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A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é um disturbio enddcrino,
caracterizada por complicacdes reprodutivas e metabdlicas. Investigamos o
efeito do exercicio fisico moderado na composicdo corporal, parametros
nutricionais e estresse oxidativo em ratas com SOP. A SOP promoveu
aumento no ganho de peso, parametros murinometricos e nutricionais, IMC,
gordura corporal, marcadores pro-oxidante e diminuicdo da temperatura do
tecido adiposo marrom (TAM) e dos marcadores oxidativos. Em
contrapartida, o exercicio preveniu o ganho de peso corporal, gordura corporal
e dos Parametros Murinomeétricos, reducdo do consumo energético e eficiéncia
alimentar. O exercicio causa reducdo das concentracdes dos marcadores pro-
oxidante, preveniu a diminuicdo da temperatura no TAM e atividade
aumentada de SOD no TAM.
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RESUMO

Introducéo: A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é um disturbio
enddcrino, caracterizada por complicacdes reprodutivas e metabolicas,
incluindo alteragdes no tecido adiposo e aumento do estresse oxidativo.
Logo, o exercicio fisico, pode melhorar os efeitos da SOP, desde
repercussdes reprodutivas, metabdlicas e alteracbes oxidativas.
Objetivo: Investigamos o efeito do exercicio fisico moderado na
composicao corporal, pardmetros nutricionais e estresse oxidativo em
ratas com SOP. Métodos: Fémeas Wistar, (190-220g), divididas em
controle (CO), SOP e SOP+Exercicio. A SOP foi induzida por letrozol
(Img/kg via p.o), por 21 dias consecutivos. O exercicio foi treino de
natagdo (com 5% do peso corporal), 1h/dia/21 dias. Avaliamos o peso
corporal, parametros nutricionais e murinométricos, composicao
corporal, termografia e biomarcadores de estresse oxidativo no tecido
adiposo marrom (TAM) e tecido branco (TAB). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFPI n° 599/19).
Resultados: a SOP promoveu aumento (p<0,05) no ganho de peso
corporal em relacdo ao CO (28,38 + 4,66 vs. 15,36 + 2,04 g) e 0
exercicio preveniu (p<0,05) o ganho de peso em relacdo a SOP (11,85
+2,04 vs . 28,38 + 4,66 g). Observamos reducdo (p<0,05) no Indice de
Lee (0,264 + 0,002 vs. 0,276 + 0,003 g/cm) e no Indice de Massa
Corporal (0,422 + 0,008 vs. 0,470 + 0,015 g/cm?) em ratas SOP+Ex em
comparagdo com o grupo SOP. Em comparagdo com o grupo CO, SOP
aumentou (p<0,05) Taxa Especifica de Ganho de Peso (66,39 + 8,17 vs.
165,70 £ 28,44 g/kg), Ingestdo Energética (57,32 + 2,32 vs. 64,08 +
3,42 Kcal/dia) e Eficiéncia Alimentar (23,94 + 2,59 vs 56,13 * 4,48%).
Houve diferenca significativa na composi¢cdo de massa magra no grupo
SOP comparado ao CO (164,50 + 4,20 vs 137,80 + 3,109). E prevencéo
no ganho de gordura corporal no grupo SOP+EX em relagcdo ao SOP
(57,8 £2,5vs 70,2 +2,99). As ratas com SOP diminuiram (p<0,05) a
temperatura no TAM em relagdo ao controle (37,14 £+ 0,08 vs. 36,69 +
0,10 0C). A SOP+Ex preveniu (p<0,05) esta diminuicdo em
comparagdo com as ratas SOP (36,69 + 0,10 vs. 37,08 £ 0,09 °C). Em
relagcdo aos resultados do estresse oxidativo, 0 TAB nos animais SOP
diminuiu (p<0,05) SOD (1,75 = 0,05 vs. 2,41 + 0,20U SOD/ pg tecido)
e GSH (16,28 + 4,32 vs. 51,17 + 9,21 ug GSH/g tecido) em comparagéo
ao grupo CO. Em relagdo ao TAM, observamos um aumento
significativo (p<0,05) nos niveis de MPO e MDA na SOP em



comparagdo com o grupo CO. Por outro lado, observamos uma
diminuicdo (p<0,05) na SOP+Ex em relacdo a SOP (0,66 + 0,12 vs.
1,26 £ 0,15 U/mg). Redugdo de SOP+Ex (p<0,05) MDA em tecido
marrom (503,3 £ 64,97 vs. 1,751 + 75,97 nmol/g) e em tecido branco
(316,7 £ 50,49 vs. 834,6 £+ 64,80 nmol/g) em comparagéo com o grupo
SOP. Conclusdo: A SOP induz mudangas na composi¢do corporal,
parametros nutricionais e em biomarcador de estresse oxidativo, e 0
exercicio fisico moderado foi capaz de melhorar essas alteracGes.

Palavras-Chaves: Parametros Nutricionais; SOP; Exercicio; Tecido
Adiposo Marrom; Nutrig&o.



ABSTRACT

Introduction: Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrine
disorder, characterized by reproductive and metabolic complications,
including changes in adipose tissue and increased oxidative stress.
Therefore, physical exercise can improve the effects of PCOS, from
reproductive, metabolic and oxidative changes. Objective: We
investigated the effect of moderate physical exercise on body
composition, nutritional parameters and oxidative stress in rats with
PCOS. Methods: Wistar females, (190-220g), divided into control
(CO), SOP and SOP+Exercise. PCOS was induced by letrozole
(Img/kg p.o) for 21 consecutive days. The exercise was swimming
training (with 5% of body weight), 1h/day/21 days. We evaluated body
weight, nutritional and murinometric parameters, body composition,
thermography and oxidative stress biomarkers in brown adipose tissue
(BAT) and white tissue (WAT). The study was approved by the Ethics
in Animal Use Committee (CEUA-UFPI n° 599/19). Results: PCOS
promoted an increase (p<0.05) in body weight gain in relation to CO
(28.38 £ 4.66 vs. 15.36 + 2.04 g) and exercise prevented (p<0. 05)
weight gain in relation to PCOS (11.85 + 2.04 vs. 28.38 + 4.66 g). We
observed a reduction (p<0.05) in Lee Index (0.264 + 0.002 vs. 0.276 *
0.003 g/cm) and Body Mass Index (0.422 = 0.008 vs. 0.470 £ 0.015
g/cm?2) in PCOS+EX rats compared to the PCOS group. Compared to
the CO group, PCOS increased (p<0.05) Specific Weight Gain Rate
(66.39 + 8.17 vs. 165.70 £ 28.44 g/kg), Energy Intake (57.32 + 2.32 vs.
64.08 £ 3.42 Kcal/day) and Food Efficiency (23.94 + 2.59 vs. 56.13
4.48%). There was a significant difference in lean mass composition in
the PCOS group compared to the CO group (164.50 + 4.20 vs 137.80 +
3.10g). And prevention of body fat gain in the PCOS+EX group in
relation to PCOS (57.8 + 2.5 vs 70.2 + 2.99). Rats with PCOS decreased
(p<0.05) the temperature in the TAM compared to the control (37.14 +
0.08 vs. 36.69 £ 0.10 0C). PCOS+EXx prevented (p<0.05) this decrease
compared to PCOS rats (36.69 £+ 0.10 vs. 37.08 + 0.09 °C). Regarding
the results of oxidative stress, WAT in PCOS animals decreased
(p<0.05) SOD (1.75 £ 0.05 vs. 2.41 £ 0.20U SOD/ pug tissue) and GSH
(16.28 = 4.32 vs. 51.17 + 9.21 nug GSH/qg tissue) compared to the OC
group. Regarding TAM, we observed a significant increase (p<0.05) in
MPO and MDA levels in PCOS compared to the OC group. On the
other hand, we observed a decrease (p<0.05) in PCOS+EX in relation to



PCOS (0.66 + 0.12 vs. 1.26 + 0.15 U/mg). Reduction of SOP+EXx
(p<0.05) MDA in brown tissue (503.3 + 64.97 vs. 1.751 + 75.97
nmol/g) and in white tissue (316.7 + 50.49 vs. 834 .6 + 64.80 nmol/g)
compared to the PCOS group. Conclusion: PCOS induces changes in
body composition, nutritional parameters and oxidative stress
biomarker, and moderate physical exercise was able to improve these
changes.

Keywords: Nutritional Parameters; PCOS; Exercise; BAT; Nutrition.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do Ovario Policistico (SOP), & um dos distlrbios
de caracteristica endocrino mais comum em mulheres em idade
reprodutiva, acometendo cerca de 8 a 13% da populagdo. *

Tal sindrome, resulta de um defeito esteroidogénese,
caracterizado por hiperandrogenismo, disfuncdo ovulatoria, presenca
de ovarios policisticos, que frequentemente apresenta complicacdes
reprodutivas e metabdlicas, incluindo adiposidade, resisténcia a
insulina e dislipidemia.?

Embora a etiologia da SOP seja considerada uma doenca
multigénica, no qual fatores genéticos predisponentes interagem com
fatores ambientais, ainda assim, existem varios tipos diferentes de
fendtipos para o desenvolvimento de SOP.2

Acredita-se que o excesso de androgenos seja um fator-chave
no desenvolvimento desse distdrbio, onde estudos em modelos animais
revelam que a perda da sinalizacdo do receptor de andrégeno (AR)
poderia melhor ou evitar os fendtipos da SOP, sinalizacdo essa
relacionada aos polimorfismos de repeticdo Citosina/Adenina/Guanina
no gene AR favorecendo assim, o hiperandrogenismo em mulheres com
SOP. 4

O desenvolvimento de modelos experimentais de SOP tém sido
amplamente estudados. Nos Ultimos anos, os modelos mais usados
envolvem a exposicdo de ratas a inibidores da aromatase, como 0
letrozol, reproduzindo muitos fendtipos da SOP, como aumento de
testosterona e horménio luteinizante, ovario policisticos, aumento de
peso e ciclos irregulares, guardando por si, uma certa semelhanca
clinica com o que acontece em mulheres com SOP. °

Nessa perspectiva, evidéncias cientificas demonstram que o
objetivo do tratamento na SOP ndo se restringe a abordagem das
repercussdes reprodutivas, mas também, devem ser direcionados para a
prevencdo do ganho de peso, entendimento do estresse oxidativo,
manejo da obesidade abdominal, e eventuais alteracGes nos parametros
nutricionais. & 78

Logo, grande destaque tem sido dado as medidas néo-
farmacologicas, especialmente pratica de exercicio fisico regular, uma
vez que 0 mesmo tem a capacidade de promover melhorias em alguns
sintomas ocasionados pela SOP. °
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Segundo Oliveira et al.'° é sabido que o musculo esquelético é
reconhecido como 6rgdo com funcdo endocrina, que quando
estimulado, é capaz de produzir diversas miocinas. No estudo de
Covington et al.** e Moro et al.*? foi verificado, que o exercicio aerébico
cronico foi capaz de regular a via GTPases, PLN3, catecolamina, além
de estimular a liberacéo do peptideo natriurético atrial promovendo uma
melhoraria da atividade da lipolise, a qual encontra-se reduzida em
portadoras da SOP.

