinas
lipogénicas como FOXO-1(XU; JIANG; DING, 2015). Foi verificado que em mulheres
pré-menopausa o treinamento de endurance por 12-14 semanas induziu o aumento da
atividade do PPAR-a e das enzimas reguladoras da B-oxida¢do, elevando a capacidade
do musculo esquelético de oxidagdo de acidos graxos, reafirmando o papel do exercicio
fisico na regulagdo do metabolismo lipidico em conjunto com o PPAR-a (HOROWITZ
et al., 2000).

O exercicio aerdbio diminui gordura corporal, regulam o metabolismo de glicose
e lipidios (JENKINS et al., 2014; SPRIET, 2014; VIEIRA et al., 2016) ¢ o PPAR-a
estimula a ligagdo de 4cidos graxos, resultando em um menor quantidade nos tecidos
(Fan et al., 2015; Ren et al., 2018), melhorando a expressdao de genes envolvidos na
absorcao de lipidios (BATATINHA et al., 2017), beta- oxidagdo (SU et al., 2014) e niveis
de HDL, podendo reduzir os risco de aterosclerose e resisténcia a insulina, agindo como
fator terapéutico (ZHANG et al., 2011). E quando relacionado com o exercicio fisico
aerdbio pode acarretar beneficios através, quando aumentando a expressao de PPAR-q,
que tem como principal fun¢do homeostase celular e balanco energético (TAVARES;
HIRATA; HIRATA, 2007).

Dados confirmam a a¢do do exercicio fisico aerdbio na regulacdo da prostata de
ratos normais e submetidos a suplementagdes alimentares atuando como regulador do
metabolismo lipidico e celular da préstata (JIANG et al., 2010b). (YAKEU et al., 2010)
e (THOMAS et al., 2012) sugerem que a ativacdo PPARa durante o exercicio constitui
uma nova e potencialmente fator anti-inflamatorio e anti-aterogénico modulando o tecido.
No entanto, ¢ incipiente os estudos sobre a relagdo inflamatdria e a participagcdo do
PPARa, principalmente, nos mecanismos moleculares e fisiologicos modulados pela

auséncia ou envolvimento com diferentes programas de exercicios fisicos.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi verificar a participacdo do fator de transcri¢do génica
PPAR-a, como possivel regulador nos efeitos protetores do treinamento fisico aerdbico

através de alteragdes prostatica de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.

1.3.2 Objetivo Especifico
Tais objetivos gerais serdo alcangados através dos seguintes objetivos especificos:
L. Caracterizar a histopatologia no lobo ventral de camundongos sedentério e

treinados, selvagens e/ou nocautes para PPARa;

II. Quantificar (imunomarcagdo) e avaliar as interacdes funcionais entre o AR,
GR e IGF-1.
III.  Caracterizar e comparar os efeitos da sobre os fatores indutores de lesdo

celular (TNF-q, IL-6, NF-kB), por imunomarcagao;
IV.  Alteragdes prostaticas por imunomarcacao do conteudo proteico das enzimas

relacionadas ao metabolismo lipidico (FAS total e SREBP-1);

1.4 HIPOTESE

Estamos verificando o efeito da dieta hiperlipidica associada a presenca e auséncia
de PPARa e seus efeitos associados ao exercicio fisico aerdbico na prostata de
camundongos. Buscamos verificar alteracdes prostdticas promovidas pelo consumo de

dieta hiperlipidica associada a auséncia do fator de transcricio chamado PPARa e se o
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exercicio fisico pode regular ou até mesmos inibir efeitos prejudiciais a prostata. Assim,
a dieta hiperlipidica e a auséncia de PPAR« pode alterar a morfologia e balanco prostatico
levando a inflamacdo e crescimento celular e o exercicio fisico pode regular essas
alteracoes.

A hipétese nula pode ser tangenciada a auséncia de efeitos da dieta hiperlipidica
associada a auséncia de efeitos do exercicio fisico em camundongos selvagens e PPARa

ausente.

1.5 JUSTIFICATIVAS

A obesidade ¢ um problema de saude mundial que gera alto custo para o governo
atualmente. Esta doenga se desenvolve principalmente pela alimentacdo inadequada da
popula¢ao mundial rica em gorduras. Estar acima do peso pode acarretar um quadro de
inflamagdo cronica responsavel por atuar sobre diversos metabolismos do corpo,
inclusive no ambiente prostatico. Por ser uma glandula importante para o sistema
reprodutor masculino, geralmente ¢ alvo de diversas doengas, e os comportamentos que
modulam a préstata tém tomado grandes proporcdes e aten¢do na comunidade cientifica.
Os estudos sobre os mecanismos moleculares das doencas que acometem esta glandula
tornam-se essenciais para entender a complexidade das interagdes que podem
desencadear, prevenir ou tratar as doengas. O baixo grau de efic4cia das terapias contra
as lesdes prostaticas proliferativas pode estar relacionado aos efeitos dessas terapias sobre
os mecanismos de reparo tecidual, angiogénese, enzimas antioxidantes e inflama¢ao. Em
muitos canceres, a natureza das inflamagdes que amplifica a lesdo primaria ndo ¢é
conhecida. Desta forma, torna-se dificil o planejamento correto de estratégias com
propriedades eficientes para eliminagdo direta do gatilho para as lesdes provocadas por

esses diversos fatores.
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Pesquisas em nosso laboratério apontam que o treinamento fisico pode alterar o
metabolismo prostatico dos receptores hormonais e desta forma minimizar as alteragdes
do ciclo celular na prostata de ratos. Para melhor entendimento desta vertente
avaliaremos o perfil metabolico, inflamatdrio, assim como o fendtipo (pr6 ou anti-
inflamatorio) das células prostaticas enfatizando o papel central do PPARa como fator de
transcrigdo génica nas alteragdes inflamatorias. Desta forma, faremos uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na agdo do exercicio fisico aerdbio e seu
impacto na elucidacdo das questdes relacionadas a dislipidemia, bem como, o
desenvolvimento de novas terapias envolvidas no processo inflamatorio. Diante do
exposto, enfatizamos que na literatura especializada ndo ha trabalhos correlacionando
fatores metabdlicos com os fatores de inflamagdo, receptores hormonais com dieta
hiperlipidica e exercicio fisico aerébio no controle das lesdes prostaticas. Portanto, a
associacdo entre inflamacdo e o treinamento fisico pode ser considerada uma promissora

combinag¢do para agir de forma terapéutica e preventiva.
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2. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo detalhados em forma de artigo cientifico
intitulado “Auséncia de PPAR-a na prostata: modificagdes morfoldgicas e moleculares
associadas ao exercicio fisico aerdbico” serd encaminhada para avaliacdo na revista
Metabolism Clinical and Experimental, Qualis/CAPES A1, JCR 86 e Fator de Impacto
5.9.
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2.1 ARTIGO

AUSENCIA DE PPAR-a NA PROSTATA: MODIFICACOES MORFOLOGICAS E
MOLECULARES ASSOCIADAS AO EXERCICIO FiSICO AEROBICO

RESUMO

Objetivo: ¢ verificar a participagdo do fator de transcri¢do génica PPAR-a, como possivel
regulador nos efeitos protetores do treinamento fisico aerdbico através de alteragdes
prostatica de camundongos submetidos a dieta padrdo e dieta hiperlipidica, analisando as
alteracdes morfologicas e expressao proteica na prostata.

Meétodos: Foram utilizados deficientes para PPARa (KO) e camundongos controles da
linhagem C57BL/6J selvagens (10 semanas de idade). Foram alimentados com dieta
padrdo, e dieta hiperlipidica (HFD) foi composta por 26% de carboidratos, 59% de
lipidios e 15% de proteina. O treinamento fisico aerobio foi realizado em esteira
ergométrica a 60% da velocidade maxima, 5 dias por semana, 10m/min durante 60
minutos, por 12 semanas de tratamento.

Resultados: A HFD induz alteragdes teciduais prostaticas, aumento de mastocitos,
aumento proteico relacionado com receptores de androgenos (AR), receptores de
glicocorticoides (GR), receptor de morte celular (Fas), linfoma de células B -2 (BCL-2)
e BCL-2 associado a proteina X (BAX) interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), fator nuclear kappa B (NF-kB). No entanto, o exercicio fisico aerdbico
modulou a prostata reduzindo a ativacdo de receptores esteroides, e reduzindo a
inflamagao, independente da a¢do de PPARa.

Conclusdo: Nossos achados sugerem que o exercicio fisico aerdbico suprime as lesdes
prostaticas induzidas por HFD, reduzindo a inflamagao prostatica.

Palavras-chave: Inflamagao, prostata, exercicio fisico, PPARa.
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1. Introducio

A obesidade ¢ uma doenca multifatorial caracterizada pelo aumento da gordura
visceral e subcutdnea, também esta associada com os niveis hormonais alterados,
mudangas metabdlicas e teciduais [1,2]. Considerada uma epidemia mundial, com cerca
de 2,1 bilhdes de pessoas no mundo obesas, principalmente em paises desenvolvidos,
tornando-se um problema de satde publica [3], além de ser um percursor da diabetes
mellitus tipo 2 promovida pela resisténcia insulinica [4,5], condi¢des estas que resultam
em mudancas no metabolismo de glicose e lipidios causando um elevado nivel de insulina
em jejum [6]. Obesidade estd relacionada ao estilo de vida, a pratica insuficiente de
atividade fisica, alcoolismo, tabagismo e consumo constante de gorduras, podem
provocar danos teciduais prostaticos [7,8].