Ainda sobre os efeitos do exercicio no tecido adiposo, sabe-se
que o tecido adiposo marrom possui importante funcdo termogénica.'?
Entretanto, esse fator termogénico do tecido adiposo marrom é reduzido
em portadoras da SOP. 4

De acordo com Dantas et al.!®> uma sessdo aguda de exercicio
aerobico foi capaz de promover um aumento da atividade da UCP1
(proteina de desacoplamento 1), proteina essa presente do tecido
adiposo marrom responsavel por mediar o processo de termogénese no
requerido tecido.

No que diz respeito ao estresse oxidativo, € reconhecido por
desempenhar um papel central na fisiopatologia de muitas doengas,
incluindo a SOP.Y" No estudo de Wu et al.*® os autores observaram que
0 exercicio fisico crénico de 12 semanas promoveu uma melhora dos
fatores que envolvem o estresse oxidativo como MDA e SOD levando
assim, a uma melhoria da capacidade antioxidante total.

Diante do exposto, o exercicio fisico aerébico de intensidade
moderada, pode ser uma ferramenta importante na prevencao e/ou
tratamento dos sintomas promovidos pela SOP. Assim, esse estudo se
justifica na tentativa de elucidar como o exercicio pode interferir nos
parametros nutricionais e no balanco antioxidante em ratas portadoras
Sindrome dos Ovarios Policisticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar as repercussdes do exercicio fisico moderado sobre a

composicdo corporal, parametros nutricionais e biomarcadores de
estresse oxidativo em ratas com sindrome dos ovarios policisticos.

2.2

v

Obijetivos Especificos

Avaliar os parametros murinomeétricos e nutricionais de ratas
com sindrome dos ovérios policisticos submetidos ou ndo a
exercicio fisico;

Quantificar eventuais mudangas de temperatura via
termografia, em ratas com sindrome dos ovarios policisticos ou
submetidas a exercicio fisico.

Investigar as alteragdes composicdo corporal de ratas com
sindrome dos ovérios policisticos submetidas ou ndo a
exercicio fisico;

Quantificar os marcadores de estresse oxidativo como MPO,
SOD, MDA, Nox e GSH em tecidos adiposo, como epididimal
e marrom em ratas submetidas ou ndo ao exercicio fisico com
Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP).



18

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sindrome do Ovario Policistico

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é considerada uma
patologia complexa devidos seus sintomas heterogénicos, caracterizada
principalmente pela anovulacdo crbnica e aumento dos hormonios
androgénicos. Apresenta prevaléncia de 8% a 13% em mulheres em
idade reprodutiva.t

Para diagndstico da SOP é necessario excluir outras doengas que
apresentam manifestacdes clinicas semelhantes a SOP, ndo podendo a
mesma, ser diagnosticada a partir de um unico sintoma. Nesse sentido,
em 2003 o consenso de Rotterdam?® foi revisado quanto aos critérios de
diagnostico, bem como os riscos relacionados ao desenvolvimento da
SOP. No consenso anterior, as manifestacdes clinicas estabelecidas
para diagndstico eram anovulacdo cronica e sinais clinicos de
hiperandrogenia. Com a atualizacdo, acrescentou-se a presenca dos
ovarios policisticos e exclusdo de outras etiologias (hiperplasias
adrenais congénitas, tumores secretores de andrdgenos, sindrome de
Cushing) (tabela 01). 8

Baseado nos critérios de Rotterdam foram criados perfis de
fendtipos A, B, C e D. A SOP classica em que sao inclusas as mulheres
gue apresentam amenorreia ou oligomenorreia, hiperandrogenismo
com ou sem a morfologia policisticas dos ovarios é considerada
fenétipo A e B; Por outro lado, a SOP ovulatoria que apresenta
hiperandrogenismo (clinico e/ou bioquimico), com presenca da
morfologia policistica nos ovarios e ciclos menstruais regulares, é
considerada o fenotipo tipo C; e por fim, SOP normoandrogénica que
tem a presenca da oligo/amenorreia, auséncia de hiperandrogenismo
clinico e niveis androgénicos normais, bem como a presenca dos
ovarios policisticos, conferindo o fenétipo D.!®
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Tabela 01 - Critérios Diagnosticos da SOP

Protocolo Critérios Condicoes
NIH (1990) Hiperandrogenismo (clinico ou Hiperandrogenismo e
laboratorial); Oligo-amenorreia; Fendtipo oligo-amenorreia
policistico dos ovarios obrigatorios.
Rotterdam (2004) Hiperandrogenismo (clinico ou Presenca de 2 ou 3
laboratorial); Oligo-amenorreia; Fendtipo critérios, sem
policistico dos ovarios obrigatoriedade.
AE-PCOS Society Hiperandrogenismo (clinico ou Presenca de
(2009) laboratorial); Oligo-amenorreia; Fendtipo hiperandrogenismo com
policistico dos ovarios mais outro fator, sem
obrigatoriedade.

Legenda: AE-PCOS - Sociedade do Excesso de Androgenos e Ovarios Policisticos; NIH
- Instituto Nacional da Salde (Estados Unidos) (THE ROTTERDAM ESHRE/ASRM-
SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004).

A fisiopatologia da SOP ndo estd totalmente elucidada, mas
sabe-se que suas manifestacbes estdo relacionadas a fatores
epigenéticos, genéticos e ambientais, trazendo como consequéncia a
desregulacdo hormonal.

A SOP ¢ caracterizada pelo aumento da liberacdo pulsatil do
Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) que aumenta de forma
seletiva a secrecdo de Hormonio Luteinizante (LH) enquanto extingue
relativamente a secre¢cdo de Horménio Foliculo Estimulante (FSH). O
LH estimula a producdo de células T da teca ovariana. As células da
teca sdo células presentes no foliculo em desenvolvimento, apresentam
funcdo de suporte na estrutura e vascular na ovulacdo, garantindo
fertilidade. °

Na SOP, as células T ndo sdo completamente aromatizadas em
estradiol (E2) devido a menor atividade da aromatase das células da
granulosa (que sdo responsaveis pelo crescimento dos foliculos
primarios) que sdo estimuladas pelo FSH. Por isso, o aumento de
androgenos basais, bem como em resposta ao LH, produzindo os
sintomas masculinizantes da SOP, como o hirsutismo.! Essas alteragdes
estdo apresentadas na figura 01.
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Figura 01 - Disfuncdes hormonais envolvidas na SOP
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Fonte: Laboratoério de Exercicio e Trato Gastrointestinal. Elaborada pela autora,
2022.

Além disso, as células T realimenta o eixo hipotdlamo-hip6fise
para diminuir a sensibilidade aos efeitos de E2 e progesterona (néo
apresentado na figura) para diminuir o gerador de pulsos de GnRH.
Essas anormalidades s&o autoperpetuantes, o chamado ciclo vicioso da
SOP.

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo durante o
desenvolvimento da SOP, sdo as alteracdes metabdlicas. Nesse sentido,
a resisténcia a insulina é comumente associada & SOP, podendo ser um
fator de amplificacdo as anormalidades reprodutivas. Alguns estudos
apontam que meninas afetadas pela SOP apresentam alteracdes nos
genes receptores da insulina (INSR) em quantidade ou na reducdo da
funcionalidade dos receptores. 2°

Neste contexto, varios estudos tém associando fatores genéticos
a etiologia da doenca, onde ja foram identificados como fatores de risco,
cerca de 26 genes para a SOP, sendo estes, responsaveis por funcdes
reprodutivas, como a secrecdo das gonadotrofinas.?* Outro estudo
informa que 17 genes foram mapeados de forma reproduzivel para SOP,
genes esses associados a fibrilina-3 (FBN3).22 A funcéo génica durante
o desenvolvimento da patogénese da SOP permanece desconhecida. A
associacdo de fatores enddcrinos e genéticos estdo representados na
figura 02. 1
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Figura 02 - Fisiopatologia da SOP.
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Fonte: Imagem extraida de SPRITZER et al., (2019).

3.1.1 Sindrome do Ovario Policistico Experimental

A SOP ndo apresenta uma fisiopatologia Unica e definida.
Assim, o desenvolvimento e o0s estudos a partir de modelos
experimentais tém contribuido para a compreensao da etiopatogenia da
SOP, seus fenotipos bem como eventuais tratamentos. Ainda ndo ha
consenso sobre um modelo animal experimental ideal para a SOP, que
reproduza de maneira fiel, todas as caracteristicas da SOP em animais
e que possa ser feita uma translagdo.?