Os 4acidos graxos, provindos da dieta hiperlipidica (HFD), possuem uma
importante funcdo na ativacdo de vias inflamatorias, contribuindo para a promoc¢ao da
inflamacdo cronica tecidual [9], aumentando o indice de gordura corporal,
consequentemente levando a obesidade. Estudos relatam que a alta incidéncia do
consumo de lipidios, baixo consumo de nutrientes e pratica insuficiente de atividade
fisica, podem estimular as vias pro-inflamatdrias, aumentando o risco de lesdes
prostaticas [10—12]. Alguns dos principais mecanismos envolvidos no crescimento da
prostata sdo potenciais alvos terapéuticos que incluem alteragdes no estado hormonal,
alteracdes no eixo insulina/IGF/IGFBP, inflamagdo e alteracdes no metabolismo
resultante da estimula¢do anormal persistente [6]. Evidencias sugerem que a obesidade
pode mudar o eixo Hipotdlamos-Hipofise-Gonada e reduzir os niveis circulantes de
andrégenos promovendo feedback negativo e aumento do receptor de andrégeno

prostaticos [13].
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O receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa (PPARa), ¢ da familia de
receptores hormonais nucleares, expressos principalmente em 6rgdo como o figado,
coracdo e musculo estriado esquelético. O PPARa atua como fatores de transcri¢cdo
ativados por ligante responsaveis pela regulacdo do metabolismo de lipidios e glicose,
diferenciagdo celular e respostas inflamatorias [14,15]. Alteracdes negativas na atividade
desses receptores nucleares possuem um papel chave na hiperplasia prostatica benigna e
no cancer de prostata [16,17]. O PPARa pode regular vias inflamatdrias interferindo
inibindo a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), e consequentemente reduzindo a
expressdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) [18,19]. O
aumento da resposta inflamatéria promove alteragdes metabdlicas, interferindo em
diversas alteragdes teciduais como alguns tipos de canceres [20], induzindo danos no
DNA, estimulando o aumento da proliferagdo celular, inibi¢do da apoptose e
desenvolvimento da angiogénese [21,22].

Estudos experimentais em animais e epidemioldgicos em humanos sugerem que
a pratica regular de exercicio fisico reduz os riscos de danos prostaticos [23,24], embora
os mecanismos pelo qual o exercicio possa atuar sejam obscuro, as pesquisas demonstram
que a pratica de exercicio fisico regular auxilia na progressdo de neoplasias malignas
[24,25], além de modular o sistema imunoldgico modificando a secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias como NF-kB, IL-6, TNF-a [26]. Com base em estudos do nosso laboratorio,
sugerimos que o treinamento de for¢a em ratos modula o perfil lipidico e hormonal da
prostata de ratos Wistar [27]. Outro achado confirmou que o exercicio fisico realizado de
forma combinada (aerobio e anaerdébio na mesma sessdo de treinamento), foi capaz de
reduzir a inflamacao prostatica em ratos [28]. No entanto, ¢ incipiente os estudos sobre a
relagdo inflamatdéria e a participagdo do PPARa principalmente nos mecanismos

moleculares e fisiologicos modulados pela auséncia ou envolvimento com protocolo de
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treinamento fisico. Contudo o objetivo do presente estudo € verificar a participacdo do
fator de transcricdo génica PPAR-0, como possivel regulador nos efeitos protetores do
treinamento fisico aerdbico através de alteragdes prostatica de camundongos submetidos
a dieta padrao e dieta hiperlipidica, analisando as alteracdes morfoldgicas e expressao

proteica na prostata.

Materiais e Métodos

Animais e dieta

Os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal ICB/USP (Protocolo CEUA 112/13). Camundongos
(background C57BL/6J) machos do tipo selvagens (WT) e deficientes em PPARa (KO),
mantidos em ciclo claro/escuro de 12h (23+ 2°C), com dieta normal (ragao Nuvital da
Nuvilab, Colombo, PR) e 4gua ad libitum até o inicio dos tratamentos (30-40 dias de
idade). Os animais deficientes de PPARa foram fornecidos pelo Laboratorio de

Sinalizag¢do Celular do Departamento de Fisiologia e Biofisica da USP.

Grupos experimentais

Os camundongos WT e KO foram divididos em 8 grupos: animais selvagens
alimentados com dieta padrdo (SD); animais selvagens alimentados com dieta
hiperlipidica (WT-HF); animais selvagens alimentados com dieta hiperlipidica e
submetidos ao treinamento fisico aerobio (WT-HFT); animais deficientes em PPAR-a
alimentados com dieta hiperlipidica (KO-HF); animais deficientes em PPAR-a
alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos ao treinamento fisico aerébio (KO-

HFT)
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Os animais foram suplementados com as dietas durante 12 semanas. A dieta
hiperlipidica foi composta por 26% de carboidratos, 59% de lipidios e 15% de proteina.
Os animais do grupo SD foram mantidos com a dieta balanceada que consiste em 76%

de carboidratos, 9% de lipidios e 15% de proteina (Figura 1)

Protocolo de treinamento fisico aerobio

Foi realizado o teste capacidade méxima para determinar a carga de treinamento,
onde os animais aqueceram por 5 minutos na esteira rolante com velocidade de 10
metros/minuto (m/m), inicio do teste a partir do sexto minuto, aumentando a velocidade
em 3m/m a cada minuto. A exaustdo se deu por alteragdes biomecanicas na corrida do
animal. Apds o teste, o treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira ergométrica a
60% da velocidade maxima, 5 dias por semana, 10m/min durante 60 minutos, da 5* a 12*
semana de dieta [29]. Na 4* semana de suplementacdo da dieta, os animais foram
adaptados na esteira rolante por 5 dias, e o teste maximo foi realizado na 4* semana, antes
do inicio do treinamento para determinar a carga maxima, na 8* semana para o ajuste da

carga de trabalho e na 12% semana para verificar se houveram alteracdes.

Andlises antropomeétricas e perfil metabolico

Os animais foram pesados semanalmente durante o estudo para obten¢ao do peso
corporal e ganho de peso, a prostata foi pesada apds a coleta para calcular o peso relativo
e absoluto. O indice adiposo foi composto pela soma total dos tecidos adiposos retro
peritoneal, epididimal e subcutaneo. Foram coletadas amostras sanguineas para analises
dos niveis de colesterol total, glicose, acidos graxos livre e triglicerideo. As lipoproteinas
de alta densidade (HDL) e de baixa densidade (LDL) foram analisadas pelo método

colorimétrico, obtido da Labtest, Brasil. O colesterol total, niveis de triglicerideo, acidos
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graxos e glicose foram determinados por métodos enzimaticos (Labtest, Lagoa Santa,

MG, Brasil).

Andlises histologicas

Apobs 12 semanas de experimento, os animais foram sacrificados, a prostata
ventral foi coletada, pesada e processada para andlises histopatologicas e
imunohistoquimicas. Posteriormente foi fixada em solugdo bouin, lavadas ao alcool 70%,
desidratados, diafanizado, emblocada em paraplastico e cortada em 5 pm de espessura.
Para a analise histologica, foi utilizada a coloragdo de hematoxilina & eosina (H&E). Para
a andlise de tecido conjuntivo foi utilizada a colora¢do de tricomico de masson, e a
identificacdo do volume tecidual na prostata ventral foi realizada por anélise estereologica
de Weibel, (1963). Foram quantificadas 10 sec¢des dos tecidos, ampliados em 40x, por
animal, de cada grupo. O software Stepanizer Stereology Tool 1.0 foi utilizado para a
quantificagdo do volume prostatico.

A quantidade de mastécitos foi realizada em cinco animais por grupo
experimental e os valores foram apresentados em células/mm?2. Imagens aleatérias de 12
campos por grupo, foram capturadas usando a objetiva de 40x, com cada campo cobrindo
uma area de 0,085 mm?2 [31]. A analise de glicogénio tecidual prostatico foi realizada
pela coloragdo de acido periodico-Schiff (PAS), dez campos com aumento de 40x por
animal foi utilizado para quantifica¢do no software Image-J. As imagens obtidas foram

fotografadas pelo microscopio Zeiss AxioCam ECRSs (Zeiss, Munich, Germany).

Imunohistoquimica
Amostras prostaticas de cinco animais de cada grupo experimental foram