Dessa forma, existe uma grande varia¢do na inducao da SOP,
alguns modelos hormonais experimentais fazem a exposicdo a
androgénios, como a testosterona, sulfato de dehidroepiandrosterona, a
dihidrotestosterona, promovendo anovulagdo, aumento da gordura
corporal e resisténcia a insulina®*?° bem como a exposicao a estrégenos
causando alteragio no ciclo estral, anovulagio e ovarios policisticos?®
2 antiprogestinas com alteracdes na ovulacdo, bem como o aumento
dos niveis de LH %% e inibidores da aromatase 24303

Além dos modelos hormonais existem modelos fisiologicos
para inducdo da SOP em roedores, como alteracdo na exposicao a luz
(ciclo claro-escuro)® e modelos com alteracdes genéticas para SOP,
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como camundongos knockcout para leptina ou para os receptores da
leptina®, super expressdo transgénicos de horménio luteinizante
também utilizado para mimetizar os sintomas da SOP. 34

No entanto, nos ultimos anos, os modelos mais usados
envolvem a exposicdo de ratas a inibidores da aromatase e
androgénios.®® Um estudo apresentou os efeitos do letrozol em ratas, 0
letrozol é um inibidor de aromatase que age bloqueando a converséo de
androgenos em estrégenos, portanto induz o aumento de niveis de
androgénios e mimetiza as disfuncBes metabolicas e reprodutivas
presentes na SOP. 3¢

Alguns estudos apontam que a administragéo de letrozol por 21
dias promove alteracBes dos ciclos estrais, auséncia de ovulacdo e
fendtipo policisticos nos ovarios, semelhante & SOP humana. 24 %0 3t
Em modelos de ratas com SOP experimental induzida por letrozol
quando comparados ao modelo de SOP induzida por DHT, foi
observado que o letrozol apresenta mais caracteristicas reprodutivas da
SOP, enquanto os modelos induzidos por DHT possuem fenétipo
metabdlico mais exacerbado, com resisténcia.* Outro estudo
apresentou como resultado que a exposi¢do pré-puberal ao letrozol por
dose diaria (200 pg/dia) induziu além das caracteristicas reprodutivas,
as caracteristicas metabdlicas da sindrome, incluindo a resisténcia a
aco da insulina.®

Ainda nesse contexto, a exposi¢do continua ao letrozol gerou o
aumento de LH e FSH, devido ao bloqueio da aromatase, ocorre o
acumulo da secrecdo dos androgénios enddgenos. Além das alteracoes
hormonais, foram observadas disfuncées metabdlicas da SOP humana,
como o aumento do peso corporal, alteragdes nos niveis de glicemia,
colesterol e triglicérides.®’

3.2. SOP e disfuncéo do tecido adiposo

A incidéncia de obesidade é maior em mulheres com SOP
quando comparadas as mulheres sem SOP. Sabe-se que a obesidade e a
SOP estéo associadas ao aumento do risco de doenga cardiometabolica,
incluindo hipertensdo, dislipidemia, resisténcia a insulina (RI) e
diabetes mellitus tipo 2 (DM?2). %823

Na obesidade, ocorre a hipertrofia e a hiperplasia (em caso de
obesidade prolongada) dos adipocitos, tendo como resultado o aumento
da lipolise basal por essas células, liberacdo de substancias pro-
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inflamatorias e necrose celular no tecido adiposo, esses fatores também
estdo associados com o desenvolvimento de resisténcia a insulina.®

Ainda nesse contexto, o tecido adiposo € constituido por células
chamadas de adipdcitos e pré-adipocitos. No entanto, os adipocitos sé
armazenam lipideos e serem responsivos a insulina quando estdo no
estagio maduro.*® Vale ressaltar que o processo pelo qual os pré-
adipocitos se diferenciam em adipdcitos maduros € denominado
adipogénese. Os adipdcitos podem ser brancos, beges ou marrons.

Os adipaocitos brancos apresentam funcdo de estocar e liberar
energia em forma de lipideos, geralmente apresenta forma esférica,
estocando grandes quantidades de lipideos em poucos espagos, sendo
unilocular de lipideo com poucas e mitocéndrias e muitos triglicerideos.
Estes adipdcitos sdo capazes de liberar horménios.*!

Além dos brancos, existem os adip6citos marrons, estes com
funcdo de termogénese, devido sua capacidade de dissipar a energia
contida em forma de calor. Esta caracteristica do adipdcito marrom sé
é possivel devido a presenca da termogenina (UCP-1, Uncoupling
Protein 1), apresentado na figura 03. A UCP-1 é uma proteina
mitocondrial que interrompe o fluxo de elétrons da cadeia respiratdria
e favorece a producdo de calor ao invés de adenosina trifosfato (ATP).
Diferente dos adipdcitos brancos, 0s marrons apresentam rica
vascularizacdo, multiplos e pequenos depdsitos de gordura e quantidade
significativa de mitocondrias.*?
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Figura 03 - Funcionamento da UCP-1, presente no tecido adiposo marrom.
Fonte:

Imagem extraida de COHEN; SPIEGELMAN (2015).4

O acumulo de gordura e estresse oxidativo apresentam
correlagé@o negativa em pesquisas com humanos, com maior producao
de ERQOS, da expressdo de NADPH oxidase (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate Oxidase) e queda da expressdo de enzimas
antioxidantes. “* Alguns estudos apresentam a associacio do estresse
oxidativo em algumas doencas, como sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares e SOP. 4445

A associagao do estresse oxidativo com a inflamagéo sistémica
apresentam influéncia nos distdrbios metabolicos e alteracdes
cardiovasculares em mulheres com SOP. Mulheres com SOP
apresentam o aumento de éxido nitrico (NO) e malondialdeido (MDA),
que sdo considerados marcadores de estresse oxidativo, quando
comparados ao controle. 48

Ainda nesse sentido, foi encontrada associacdo entre a
guantidade de gordura visceral e marcadores oxidativos, indicando que
0 tecido adiposo visceral pode regular as alteragdes oxidativas em
pesquisas experimentais induzindo a obesidade com sobrecarga de
frutose. *’ Em relagdo & SOP ¢ observado que a resisténcia & agéo da
insulina estd envolvida na patogénese da doenca, sabe-se que ao
apresentar Rl aumentam os niveis de glicose circulante que de forma
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cronica pode promover 0 aumento das espécies reativas ao oxigénio
(EROs), um marcador de estresse oxidativo. 48

Estudos apontam a existéncia de uma correlagdo entre
resisténcia a insulina e estresse oxidativo no tecido adiposo de mulheres
com SOP*, em relagdo ao sistema antioxidante, alguns estudos
evidenciam a reducdo do sistema antioxidante, avaliados pelo 6xido
nitrico, glutationa (GSH) e Capacidade Antioxidante Total. >0°152

Outro fator importante na resisténcia a acdo da insulina € a
relagdo com o hormonio leptina, esta conhecida como “hormoénio da
saciedade”, sendo secretada de forma pulsatil pelo tecido adiposo
branco e pela placenta. A leptina e insulina fornecem importantes
informacdes aferentes ao cérebro. Os neurdnios encontrados no nucleo
arqueado do hipotadlamo também expressam receptores de insulina,
sendo ent3o alvos de acio deste hormdnio.>

A leptina e insulina tém suas a¢6es nos neurdnios produtores de
neuropeptideos e neurotransmissores que aumentam (orexigenos) ou
diminuem (anorexigenos) a ingestdo alimentar. Os neuropeptideos
orexigenos sdo o neuperopeptideo Y (NPY) e neuropeptideo agouti
(AgRP), enquanto os anorexigenos sdo precursores da POMC (pro-
opiomelanocortina) e o transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina
(CART) (figura 04). Vale ressaltar que os neuropeptideos orexigenos
ndo estimulam somente a ingestdo de comida, mas também diminuem
0 gasto energético. Os neuropeptideos anorexigenos agem de forma
contréaria, diminuindo o consumo alimentar e aumentando o gasto
energético. >*
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Figura 04 - Controle neural da saciedade.
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Fonte: Imagem extraida de CRISPIM et al. (2007).

3.3 SOP versus exercicio fisico

Atualmente, 0 manejo da patologia recomendado € a associacao
de medicamento, dieta e exercicio fisico, afim de reduzir sintomas e
algumas comorbidades oriundas da SOP, como doengas
cardiovasculares. Os exercicios aerébicos ou resistidos se mostram
eficazes para mulheres com SOP promovendo alteragdes como a
bradicardia de repouso, reducdo da pressao arterial, melhora do perfil
glicémico, reducdo da resisténcia a acdo da insulina que é um dos
fatores centrais da SOP.%

Ainda no contexto da melhora da RI com o treinamento fisico,
vale ressaltar a importancia das incretinas, estas que sdo produzidas
pelo intestino e fazem a regulacdo da glicose, potencializando a funcéo
das células beta pancreéaticas, gerando melhor sensibilidade a acdo da
insulina. Os dois principais horménios incretina sdo o polipeptideo
inibitdrio gastrico (GIP), e o peptideo 1 tipo glucagon (GLP-1). As
incretinas estdo associadas a regulacdo neuroendocrina da saciedade, o
GLP-1 é um hormdnio anorexigeno secretado pelas células intestinais
podendo influenciar no esvaziamento gastrico, secre¢éo de insulina e a
sinalizacdo da saciedade.®™® Em uma meta-analise foi exposto efeito
médio do exercicio agudo moderado a intenso no aumento dos niveis
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de GLP-1 em individuos com peso normal®®, ainda n&o esta elucidado
os efeitos em mulheres com SOP.

O exercicio dentro outros beneficios, tem a capacidade de
modular o balango relacionado ao estresse oxidativo. Alguns estudos
mostram associagdo entre o aumento glicemia cronica, aumento da
resisténcia a insulina associados ao estresse oxidativo®®, bem como o
aumento de tecido adiposo visceral e alteracdes oxidativas.*’ Estudos
experimentais apontam que existe uma melhora do perfil oxidativo,
reducdo dos marcadores de estresse oxidativo (MDA), nos animais
treinados (resistido e concorrente). Nos estudos de CONTI, et al., %,
estes verificaram que o0s ratos treinados apresentaram reducéo
lipoperoxidacdo e aumento das defesas antioxidantes nos tecidos
cardiacos e renais.

No que se refere a reducdo do tecido adiposo, existe a
recomendagéo de uma rotina fisicamente ativa, devido ao aumento da
atividade simpatica-adrenal, aumento a taxa lipolitica, isso é possivel
porque durante o exercicio fisico ocorre maior liberacdo de adrenalina,
sendo uma das responsaveis pela ativacdo da Lipase Hormdnio
Sensivel, envolvida na lipdlise.®’

Randeva et al.>® mostraram em seu estudo que mesmo a taxa
lipolitica basal no tecido adiposo é aumentada apds 16 semanas de
treinamento aerdbio, estimulada via aumento de catecolaminas, isso
tem efeitos benéficos para as mulheres com SOP que apresentam a Rl
associada a obesidade, aumentar a oxidacdo de acidos graxos é
fundamental para reducdo dos fatores de riscos cardiovasculares
presentes na patologia.