utilizadas para as imunomarcagdes. De acordo com as caracteristicas de cada antigeno, a
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recuperacao antigénica foi realizada por incubagdo dos cortes em tampao citrato, PH=6,0
em microondas ou por panela de pressdo. Para o bloqueio da peroxidase endogena os
cortes foram submetidos a solu¢do de perdéxido de hidrogénio ou metanol 3%.
Posteriormente, o bloqueio proteico foi utilizado em solugdo bloqueadora com albumina
soro bovino (BSA 3%,) diluido em TBS-T (1% Triton X-100, 100 mM of Tris, pH 7.4).
Na etapa seguinte, as sec¢des foram submetidas aos anticorpos primarios especificos AR
(clone n-20, Santa Cruz Biotechnology, 816), GR (clone m-20, Santa Cruz
Biotechnology, 1004), Fas (clone x-20, Santa Cruz Biotechnology, 1024), IL-6 (clone M-
19, Santa Cruz Biotechnology, 1265), TNF-a (clone N-19, Santa Cruz Biotechnology,
1350), NF-kB p65 (clone A, Santa Cruz Biotechnology, 109) e incubadas em camera
umida durante a noite em geladeira. Posteriormente, apds lavagem com tampao TBS-T,
os cortes foram incubados com anticorpo secunddrio 1:200 anti-rabbit (IgG-HRP: sc-
2030 conjugado), e anticorpo secundario anti-goat (IgG-HRP: sc-2354 conjugado) em
temperatura ambiente, revelados com diaminobenzidina (DAB), contracorados com
hematoxilina de Harris, e avaliados no fotomicroscopio Zeiss Axiophoto. Os cortes
prostaticos foram avaliados através do precipitado acastanhado de DAB, que indica a

imunorreatividade dos anticorpos.

Quantificag¢do do imunopreciptado

A intensidade da imunomarcag¢do dos antigenos BAX, BCL-2, Fas, NF-«kB, IL-6
e TNF-a foram examinadas em 10 campos por animal/antigeno, sendo 5 animais por
grupo, usando o software ImageJ (versdao 1.501). A marcagado celular de AR e GR, foram
quantificadas em 1000 células por animal, cinco animais por grupo, assim, o percentual

para de células marcadas foi utilizado.
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Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do software Sigma Plot 12.0, e os
dados foram considerados significativos quando p<0,05, apresentados em média + erro
padrdo da média, analisados com teste One Way ANOVA, com poés teste de Tukey,

utilizados o software Graph Pism 6 para confec¢do dos graficos.

Resultados
Dados antropométricos e perfil metabolico

A eficiéncia da HFD para induzir obesidade foi confirmada pelo aumento de peso
em ambas linhagens. Os animais WT aumentaram o ganho de peso quando comparado
aos animais nocaute PPAR-a (Tabela 1). O ganho de peso foi acompanhado pelo aumento
do indice de tecido adiposo, colesterol e acidos graxos livres (Tabela 1), porém os animais
WT-HFT apresentaram maior redu¢do de colesterol em relagao aos animais do grupo KO-
HFT. Nao houve diferencas significativas entre o peso da prdstata entre os grupos,
todavia, o exercicio fisico foi eficiente na reducao do ganho de peso corporal, colesterol,

acidos graxos livres e indice adiposo em ambas linhagens de animais (Tabela 1).

Andlises Histologicas

Nos investigamos o papel do PPARa associado a HFD na morfologia prostatica
e observamos que os animais dos grupos WT apresentaram epitélio menos espesso, com
invaginagdes acinares e estroma envolta dos acinos (Fig. 2 A-E). Os animais KO
apresentaram maior quantidade de estroma diferente dos grupos WT, e o epitélio mais
espesso. Contudo animais WT e KO submetidos ao treinamento apresentaram reducao do
tamanho epitelial (Fig. 2 A-E). O volume epitelial do grupo WT-HFT foi

significativamente menor quando comparado ao grupo SD e WT-HF (Fig. 2U). No
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entanto, os animais KO apresentaram reducdo do volume do epitélio associado com a
HFD comparado ao grupo KO-HFT e SD (Figura 2U). O volume do estroma ndo
apresentou diferenga significativa entre os grupos (Fig. 2V). O volume da luz dos &cinos
prostaticos ndo apresentou diferengas significativas entre os grupos contudo
camundongos KO HFT apresentaram maiores valores de luz (Figura 2X).

A quantificagdo de mastdcitos localizados no estroma prostaticos demonstrou a
diferenga entre os camundongos selvagens e deficientes para PPARa. Todos os grupos
submetidos a HFD apresentaram aumento da quantidade de mastocitos comparados ao
grupo SD (Figura 2W). Os animais KO-HF apresentaram melhores valores de mastocitos
comparado a WT-HF (Fig. 2W).O grupo WT-HFT apresentou menores valores de
mastocito total quando comparado ao grupo WT-HF (Fig. 2Y). A quantificagcdo de
glicogénio prostatico, demostrou que animais KO alimentados com HFD apresentaram
menores valores de glicogénio citoplasmético comparado ao grupo SD (Fig. 2Y). O grupo

KO-HF apresentou menores valore de glicogénio comparado a WT-HF (Fig. 2Y).