Em relacdo as manifestacbes androgénicas presentes em
mulheres com SOP, o treinamento fisico é recomendado para reducgéo
do peso corporal, como ja dito, a melhora da sensibilidade a insulina e
reducdo dos androgénios séricos, além do aumento da globulina
carreadora dos hormonios sexuais (SHBG) sintetizada no figado.* Além
disso, exercicios aerobicos realizados em intensidade moderada
reduzem os niveis de LH®, podendo reduzir sintomas androgénicos
como a anovulacao e hirsutismo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais e Principios Eticos

Para este estudo foram utilizadas ratas, da linhagem Wistar,
adultas, virgens e puberes, pesando aproximadamente (190 + 30 g, n=08
a 10 por grupos), provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI). As ratas
foram aleatoriamente divididas nos seguintes grupos: Controle,
Sindrome do Ovario Policistico (SOP) e Sindrome do Ovaério
Policistico (SOP) + Exercicio (SOP+Exercicio). As ratas foram
mantidas no biotério do Ndcleo de Pesquisa de Plantas Medicinais,
onde permaneceram confinadas inicialmente em gaiolas coletivas, e
mantidas em ambiente com agua ad libitum, em temperatura de 22°C e
em ciclo claro/escuro de 12 horas, com a fase clara de 6:00h as 18:00h.

Todos os procedimentos foram feitos de acordo com as normas
éticas previstas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA). O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Piaui (UFPI), sob registro n® 599/19.

A viabilidade do projeto foi atestada pela Carta de Aprovacéo,
associada a supervisao do docente orientador do referido projeto, o qual
foi executado no Laboratério de Exercicio e Trato Gastrointestinal, bem
como nas demais instalacdes laboratoriais.



Figura 05. Desenho Experimental do Estudo.
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4.2 Protocolo de citologia vaginal

A determinacdo dos ciclos estrais foi realizada através da coleta
de lavado vaginal, utilizando uma pipeta de Pasteur (1,5ml) inserida no
inicio da vagina das ratas (ndo profundamente), sendo injetado e
aspirado um volume de aproximadamente 0,9 ml de solucdo salina
(Nacl 0,9%). Logo em seguida, o volume aspirado foi colocado em uma
lamina histoldgica e examinado junto a um microscopio de luz, usando
objetivas de 10x e 40x de aumento.5%6061
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Todas as ratas foram submetidas coleta didria de secrecdes
vaginais, durante 02 ciclos consecutivos regulares, para avaliacdo da
funcdo ovariana, além disso, durante os 08 dias antes da eutanésia foram
novamente realizadas as coletas vaginais. Os lavados vaginais
aconteceram entre 6h:00min e 7h:00min, sendo observado as fases de
acordo com o tipo celular predominante, sendo determinada a fase do
ciclo estral das ratas: Proestro (células epiteliais nucleadas); Estro
(células cornificadas); Metaestro (células cornificadas e leucdcitos);
Diestro (leucécitos).52:63

4.1 Protocolo de Indugdo da Sindrome do Ovario Policistico

A inducédo da Sindrome do Ovario Policistico foi realizada de
acordo com o método descrito por Sasikala; Shamila®’, Jadhav et al.%* e
Sherafatmanesh et al.®°. A Sindrome do Ovério Policistico foi induzida
pela administracdo de letrozol (1mg / kg via oral) por um periodo de 21
dias consecutivos. O grupo controle foi tratado apenas com salina 0.9%.
Para fins de verificacdo de inducdo da SOP via Letrozol, foi observado
a auséncia de ciclos normais das ratas onde as ratas com SOP ficavam
sempre em diestro conforme descrito por RYAN; MALIK; MELLON?,

4.2 Protocolo de Exercicio Fisico

O protocolo de exercicio fisico foi realizado de acordo com
Sousa et al.®6 amplamente utilizado em nosso laboratério de exercicio e
trato gastrintestinal. Previamente ao protocolo de natacdo as ratas
passaram por um periodo de adaptacdo ao meio liquido sem sobrecarga
durante 05 dias (10 minutos no primeiro dia, 20 minutos no segundo
dia, 30 minutos no terceiro dia, 40 minutos no quarto e quinto dia). Apds
0 periodo de adaptacdo, as ratas foram submetidas ao treinamento
juntamente com a inducdo da Sindrome do Ovario Policistico ou
somente exercicio fisico. O exercicio consistiu de um exercicio aerébio
de natacdo coletiva em um tanque circular (didmetro, 120 cm;
profundidade, 90 cm) com agua em temperatura de 32 +/- 2°C 1 hora
por dia, durante 21 dias.
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4.5 Protocolo de Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi avaliado ao longo dos 21 dias em todos
0s grupos estudados. Sendo as ratas colocadas em gaiolas individuais,
e monitorada diariamente o consumo de racdo entre as 8h e 9h. Cada
rata recebeu 40g de racdo padrdo em pellets (Presence Ratas e
Camundongos® - Agribrands Purina do Brasil LTDA) diariamente,
sendo a sobra quantificada 24 horas ap6s a oferta, avaliando assim, a
ingestdo diaria determinada pela diferenca simples entre o que foi
ofertado e a sobra de racdo.%” A composicdo centesimal da racgdo
utilizada esté apresentada na tabela 02.

Tabela 02 - Composicao centesimal da racao padrao utilizada.

100g 40g
Caloria (kcal/100g) 380,00 152,00
Carboidratos (g/100g) 63,00 25,20
Proteinas (g/100g) 23,00 9,20
Lipidios (g/100g) 4,0 1,60

Fonte: SILVA et al., 201468,

A partir do consumo alimentar de cada rata, realizou a avaliacdo dos
seguintes parametros nutricionais conforme Oliveira et al.®:
v" Ingestdo energética (IE — kcal/dia) = média do consumo de
racao x energia metabolizavel da dieta;
v' Eficiéncia_alimentar (EA - %) = (ganho de peso corporal
médio x 100) / ingestdo energética;
v Ingestdo_alimentar_voluntaria (IVA - %) = (média do
consumo de rac¢do (g) x 100) / peso corporal médio).

4.6 Parametros Murinométricos

O peso corporal das ratas foi monitorado diariamente ao longo
da execucéo dos protocolos, e o comprimento naso-anal (CNA/cm) foi
determinado com as ratas anestesiadas (ketamina — 100mg/kg e xilazina
— 10mg/kg, via intramuscular) ap6s os 21 dias antes da eutanésia,
possibilitando a determinacao dos seguintes indices murinometricos, de
acordo com o protocolo de Oliveira et al.%:
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v Indice de Massa Corporal (IMC) = Peso Corporal (q)
CNAZ (cm?)

v" Indice de Lee = 3\Peso Corporal (q)
CNA(cm)

v’ Para avaliacdo da Taxa Especifica do Ganho de Peso (TEGP)
v TEGP = dM x dt, onde:
M
dM — Peso Corporal durante dt (dt =t2 —t1)
M — Peso Corporal do Rato em t1

Figura 06 - Verificacdao do comprimento naso-anal (CNA).

Fonte: Laboratdrio de Exercicio e Trato Gastrointestinal. Elaborada pela autora,
2022.

4.7 Termografia Infravermelha

A termografia infravermelha foi determinada utilizando uma
camera termografica infravermelha da marca FLIR tools C2. Apés 21
dias de protocolo as ratas foram submetidas ao processo de tricotomia
para melhor mensuracdo da temperatura local na regido do dorso das
ratas. Para avaliacdo os animais foram colocados em caixa, sozinhos e
deixando livre afim de evitar o estresse ao animal, em seguida foram
feitas imagens termograficas infravermelha, na regido onde o tecido
marrom se localiza e area mensurada foi a regido branca das imagens.
As imagens foram processadas pelo programa software Flir Tools™,
com uso de poligonos para mensurar a temperatura da area estudada. A
temperatura corporal é representada graficamente e para cada escala de
temperatura ha uma tonalidade de coloracédo diferente atribuida.
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4.8 Avaliacéo da Composicéo Corporal por Bioimpedancia

Para avaliacdo da composicéo corporal, foi utilizado o método
de Bioimpedéancia por espectroscopia (BIS) — ImpediMED® descrito
por Hu, et al.”™

Inicialmente, as ratas, em estado de jejum, foram pesadas e
anestesiadas (ketamina — 100mg/kg e xilazina — 10mg/kg, via
intramuscular) sendo em seguida, colocados numa superficie plana ndo
condutiva com abdome em contato, membros superiores e inferiores ao
lado do corpo e cauda estendida. Os eletrodos e as 4 agulhas
hipodérmicas foram inseridos subcutaneamente ao longo da linha
média das costas de acordo com as instrucdes do fabricante. As agulhas
foram alocadas subdermicamente no animal nos seguintes pontos: 1 —
na regido frontal do animal (1 cm acima do &pice do nariz); 2 — abaixo
da orelha; 3 — muasculo da coxa do roedor que encontra 0 corpo até a
linha média; 4 — base da cauda do animal, sendo os eletrodos anexados
em seguida.

O comprimento entre as agulhas 2 e 3 foi mensurado ao longo
da linha média, obtido com auxilio de uma fita métrica padréo,
juntamente com idade e massa corporal das ratas e utilizado para 0s
calculos dos diferentes pardmetros pelo dispositivo da BIS.
Posteriormente foram conectados ao aparelho para mensuracdo da
composicdo corporal.

Figura 07 - Bioimpedancia por espectroscopia.
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Fonte: Laboratdrio de Exercicio e Trato Gastrointestinal. Elaborada pela autora,
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4.9 Teste de Tolerancia a Glicose (TTG)

O teste de toler&ncia a glicose oral foi determinado apos 21 dias
no grupo controle, sindrome do ovario policistico e sindrome do ovario
policistico+exercicio. O teste consistiu na administracdo de uma
sobrecarga de glicose (75 mg /100g p.c.) por gavagem apos jejum de 12
horas e, sendo em seguida, realizada a medi¢cdo dos niveis de glicose
capilar através da veia da cauda com um glicosimetro. As medidas
foram realizadas nos tempos basal, 5, 15, 30, 60 e 90 minutos apos a
administracdo de glicose. A area sob a curva foi calculada com base nos
valores da curva de glicose de cada animal.’*

4.10 Pesagem dos Animais, Orgaos e tecidos

Durante todo o protocolo experimental, foi realizada a medida
do peso corporal em todos os grupos. A pesagem foi realizada em uma
balanca digital Sf-400 de alta preciséo eletronica 1g a 10 kg, onde as
ratas foram colocadas em uma caixa de plastico, sendo ignorado o peso
da caixa e considerado apenas o peso do animal.”?