Expressdo dos receptores esteroides, pro e anti-apoptoticos

A Fig. 3 demonstra a imunomarcagdo de receptores de androgeno na prostata de
camundongos WT e KO. Os grupos WT-HF e KO-HF apresentaram maiores expressao
de AR comparada ao grupo SD. O grupo WT HFT e KO-HFT reduziram a expressao de
AR quando comparado a WT-HF e KO-HF respectivamente (Fig. 3P). A imunomarcagdo
do receptor de glicocorticoide na prostata foi maior nos grupos WT-HF e KO-HF
comparado ao grupo SD, ndo havendo diferenga entre WT e KO, contudo o treinamento
fisico reduziu a expressdo de GR sem diferengas significativas (Fig .3Q).

A expressdo de BCL-2 foi reduzida nos grupos KO em relagdo aos grupos WT

(Fig. 3AC). O grupo KO-HFT apresentou menores valore de BCL-2 quando comparado
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ao grupo WT-HFT e SD (FIg. 3 AC). A imunomarcagdo da proteina BAX foram menos
expressas nos grupos KO HF e HFT respectivamente em relagao ao grupo WT-HF e HFT

(Fig.3 AD).

Influéncia do PPARa associado a HFD e exercicio fisico na inflamagdo prostatica

O grupo WT-HFT reduziu a imunomarcagdo da citocina IL-6 na prostata
comparado ao grupo WT-HF (Fig. 4P). O grupo KO-HF apresentou menores valores de
IL-6 comparado ao grupo WT-HF (Fig. 4P). A expressdo de IL-6 ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos KO-HF e KO-HFT, mas apresentaram menores
valores comparado ao grupo SD (Fig.4P). A Fig.4Q apresenta os valores de expressao de
TNF-a na prostata de camundongos WT e KO. O grupo WT-HFT apresentou aumento
na expressdo de TNF-a quando comparado aos demais grupos (Fig. 4Q). O grupo KO-
HFT reduziu a expressdo de TNF-a comparado ao grupo KO-HF, mas nido houve
diferenca significativa.

A expressdao de NF-xB estd demonstrado na Fig.4 k-O. A HFD aumentou os
valores de NF-kB nos grupos WT-HF e KO-HF quando comparado aos demais grupos
(Fig. 4R). O treinamento fisico nos grupos WT-HFT e KO-HFT reduziram os valores de

NF-«B comparado aos grupos WT-HF, KO-HF e SD, respectivamente (Fig. 4R).

Discussao

No presente estudo objetivamos entender a acdo da dieta hiperlipidica e as
consequéncias da auséncia do fator de transcricio génica PPARa na prostata de
camundongos submetidos ao treinamento fisico aerobio. Os principais achados deste
estudo foram: 1) os animais KO reduziram o ganho de peso, indice adiposo, melhoras na

morfologia prostatica, porém aumentou os concentragdes de acidos graxos sanguineos;
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2) a dieta hiperlipidica aumentou o ganho de peso, colesterol, indice adiposo e a expressao
de AR, GR, Fas e citocinas pré- inflamatorias em ambas linhagens; 3) o treinamento fisico
aerobio reduziu o indice do tecido adiposo, os niveis de colesterol total, o peso corporal
final dos animais bem como a expressao de AR, GR, IL-6, NF-kB e FAS nas linhagens
WT e KO.

A obesidade ¢ caracterizada por alteracdes metabolicas que englobam aumento de
peso corporal, indice adiposo, dislipidemias e hiperglicemia [32]. No presente estudo a
HFD foi suficiente para induzir a obesidade evidenciado consideravelmente no ganho de
peso e indice adiposo comparado aos animais alimentados com dieta padrdo. Nos
observamos que PPARa KO suprime o peso corporal, indice adiposo e ganho de peso em
camundongos alimentado com HFD comparados aos WT. PPARa ¢ predominantemente
expresso no figado, onde desempenha um papel crucial no desenvolvimento das func¢des
fisioldgicas, assim como, na manutencdo dos acidos graxos e metabolismo de
triglicerideos [33], este fator de transcri¢do ¢ supra regulado em condic¢des de estresse e
controla as expressdes de genes necessarios para a -oxidagao de acidos graxos e reducdo
de acidos graxo sanguineos [34]. Desta forma, a administracdo de agonistas de PPARa
aumentam os genes envolvidos na oxidacdo de acidos graxos, bem como modulam os
niveis de glicose [35,36]. Camundongos KO apresentaram niveis reduzidos de glicogénio
prostatico em comparagao aos grupos SD e WT. O metabolismo energético durante o
exercicio fisico aerobio ¢ influenciado pela intensidade e frequéncia do treinamento
fisico. Nossos resultados demonstraram que o treinamento fisico em esteira em
camundongos WT e associado a PPARa KO reduziu o ganho de peso e tecido adiposo e
colesterol.

Dados do presente estudo sugerem que a dieta hiperlipidica pode ser considerada

indutor de lesdes prostaticas promovendo indugdo a hiperplasia prostatica benigna e
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demais lesdes teciduais [37]. O aumento de estroma e espessura do epitélio estd associado
a alteracdes teciduais [1] acarretando diversos problemas na qualidade de vida [38,39].
Em nossos resultados observamos que os animais WT suplementados com HFD tiveram
maiores porcentagens de estroma e epitélio em comparagdo com os animais KO. Refaier
et al., [40] correlacionou baixos niveis de PPARa com o crescimento celular prostaticos
e redu¢do de caspase 3 clivada. Consideramos desta forma, que o PPARa pode regular
processos biologicos que alteram a expressdo de genes que promovem alteragdes
histolégicas.

O PPARa pode ser regulado por glicocorticoides [41], insulina [42], TNF-a [43]
e responsivo a androgenos [44]. No presente estudo, foi possivel observar que a HFD
promoveu aumento dos receptores de AR e GR prostaticos tanto em camundongos WT
quanto em KO. Mariano et al., [45] verificou o aumento da expressdo de GR em respostas
a HFD foi acompanhada pelo aumento de citocinas inflamatérias. O receptor de
glicocorticoide aciona a expressao de proteina de ativagdo 1 (AP-1) e consequentemente
o NF-kB, induzindo o aumento de genes relacionado com a proliferacdo celular e
sobrevivéncia. Nossos resultados demostram que os grupos WT-HF e KO HF
apresentaram maior porcentagem de epitélio e estroma também apresentam maior
expressdo de BCL-2 e BAX reduzido relacionado com maior expressdo de AR e GR. O
mecanismos pelo qual o treinamento fisico pode mediar atividades anti-androgénicas na
prostata ainda ¢ pouco discutido, contudo o exercicio fisico pode reduzir proliferacdo e
aumentar a apoptose [27,28]. Nesta premissa, conseguimos dimensionar que os efeitos
do exercicio fisico na prostata sdo independentes da ativacdo de PPARa.

Para confirmar o envolvimento do exercicio fisico aerdbio na prostata verificamos
os efeitos anti-inflamatorios relacionado com a auséncia de PPARa. A inflamagdo

tecidual ¢ morfologicamente evidenciada pela quantidade de mastocitos [46] e expressao
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proteica de citocinas pro-inflamatorias [47]. Evidenciamos o aumento de mastocitos na
prostata influenciado pela HFD nos animais WT, enfatizando o potencial inflamatorio
com aumento da expressdo de NF-kB e IL-6. Tem sido mostrado que a ativagdo de
PPARa ¢ um regulador da homeostase de lipidios e inibidor da inflamagao [48]. Estudos
verificam que concentragdes de acidos graxos e glicose elevadas ativam a via
inflamatoria ativada por NF-kB em mondcitos aumentando a producao de citocinas pro-
inflamatorias [49], contudo, o aumento expressivo de PPARa e PPARYy podem reduzir a
atividade de NF-kB, sugerindo que processos inflamatdrios mediados por NF-kB estao
relacionados aos fatores de transcri¢do que regulam o metabolismo de lipidios [50,51]. A
auséncia de PPARa na proéstata reduziu a expressdo de NF-kB comparado ao grupo WT-
SD (Dados nao mostrado) e a HFD potencializou o efeito inflamatério em camundongos
WT e KO. Possivelmente a auséncia de PPARa promoveu o aumento de genes de PPARY,
sugerindo uma compensa¢do do PPARa deficiente nas células prostaticas. Batatinha et
al., [52] verificou que a auséncia de PPARa no figado de camundongos foi compensada
pelo aumento da expressdo PPARy. Este aumento compensatorio pode ser estimulado
pelos acidos graxos e fosfolipidios considerados ligantes fisiolégicos de PPARy [53].

A literatura relata mecanismos pela qual o exercicio fisico pode reduzir a
inflamacao [54—-56]. Um fator de grande relevancia ¢ o aumento expressivo do coativador
1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC-1a), estimulando
a biogénese mitocondrial apds treinamento fisico aerobio [57]. O PGC-1a ¢ coativador
de PPARa e desta forma regulador da via inflamatéria por reduzir a fosforilacdo de NF-
kB [58]. Desta forma, o exercicio fisico reduz o estresse oxidativo e aumenta a expressao
de PGC-1a regulando o fator de transcricdo via PPARy em camundongos nocautes para
PPARa contribuindo para a reducdo expressiva de NF-kB e consequentemente 1L-6

prostatico. Esta discussdo ressalta a complexidade da interagdo metabodlica entre a
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regulacdo molecular promovida pelo exercicio fisico e o aumento metabdlico de genes
lipoliticos e energéticos relacionado a HFD na prostata. Mais estudos necessitam ser
empregados para evidenciar os possiveis mecanismo de adaptacdo molecular relacionado

ao exercicio fisico e sua relevancia clinica como potencial terapéutico na prostata.
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Tabelas

Tabela 1. Peso corporal, peso dos tecidos, niveis séricos de triglicerideos, colesterol e acido graxos livres de camundongos
WT e PPARa (KO) com consumo de dieta padrio e dieta hiperlipidica.