A medicédo do peso dos 6rgdos e tecidos foi realizada de acordo
com Telles et. al.”3, onde, apds a eutanésia das ratas, realizou-se uma
laparotomia mediana e por conseguinte a retirada os seguintes 6rgaos e
tecidos: utero, ovario, tecido adiposo epididimal, retroperitoneal,
marrom, musculo gastrocnémio, fundo, corpo, duodeno, jejuno, ileo,
célon, plexo mesentérico. Apds esse procedimento, 0S pesos, em
gramas, dos diferentes tipos de Orgdos foram registrados em uma
balanca analitica Bel Mark M214ai.

4.11 Avaliacdo do Estresse Oxidativo
4.11.1 Determinacdo do nivel de Malondialdeido (MDA)

As amostras dos tecidos adiposo marrom e branco foram
homogeneizadas em solugéo fria de KCI 1,15% (1 ml/100 mg de
tecido). Resumidamente, 250 ul de cada homogenato foram
adicionados a 1% de é&cido fosférico (H3PO4) e 0,6% de acido
tiobarbiturico (solucdo aquosa). Em seguida, esta mistura foi agitada e
aquecida em banho-maria fervente por 45 min. Em seguida, foi
imediatamente resfriado em banho de 4gua gelada seguido da adicéo de
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4 ml de n-butanol. Esta mistura foi agitada e a camada de butanol foi
separada por centrifugacdo a 1.200 rpm por 15 min. Sua densidade
Optica foi determinada tanto em 535 quanto em 520 nm, e a diferenca
nos valores de densidade oOptica foi considerada o valor do &cido
tiobarbitdrico. Os resultados sdo expressos em nanomoles por
miligrama de tecido (nmol/mg de tecido).’

4.11.2 Determinacédo da Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Usando amostras do tecido adiposo, um homogeneizado a 10%
foi preparado e centrifugado a 3.000 rpm por 15 min a 4°C.
Posteriormente, cada amostra foi adicionada a solugdo de fosfato, L-
metionina (20 mM), Triton X-100 (1% v/v), cloreto de hidroxilamina
(10 mM) e EDTA (50 uM). Os tubos foram colocados em banho-maria
a 37°C por cinco minutos. Riboflavina (50 pM) foi adicionada e todas
as medidas foram corrigidas em uma caixa de luz branca por 10 min. A
solucdo foi entdo transferida para uma placa de ELISA, seguida da
adicdo do reagente de Griess, apés foi realizado uma leitura em um
leitor de ELISA a 550 nm. Os resultados sdo expressos em unidade
SOD no tecido.”™

4.11.3 Determinacéo dos niveis de Nitrato/Nitrito (Nox)

A producédo de 6xido nitrico no tecido adiposo dos animais foi
avaliada indiretamente por meio da quantificacdo dos niveis de nitrato
(NO3-) e nitrito (NO2-) (coletivamente denominados NOX), utilizando
0 Griess. As amostras foram maceradas em solugdo de cloreto de
potassio (KCI, 0,15 M) e o homogeneizado foi centrifugado sob
refrigeragdo. Em seguida, o sobrenadante (100 pL foi misturado com o
reagente de Griess (100 p) (acido fosforico, sulfanilamida e dicloridrato
de N-(1-naftil) etilenodiamina). Ap6s 10 min, a absorbancia das
amostras foi medida em 540 nm. Resultados foram expressos como
micromoles (Mm/mg de tecido).”

4.11.4 Determinacdo Da Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Os tecidos adiposos foram homogeneizados em tampédo de
potassio com 0,5% de hexil trimetilamoénio (HTAB) (1 mI/100 mg de
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tecido). Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 20
min. A atividade de MPO no sedimento ressuspenso foi avaliada
medindo a alteragdo na absorvancia a 450 nm utilizando dicloridrato de
o-dianisidina e peroxido de hidrogénio a 1%. Os resultados foram
expressos em unidades de MPO por mg de tecido (UMPO/mg de
tecido).”’

4.11.5 Determinacdo das Concentracdes de Glutationa (GSH)

A concentracdo de GSH nas amostras de tecido adiposo foi
analisada de acordo com o método descrito por SILVA et al.”” Para
determinar os niveis dos grupos sulfidrila ndo proteicos, amostras entre
50 - 100 mg no tecido adiposo das ratas foram homogeneizadas na
concentracdo de 1 ml de ED2 0,02 M para cada 100 mg de tecido.
Aliquotas de 400 pL do homogenato foram misturadas em 320 pL de
agua destilada e 80 pL de 4cido tricloroacético (TCA) 50% para que
ocorresse a precipitacdo das proteinas. Os tubos contendo o material
foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm/4°C. Em seguida, 400
uL do sobrenadante foi adicionado a 800 pL. de tampao Tris 0,4 M (pH
8,9) e 20 uL de acido ditiol-nitrobenzoico (DTNB, ou reagente de
Ellman). Em seguida, a mistura foi agitada por 3 min e sua absorbancia
foi lida por um espectrofotdmetro a 412 nm. As concentracdes dos
grupos sulfidrila ndo proteicos foram expressas em mg NPSH/mg de
tecido.

4.11Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em media * erro padrdo da média
(EPM), utilizando o programa GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
Califérnia). Para analise estatistica utilizou a anélise de variancia (One
ou Two-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. J& a comparacao
inter-grupos dos resultados foi feita mediante teste de “t” de Student,
assumindo como significante valores de p <0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Fase do Ciclo Estral

Na figura 8 mostra padrdo do ciclo estral nos ultimos 08 dias
antes da eutanasia. Os animais que receberam letrozol apresentaram
ciclo estral irregular e estavam predominantemente em diestro, o que
reflete o perfil hormonal alterado.

Figura 8. Padrao do Ciclo Estral

A .. (B)

PROESTRO
(CELULAS EPITELIAIS NUCLEADAS) (CELULAS CORNIFICADAS)

© (D)

METAESTRO DIESTRO
(CELULAS CORNIFICADAS E LEUCOCITOS) (LEUCOCITOS)

Legenda: padrao do ciclo estral nos Gltimos 08 dias antes da eutanasia. Proestro (A),
Estro (B), Metaestro (C), Diestro (D).

5.2 Curva de Peso Corporal e Delta do Ganho de Peso

A figura 9 mostra os resultados do peso corporal das ratas dos
grupos Controle, SOP e SOP+EX, durante os 21 dias de treinamento.
Houve aumento significativo (p<0,05) no ganho de peso corporal do
grupo SOP em relacdo ao controle no 14° dia (239,50 + 3,74 vs. 225,80
+ 3,07 g) e 21° dia (237,1+4,36g vs. 223,8+ 2,95g). E redugéo
significativa (p<0,05) no ganho de peso corporal do grupo SOP+EX em
relagdo a SOP no 14° e 21° dias (14° dia: 223,70 + 3,36 vs. 236,90 +
3,53; 21° dia: 224, 70 + 3,94 vs. 237,10 + 4,35).



Figura 9. Curva de peso corporal das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Peso corporal de ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao
expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p
< 0.05 vs controle.

A figura 10 mostra os resultados do delta de ganho de peso
corporal das ratas dos grupos Controle, SOP e SOP+Ex. Houve
aumento significativo (p<0,05) no ganho de peso corporal do grupo
SOP em relagdo ao controle (28,4 = 4,79 vs. 15,4 +2,09) e reducdo
significativa (p<0,05) no delta de ganho de peso corporal do grupo
SOP+Ex quando comparado aos animais SOP (11,9 + 2,0g vs. 28,4
4,79).



39

Figura 10. Delta do ganho de peso das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Delta do ganho de peso corporal ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os
dados sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA,
seguido por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados
significativos. * p < 0.05 SOP vs controle; SOP+Ex vs SOP

5.3 Consumo Alimentar

Na figura 11 mostra o consumo alimentar das ratas dos grupos
Controle, SOP e SOP+EX. N&o foi possivel verificar diferenca
significativa diante dos dados apresentados em relagdo ao consumo
alimentar (p>0,05).

Figura 11. Curva de consumo alimentar das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Consumo alimentar das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao
expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via 2-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos.

5.4 Taxa Especifica do Ganho de Peso 1° dia, 7 ° dia, 14 ° dia, 21°
dia de tratamento e/ou treinamento

Na figura 12 mostra os resultados da TEGP em g/kg no 1° dia,
7 ° dia, 14 ° dia, 21° dia das ratas controle, SOP e SOP+EX. A figura
12A apresenta a TEGP dos animais controle, SOP e SOP+EX no 1°dia,
houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre o grupo
SOP+EX e SOP (11,2+1,2g/kg vs. 32,1+9,59/kg). Na figura 12B, C e
D mostra os dados da TEGP dos grupos experimentais, apresentando
aumento significativo (p<0,05) da TEGP entre o grupo SOP em relagéo
ao grupo controle no 7°, 14° e 21° dias de protocolo (7d: 85,1 + 14,4g/kg
vs. 46,2 + 6,0g/kg; 14d: 171,7 £ 13,8g/kg vs. 43,0+6,4g/kg; 21d:
165,7+28,4g/kg vs. 66,4 + 8,2g/kg). Por outro lado, houve reducéo
significativa (p<0,05) da TEGP quando comparado grupo SOP+EX em
relacdo ao SOP no 7°, 14° e 21° dias de tratamento (7d: 34,8+6,49/kg
vs. 85,1 + 14,4g/kg; 14d: 59,2+9,69/kg vs. 171,7 + 13,8g/kg; 21d:
50,2+10,8g/kg vs. 165,7+28,49/kQ).

Figura 12. Taxa Especifica do Ganho de Peso 1° dia, 7 ° dia, 14 ° dia, 21° dia das
ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Taxa Especifica de Ganho de Peso (TEGP-g/kg) em 1° dia (A), 7 ° dia (B),
14 ° dia (C), 21° dia (D) das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao
expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p
< 0.05 SOP vs controle; SOP+Ex vs SOP,

5.5 Parametros Nutricionais no 1° dia, 7 ° dia, 14 ° dia, 21° dia de
tratamento e/ou treinamento

Na figura 13 mostra os dados da ingestdo energética em kcal no
1° dia, 7 ° dia, 14 ° dia, 21° dia das ratas controle, SOP e SOP+EX. Na
figura 13A, B, C e D evidenciam aumento significativo (p<0,05) da IE
entre o grupo SOP em relacdo ao grupo controle no 1° dia, 7° dia, 14°
dia, 21° dias de protocolo (1d: 65,2+4,1kcal/dia vs. 54,6+2,4kcal/dia;
7d:55,1+2,7kcal/dia vs. 53,6x1,8kcal/dia: 14d:64,0+4,0kcal/dia vs.
44,7+2,3kcal/dia: 21d: 68,1+3,4kcal/dia vs. 57,5+ 2,1kcal/dia). Em
contrapartida quando comparado grupo SOP+EX em relagdo ao SOP,
houve reducdo significativa (p<0,05) da ingestao alimentar no 1° dia, 7°
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dia, 14° dia e 21° dias de tratamento (1d: 53,8+2,1kcal/dia vs.
65,2+4,1kcal/dia; 7d: 54,1+16kcal/dia vs. 55,1+2,7kcal/dia; 14d:
55,3+1,5kcal/dia vs. 64,0+4,0kcal/dia; 21d: 57,3+2,3kcal/dia vs.
68,1+3,4kcal/dia).

Figura 13. Ingestdao energética no 1° dia, 7 ° dia, 14 ° dia, 21° dia das ratas
controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Ingestao energética (IE-Kcal/dia) no 1° dia (A), 7 ° dia (B), 14 ° dia (C), 21°
dia (D) das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao expressos em média +
EPM, e a andlise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados
com valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p < 0.05 SOP vs controle;
SOP+Ex vs SOP,

Na figura 14 mostra os dados da EA (%) no 1° dia, 7° dia, 14°
dia, 21° dia das ratas controle, SOP e SOP+EX. Na figura 14A, B, C e
D evidenciam aumento significativo (p<0,05) da eficiéncia alimentar
entre o grupo SOP em relagé@o ao grupo controle no 1°, 07°, 14° e 21°
dias de protocolo (1d: 12,2+3,1% vs. 5,8+0,7%; 7d: 51,24+8,9% vs.
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14,0+2,6%: 14d:47,7+4,6% vs. 13,8+2,2%: 21d: 56,1+4,5% vs.
23,9+2,6). Por outro lado, houve reducdo significativa (p<0,05) da
eficiéncia alimentar em 1°, 07°, 14° e 21° dias entre o grupo SOP+EX
em relacdo ao SOP (1d: 4,6+0,7% vs. 12,2+3,1%; 7d:9,4+1,4% vs.
51,248,9%; 14d:19,9+2,4% vs. 47,7+4,6%; 21d:21,0+4,0% vs.
56,1+4,5%).

Figura 14. Eficiéncia alimentar no 1° dia, 7° dia, 14° dia, 21° dia das ratas
controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Eficiéncia alimentar (EA-%) no 1° dia (A), 7 ° dia (B), 14 ° dia (C), 21° dia
(D) das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao expressos em média + EPM,
e a analise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados com
valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p < 0.05 SOP vs controle;
SOP+Ex vs SOP.
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Na figura 15 mostra a ingestao alimentar voluntéria (IVA-%) no
1° dia, 7° dia, 14° dia, 21° dia das ratas controle, SOP e SOP+EX
(p>0,05). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada para esse
parametro nutricionais nos dias estudados entre 0s grupos comparados.

Figura 15 - Ingestao alimentar voluntaria no 1° dia, 7 ° dia, 14° dia, 21° dia das

ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Ingestao alimentar voluntaria (IVA-%) no 1° dia (A), 7 ° dia (B), 14 ° dia (C),
21° dia (D) das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sdo expressos em média
+ EPM, e a anadlise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey.
Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5.6 Indice de Massa Corporal apdés 21 dias tratamento e/ou
treinamento

Na figura 16 mostra resultados do indice de Massa Corporal das
ratas controle, SOP e SOP+EX ap6s os 21 dias de protocolo. Houve
diminuicdo significativa (p>0,05) do IMC quando comparado o grupo
SOP tratado com exercicio fisico em relagdo ao grupo SOP
(0,42+0,01g/cm? vs. 0,47+0,02g/cm?).

Figura 16. indice de Massa Corporal das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: indice de Massa Corporal (IMC-g/cm?) das ratas controle, SOP e
SOP+Exercicio. Os dados sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via
2-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram
considerados significativos. * p < 0.05 SOP+Ex vs SOP.

5.7 indice de Lee das ratas Controle, SOP e SOP+Exercicio

Na figura 17 mostra os dados do indice de Lee das ratas
controle, SOP e SOP+EX, houve diferenca significativa (p<0,05) entre
0s animais do grupo SOP+EX em relagcdo aos animais do grupo SOP
(0,264+0,002g/cm vs. 0,276+0,003g/cm).
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Figura 17. indice de Lee das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: indice de Lee (IL-g/cm?) das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados
sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via 2-way ANOVA, seguido
por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos.
*p < 0.05 SOP+Ex vs SOP,

5.8 Composicdo Corporal mediante Bioimpedancia por
espectroscopia (BIS)

Na figura 18 estdo apresentados os dados da agua corporal total
dos grupos experimentais, houve diferenga significativa (p<0,05) no
volume de agua corporal total entre os grupos controle e SOP (102,0 +
2,32mL vs. 120,0 £ 3,07ml) e entre os grupos SOP e SOP+EX (120,0 +
3,07ml vs. 103,1 + 3,60ml).
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Figura 18. Agua corporal total das ratas Controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Agua corporal total das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sdo
expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos. * p
< 0.05 SOP vs Controle; SOP+Ex vs SOP.

Na figura 19A estdo apresentados os dados do liquido
extracelular nas ratas controle, SOP, SOP+EX, houve
diferenca(p<0,05) significativa no liquido extracelular entre os grupos
Controle e SOP (46,57 + 0,84g vs. 51,33 = 1,13g) e entre 0 grupo
SOP+EX e SOP (46,76 + 1,12g vs. 51,33 + 1,13g). Na figura 19B
mostra os resultados do liquido intracelular dos grupos experimentais,
houve aumento significativo (p<0,05) no liquido intracelular do grupo
SOP em relagdo ao controle (69,61 + 1,92ml vs. 54,99 +1,66ml),
reducdo significativa (p<0,05) entre o grupo SOP+EX em comparagdo
ao SOP (60,40 + 2,559 vs. 69,61 + 1,92Q).
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Figura 19. Volume de Liquido Extracelular e Volume de Liquido Intracelular das
ratas Controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Volume de liquido extracelular (A) e Volume de liquido intracelular (B) das
ratas controle, SOP, SOP+Ex. Os dados sao expressos em média + EPM, e a analise
realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados com valores de
p<0,05 foram considerados significativos. * p < 0.05.

A figura 20 mostra os resultados do percentual de massa magra
das ratas dos grupos controle, SOP e SOP+EX. Houve diferenca
(p<0,05) significativa no percentual de massa magra entre 0S grupos
SOP e SOP+EX (164,5 + 4,29 vs. 142,8 + 4,99) e entre 0S grupos
Controle e SOP (137,8 £ 3,1g vs. 164,5 * 4,20).
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Figura 20. Percentual de massa magra das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Percentual de massa magra das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os
dados sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA,
seguido por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados
significativos. * p < 0.05 SOP vs Controle; SOP+Ex vs SOP

A figura 21 mostra os dados do percentual de gordura corporal
das ratas dos grupos controle, SOP e SOP+EX. Houve diminuigéo
significativa (p<0,05) no percentual de massa gorda do grupo SOP+EX
em relagédo ao grupo SOP (57,8 + 2,5g vs. 70,2+ 2,90).

Figura 21. Percentual de gordura corporal das ratas controle, SOP e
SOP+Exercicio,
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Legenda: Percentual de gordura corporal das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio.
Os dados sao expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via 2-way ANOVA,
seguido por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados
significativos. * p < 0.05 SOP+Ex vs SOP

5.9 Registros da Temperatura Corporal ap6s 21 dias de
treinamento e/ou acompanhamento

A figura 22 mostra o perfil de temperatura corporal de ratas dos
grupos controle, SOP e SOP+EX. Houve aumento significativo
(p<0,05) na temperatura corporal do grupo SOP+EX em relacdo ao
SOP (37,1£0,1°C vs. 36,7 = 0,1 °C) e diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos Controle e SOP (37,1+ 0,1°C vs. 36,7 + 0,1°C).

Figura 22. Perfil de temperatura corporal das ratas Controle, SOP e
SOP+Exercicio.
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Legenda: Perfil da temperatura corporal das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os
dados sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA,
seguido por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados
significativos. * p < 0.05 SOP vs Controle; SOP+Ex vs SOP.
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5.10 Curva glicémica das ratas Controle, SOP, SOP+EX

Na figura 23 estéo os dados do teste de tolerancia a glicose entre
0s animais, nao foi possivel verificar diferenca significativa diante dos
dados apresentados (p>0,05).

Figura 23 - Teste de Tolerancia a Glicose das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio,
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Legenda: Teste de Tolerancia a das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados
sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via 2-way ANOVA, seguido
por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos.

5.11 Registros do Peso dos Tecidos e 6rgdos dos animais Controle,
SOP e SOP+Exercicio

Na tabela 03 estdo o peso dos tecidos e 6rgdos dos animais
Controle, SOP e SOP+Exercicio, foi possivel observar diminuicéo
significativa (p<0,05) do peso do tecido adiposo retroperitoneal,
epididimal e utero em ratas com SOP em relacdo ao grupo controle. O
grupo SOP também apresentou aumento no peso dos ovarios (p<0,05)
guando comparado ao grupo controle. Além disso, observamos um
aumento significativo (p<0,05) no tecido adiposo, gastrocnémio e peso
do utero da SOP+Exercicio em comparacdo com ratas com SOP.
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Tabela 03. Peso dos tecidos e 6rgaos dos grupos Controle, SOP e SOP+Exercicio.