Camundongos WT Camundongos PPARa KO
SD* HFt HFT* HF. HFT*

Peso inicial (g) 23.35+1.82 24+0.94 23.83+1.23 25.59+1.67 24.08+1.83
Peso final (g) 29.78+2.67 41.90+4.98* 33.42+3.42¢ 34.46+4.51%t 29.05+3.69-
Ganho de peso (g) 6.1£2,0 17.442,9% 10.33£2,8 8,8743,0t 5,1£2,6-
Indice adiposo (g) 1.76+0.68 4.84+1.55* 3.2440.71% 2.36+0.95%t 1.71+1,0-
Tecido adiposo marrom (g) 0.004+0.001 0.004+0.0007  0.004+0.0008  0.003+0.0006  0.003+0.0005
Colesterol (mg/dl) 158.8+15.58 261.1+£23.43* 212.1+£19.12¢ 222.8+31.65% 216.42.90
Triglicerideo (mg/dl) 80.22+19.10 92.96+23.33 95.56+31.36 79.23+21.70 116.9+34.14.
Acido graxo livre (FFA) (mg/dl) 1.14+0.20 1.2740.18 1.1940.11¢ 1.38+0.25 1.92+0.30*.
Peso da Prostata (g) 0,026+0,005 0.04+0.01 0.043+0.01 0.05+0.007 0.041+0.006

Dados apresentados em média+ desvio padrio da média, *p<0,05 versus WT SD; " p<0,05 versus WT HF; *p<0,05 versus WT HFT; ¢ p<0,05 versus
HFKO; # p<0,05 versus HFT Ko.
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Legendas

Figura 1: A) Design dos grupos experimental: WT-SD, WT-HF, WT-HFT, KO-HF e
KO-HFT. B) Delineamento experimental do protocolo de dieta hiperlipidica e

treinamento fisico aerobio

Figura 2: Anélise histopatologicas da Prostata de camundongos WT e KO submetidos a
HFD e treinamento fisico aerobico. Coloragdo de Hematoxilina & Eosina (A-E),
Tricomico de Masson (F-J), Azul de Toluidina (K-O) e acido peridédico-Schiff (P-T) para
andlises morfologicas da prostata ventral de camundongos selvagens e KO PPARa
submetidos ao treinamento fisico aerdbico e a dieta hiperlipidica. Barra=20um, resolugao
de 40x. Graficos (U), (V) e (X) referente a analise de volume prostatico pela técnica de
Weibel; (W) referente a quantificagdo de mastocitos, (Y) quantificagdo de glicogénio
prostatico. A linha tracejada representa os animais controles alimentados com dieta
balanceada — grupos SD. Dados expressos em média+SD, *P< 0,049, e **P< 0,003, e
comparado ao grupo controle #P< 0,026, e ##P< 0,009 (one-way ANOVA seguido por
Tukey).

Figura 3: Imunohistoquimica da prostata ventral de camundongos WT ¢ KO PPARa
submetidos ao treinamento fisico aerobico e a dieta hiperlipidica sob a expressdo de AR-
receptor de andrégeno (A-E), e GR- receptor de glicocorticoide (F-J). Graficos referente
a expressdo de AR (A) e GR (B). Barra=20um, resolu¢do de 40x. A linha tracejada
representa os animais controles alimentados com dieta balanceada. As diferencgas
significativas entre os grupos HF e HFT tanto WT como KO. **P < 0.0028, e comparado
ao grupo controle - SD #P< 0,009 (one-way ANOVA seguido por Tukey).

Figura 4: Imunohistoquimica da prostata ventral de camundongos selvagens e KO
PPARa submetidos ao treinamento fisico aerobico e a dieta hiperlipidica sob a expressao
de IL-6 (A-E), TNF-a (F-J) NF-xB (K- O). Graficos referente a expressdo de IL-6 (P) e
TNF- a (Q) e NF-kB (R). Barra=20um, resolu¢ao de 40x. A linha tracejada representa os
animais controles alimentados com dieta balanceada. As diferencas significativas entre
os grupos HF e HFT tanto WT como KO. **P < (.28, e comparado ao grupo controle
#P< 0,009 (one-way ANOVA seguido por Tukey).
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