Controle SOP SOP+Exercicio
Peso dos tecidos e orgaos (g/100g)

T.A. Retroperitoneal 1,66+0,349 0,80+0,132* 0,67+0,126

T.A. Epididimal 1,570,301 0,94:0,150* 1,12+0,082

T.A. Marrom 0,08+0,013 0,07+0,007 0,24+0,032#
Gastrocnémico 1,236+0,024 1,234+0,026 1,353+0,025#
0,165+0,008 0,060+0,002* 0,075+0,003#

Ovério 0,045+0,002 0,064+0,003* 0,053+0,006

Legenda: Peso dos tecidos e érgaos das ratas controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados
sdo expressos em média + EPM, e a analise realizada foi via one-way ANOVA, seguido
por teste de Tukey. Dados com valores de p<0,05 foram considerados significativos.
*p < 0.05 *SOP vs Controle p; # SOP+Exercicio vs SOP.

5.12 Marcadores Pro-Oxidantes e Antioxidantes dos animais
Controle, SOP e SOP+Exercicio

A figura 24A mostra 0 aumento significativo (p>0,05) na
atividade da SOD em U no tecido adiposo marrom entre 0 grupo
SOP+EX em relacdo ao SOP (1,7+0,01U vs.1,14+0,2U). Ja no tecido
adiposo epididimal houve diferenga significativa (p>0,05) (figura 24B)
nas concentracdes da SOD entre o grupo SOP quando comparado ao
grupo controle (1,8+0,1U vs. 2,4+0,2U).

A figura 24C mostra as concentrag¢fes de Glutationa (GSH) em
NPSH/mg no tecido adiposo marrom dos animais experimentais,
nenhuma significancia estatistica (p>0,05) foi encontrada. Por outro
lado, houve diferenca significativa (p>0,05) (figura 24D) nas
concentracdes de Glutationa (GSH) no tecido adiposo epididimal entre
0s grupos SOP quando comparado ao controle (16,3+4,3NPSH/mg vs.
51,2 £9,2 NPSH/mg).
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Figura 24. Concentragées de Superéxido dismutase (SOD-U) e Glutationa
Peroxidase (NPSH/mg) no tecido adiposo marrom e epididimal das ratas Controle,
SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Concentracdoes de Superdxido dismutase (SOD-U) (A,B) e Glutationa
Peroxidase (GSH-NPSH/mg) (C,D) no tecido adiposo marrom e epididimal das ratas
controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao expressos em média + EPM, e a analise
realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados com valores de
p<0,05 foram considerados significativos. * p < 0.05 SOP vs Controle; SOP+Ex vs SOP.

Na figura 25A mostra que houve diferenca significativa
(p>0,05) nas concentracdes de Nox em UM no tecido adiposo marrom
dos animais do grupo SOP+EX e SOP (426,8+23,1uM vs.
467,3+51,8uM). Na figura 25B evidencia diferenga significativa
(p>0,05) nas concentracdes de Nox no tecido adiposo epididimal entre
0 grupo SOP e controle (129,0£7,3uM vs. 199,0 + 24,5uM) e uma
reducdo significativa (p>0,05) de Nox no grupo SOP+EX em relacéo
ao grupo SOP (60,7+14,0uM vs. 129,0+7,3uM).

A figura 25C mostra que houve diferenga (p>0,05) estatistica na
concentracdo de MPO em U/mg no tecido adiposo marrom ao comparar
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0s animais do grupo SOP e controle (1,3+£0,2U/mg vs. 0,5+£0,2U/mg) e
uma atividade reduzida significativa da MPO entre o grupo SOP+EX
em relacdo ao SOP (0,7+0,2U/mg vs. 1,3£0,2U/mg). Em relagédo a
atividade da MPO no tecido adiposo epididimal (A figura 25D) néo
expressou diferenca significativa entre os grupos.

A figura 25E mostra aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo de MDA no tecido adiposo marrom no grupo SOP
comparado ao controle (1751+76,0nmol/g vs. 920,3+201,8nmol/g), e
quando comparado grupo SOP+EX em relagdo ao grupo SOP houve
diminuicdo significativa (p<0,05) da atividade de MDA
(697,3+201,9nmol/g vs. 1751+76,0nmol/g). Na figura 25F apresenta
diferenca significativa (p>0,05) nas concentracGes de MDA no tecido
adiposo epididimal entre os grupos SOP e controle (834,6+64,8nmol/g
vs. 522,9 £+ 89,1nmol/g) e uma reducéo significativa (p>0,05) de MDA
no grupo SOP+EX em relacdo ao grupo SOP (316,7£50,5nmol/g vs.
834,6+64,8nmol/g).

Figura 25. Concentracées de Nitrito (Nox-puM), Malondialdeido (MDA-nmol/g),
Mieloperoxidase (MPO-U/mg) no tecido adiposo marrom e epididimal das ratas
Controle, SOP e SOP+Exercicio.
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Legenda: Concentracdes de Nitrito (uM) (A,B), Mieloperoxidase (MPO-U/mg) (C,D) e
Malondialdeido (MDA-nmol/g) (E,F) no tecido adiposo marrom e epididimal das ratas
controle, SOP e SOP+Exercicio. Os dados sao expressos em média + EPM, e a analise
realizada foi via one-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Dados com valores de
p<0,05 foram considerados significativos. * p < 0.05 SOP vs Controle; SOP+Ex vs SOP.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, usamos um modelo animal no qual ratas
receberam letrozol para induzir um fenétipo de doenca ovariana cistica,
evidenciando que ratas SOP induzidas por letrozol estavam em diestro
constante. O mesmo padrdo foi observado no estudo de Ryan; Malik;
Mellon*. Nos Ultimos anos, os modelos mais usados envolvem a
exposicdo de ratas ao letrozol, um inibidor de aromatase que age
blogueando a conversdo de androgenos em estrogenos, portanto induz
0 aumento de niveis de androgénios e mimetiza as disfuncGes
metabdlicas e reprodutivas presentes na SOP.

Os animais do grupo SOP apresentaram aumento de peso corporal
significativo ao longo dos 21 dias em comparagdo ao grupo controle,
resultado esperado devido a sintomatologia da doenca, que inclui o
aumento de peso, 0 que foi consistente com os resultados obtidos por
Zhang et al.** Por outro lado, nossos achados confirmam que ha uma
diminuig&o significativa no peso corporal no grupo SOP tratados com
exercicio fisico moderado. Semelhante aos resultados de Cao et al.’®,
foi possivel observar uma reducdo do peso em modelos SOP quando
submetidos a natacdo de intensidade moderada.

A SOP ¢ frequentemente associada a obesidade, o que pode
exacerbar os resultados metabdlicos e reprodutivos da sindrome,
causando tolerancia diminuida a glicose, dislipidemia, risco de cancer,
resisténcia a insulina e infertilidade. Existem varios métodos para tratar
a obesidade na SOP, estas incluem mudancas no estilo de vida, como
alteracGes na dieta, pratica e/ou aumento da atividade fisica.”® A
intervencdo no estilo de vida é considerada uma estratégia de terapia
inicial efetiva em mulheres com SOP. Diversos estudos tém mostrado
que o exercicio fisico conseguiu prevenir o ganho de peso ocasionado
pela SOP, melhora os sintomas caracteristicos da sindrome, aumenta a
sensibilidade a insulina e a taxa de ovulacdo espontanea ou
induzida.’®808!

Em relagdo a TEGP, a mesma aumentou em todos os dias
avaliado, exceto no 1° dia, quando comparado o controle com grupo
SOP, contudo, verificou uma reducdo significativa quando houve a
intervencdo do exercicio fisico no grupo SOP+Exercicio. Evidéncias
cientificas demonstram que a SOP provoca aumento do peso corporal e
que o exercicio fisico promove reducdo do ganho de peso, logo a perda
de peso de 5 a 10% tem beneficios metabdlicos e reprodutivos na
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doenca estudada.®? Além disso, mudancas no estilo de vida podem
promover melhora dos sintomas da ansiedade, producdo normal de
androgenos e influéncia sobre a taxa de gravidez, garantindo qualidade
de vida entre pacientes obesas com SOP.83

Para os parametros nutricionais, utilizamos modelos propostos
por Oliveira et al.®® para estimar a ingestdo energética (IE), eficiéncia
alimentar (EA) e ingestdo alimentar voluntaria (IVA). A IE, EA
alcancaram significancia estatistica, enquanto a I'\VA nao apresentou em
nenhuma nos dias estudados. Entre os animais do grupo SOP verificou
aumento significativo na ingestdo alimentar, bem como da eficiéncia
alimentar quando comparado ao grupo controle.

Consistentes com os resultados deste estudo, Moran et al.8
evidenciaram maior ingestdo de energia na dieta das mulheres com
SOP. Nesse sentido, mulheres com SOP apresentam saciedade
prejudicada e alteragcdes nos hormonios saciedade-apetite®®, no estudo
de Souza et al.?¢ foi observado niveis de adiponectina reduzido em
mulheres com SOP do que no grupo controle, além de uma relagdo
adiponectina para leptina significativamente menor.

Outro achado evidencia que uma refeicdo com baixo indice
glicémico promove melhorias nos hormonios reguladores da saciedade
em comparacao com uma refeicdo de alto indice glicémico em mulheres
com SOP, logo, horménios de saciedade alterados em mulheres com a
sindrome investigada podem contribuir para obesidade.?’

Em contraste, os animais SOP+EX exibiram comportamentos
nutricionais diferentes, houve reducdo significativa tanto da IE e EA no
dia 1° 7°, 14° e 21° dia, estd menor ingestdo alimentar observada é
condizente com o menor ganho do peso corporal nos animais
submetidos ao treinamento de natacdo. Contudo, é sabido que o
exercicio moderado causa maior liberacdo de hormonios anorexigenos
como leptina e insulina e que estes podem ter sua agao potencializada
frente a uma sessdo aguda de exercicio, promovendo diminuicdo do
apetite e aumento do gasto energético.®

Embora a prética de exercicio fisico promova beneficios ja
fundamentado na literatura em mulheres com sindrome em relacéo ao
metabolismo, aspecto fisico, psicolégico, bem como as alteragdes
especifico da SOP, a maioria das mulheres com este diagnostico
permanecem sedentéarias, portanto, é fundamental estratégias de manejo
com mais aceitabilidade e seguranca.®®
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Quanto aos parametros murinométricos, o IMC e indice de Lee
sdo utilizados como determinante da massa corporal e atuam como
preditor do excesso de peso em ratos®® Pode-se observar que o exercicio
fisico foi responsavel por reduzir significativamente os valores de IMC
e do indice de Lee, quando comparado com o grupo SOP+EX e SOP,
mesmo efeito provocado pelo exercicio em relacdo ao peso corporal
referido anteriormente.

No que se refere aos resultados da composicao corporal, agua
corporal total foi maior no grupo SOP e houve redugdo no grupo
treinado, e maior conteddo de agua extracelular e intracelular no grupo
SOP e redugdo no grupo tratado. Esses dados sdo discordantes dos
achados no estudo de Barrea el at.2%, no qual observaram valores mais
baixos de &gua corporal total e 4gua intracelular nas mulheres com SOP
durante avaliacdo desses parametros e ha avaliacdo limitada em
modelos experimentais de SOP.

Quanto, aos resultados da massa magra, observou-se que 0
grupo SOP apresentou maiores valores que o grupo controle e
SOP+EX, consistente com estudos que evidenciaram o aumento da
massa magra em individuos com SOP.%%91.92 Todavia, outros estudos
demonstram resultados opostos em mulheres saudaveis e com SOP %394,
o0 qual atribuiram, em parte, a um prejuizo na qualidade muscular e ndo
na quantidade.

Observamos que o ganho de peso nas ratas com SOP neste
estudo parece estar mais relacionado ao aumento da agua corporal total
e da massa livre de gordura, sendo este Gltimo componente resultado de
toda a massa magra, incluindo agua corporal total, massa muscular e
massa 6ssea. A massa muscular, como componente da massa livre de
gordura, pode ter aumentado devido a biodisponibilidade da
testosterona causada pela inducdo da SOP pelo letrozol, que atua
impedindo a conversdo da testosterona em estradiol.

Segundo Kogure et al.®® mulheres com SOP apresentam
concentracdes elevadas de androgénios, especialmente a testosterona, a
mesma possui importantes funcionalidades fisiologicas na composi¢do
corporal, influenciando positivamente 0 aumento de massa magra em
mulheres. Além disso, 0 aumento dos musculos esqueléticos tem sido
associado ao aumento da sensibilidade a insulina.®

Quanto aos dados do percentual de gordura, houve aumento de
gordura no grupo SOP e reducdo significativa no grupo SOP+EX
quando submetido a natagdo. Esses dados corroboram com os achados
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de outros estudos, que sugerem adipogénese aumentada em mulheres
com a sindrome.?®® O excesso de peso associado ao aumento de
gordura corporal piora todas as caracteristicas clinicas da doenca
estudada, essas caracteristicas incluem distdrbios hormonais, ciclos
menstruais irregulares, ovulacdo e fertilidade reduzida. Além disso, o
excesso de massa gorda e sua distribuicdo tém sido fortemente
associados a resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e aumento dos
riscos de doencas cronicas.®’%

Além disso, o tecido adiposo apresenta acdo extraglandular de
androgenos, no qual sendo secretado em excesso pode atenuar 0
hiperandrogenismo. Os adipocitos localizados na regido abdominal séo
mais ativos como células endocrinas em relacdo aos localizados na
regido inferior, este ultimo é mais sensivel as catecolaminas e menos a
insulina, favorecendo uma hiperisulinemia compensatoria com
inflamacdo de baixo grau, mudancas lipidicas, aumento da producéo de
androgenos e baixas concentracbes de SHGB, provocando a
anovulagdo. %

A temperatura corporal foi avaliada usando uma cémera
termogréafica na regido do dorso, onde o tecido marrom se localiza.
Nessa perspectiva, o presente estudo revela aumento significativo na
temperatura corporal do grupo SOP+EX em relacdo ao SOP. O tecido
adiposo marrom (TAM) possui capacidade termogénica relevante para
aumentar o gasto energético, por meio da regulacdo da funcédo
mitocondrial, sendo considerado um alvo promissor para o tratamento
de sindromes metabodlicas. Estudos revelam que os niveis de tecido
adiposo marrom estdo reduzidos em mulheres com SOP e que a
termogénese desse tecido estd inversamente correlacionada com as
concentracdes de andrégenos.14100

Segundo o estudo de Yuan et al.* evidenciaram que o transplante
de tecido adiposo marrom em modelos animais regulou
significativamente os ciclos menstruais, promoveu homeostase da
glicose e melhora a sensibilidade a insulina, reverte a infertilidade e
anormalidade metabdlica da SOP, bem com aumento do gasto
energético. Todavia, o transplante do TAM ndo é possivel para
aplicacdo clinicas atualmente, logo, ativar a crescimento e a atividade
do TAM enddgeno é uma excelente estratégia no tratamento da SOP.1%2

O TAM em humanos apresenta se ndo somente em adipocitos
marrons classicos, mas em adipdcitos marrons induziveis, que séo
fenotipicamente diferentes dos brancos e marrons. Desse modo, o
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tecido marrom enddgeno pode ser convertido em tecido adiposo branco
por um processo de escurecimento, no qual estimula o desenvolvimento
de adipdcitos bege em branco, reduzindo os efeitos do tecido branco e
contribuindo na melhora da saide metabdlica. Portanto, estimular o
escurecimento pode ser novos métodos de pesquisa no tratamento da
SOP.103

Além disso, durante a pratica de exercicio fisico, o calor €
resultado do préprio metabolismo, aumentando a temperatura corporal,
0 corpo humano atua por meio de mecanismos neurais e
cardiovasculares para a manutenc¢do da temperatura corporal em torno
de 37°C. Observou-se que o0s animais treinados obtiveram uma
temperatura resultante maior do que os animais que ndo foram
treinados, assim como no estudo de Gomes et al.l% que também
verificaram aumento da temperatura corporal de ratos submetidos ao
exercicio fisico.

Em relacdo a intolerancia a glicose, ndo foi possivel observar
diferenca significativa, a SOP ndo altera os niveis de glicose em
nenhum dos pontos da curva glicémica. Além disso, SOP+EX nao
afetou os resultados do teste de intolerancia a glicose. Isso pode ser
devido as limitacdes do fendtipo de SOP induzido por letrozol, que
aumenta a biodisponibilidade de andrégenos, mas com repercussdes
metabdlicas limitadas.%®

Cerca de 35% das mulheres com SOP apresentam intolerancia a
glicose, no qual 7,5 a 10% tém Diabetes Mellitus 2 (DM2)1%, sendo
incentivado a mudanca no estilo de vida saudavel por ser considerada
uma estratégia efetiva na patologia.!®” Embora haja uma crescente
incidéncia de DM2 em mulheres com SOP em excesso de peso, estudo
recente evidenciou que a SOP aumenta o risco de diabetes entre
mulheres magras, da qual se faz necessario um acompanhamento com
triagem para DM2 a cada 1 a 3 anos em individuos com SOP.1%8

Quanto ao peso dos tecidos e érgéos, Shi et al.1% em seu estudo
verificaram que 0 peso ovariano foi menor nos animais SOP em
comparagdo com grupo controle. Os animais SOP apresentaram
aumento de foliculos cisticos consistente com a SOP humana. Além
disso, foi evidenciado aumento significativo no volume do tecido
adiposo marrom entre o grupo SOP treinado em relacdo ao SOP.
Estudos demonstram reducdo da atividade do tecido adiposo marrom
em modelos animais com a doenca®®, e que o treinamento de natacéo
aumentou o volume do tecido marrom em camundongos jovens e
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velhos treinados, sugerindo que o exercicio fisico contribuiu para
ativacdo da gordura marrom, promovendo melhora da satde metabolica
geral 110

Como citado anteriormente, a sindrome dos ovarios policisticos é
um distrbio que ocasiona efeitos negativos a saude como a obesidade,
hiperglicemia e resisténcia a insulina, favorecendo o aumento do
estresse oxidativo.®

No entanto poucos estudos mediram os marcadores de estresse
oxidativo no tecido adiposo. Um estudo caso-controle realizado em
2014, avaliou esses parametros no tecido adiposo visceral de mulheres
SOP, verificaram niveis de superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GHS) reduzidos e malondialdeido (MDA) aumentado em
pacientes com SOP. Além disso, a expressdo de dano oxidativo da
proteina de nitrotirosina foi aumentada nos pacientes com SOP em
comparagdo com os controles, indicando que o dano oxidativo foi mais
grave em pacientes com SOP em comparacdo com os individuos sem
SOP.#

Logo, o presente estudo observou que os marcadores antioxidante
como GSH e a SOD estéo reduzidos no tecido adiposo dos animais com
SOP, e o exercicio moderado foi capaz de aumentar as concentracfes
de SOD no tecido adiposo marrom.

A atividade da SOD é bem mencionada na sindrome do ovario
policistico, o estudo de Li et al.'* demonstrou uma reducéo
significativa da atividade da SOD no ovario de animais SOP. Em outro
estudo, examinaram a atividade da SOD tanto no soro quanto no fluido
folicular (FF) de mulheres com SOP. Eles mostraram uma diminuicéo
significativa da atividade da SOD tanto na média sérica quanto no FF,
na SOP comparado ao grupo controle, sugerindo que a atividade sérica
da SOD pode ser um parametro clinico para determinar o estresse
oxidativo sistémico na SOP.!1?

Semelhante aos achados deste estudo, varios estudos também
demonstraram reducéo significativa do GSH em pacientes SOP.44107
Uma metanalise mostrou que os niveis médios de GSH foram 50% mais
baixos em mulheres com SOP do que em controles.''® Resultado
semelhante ao estudo de Jamillian et al.'*4 e Savic-Radojevic et al.*'®
demonstraram que a GSH foi significativamente reduzida em mulheres
com SOP quando comparado ao grupo controle, evidenciando o papel
do aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) na deplecdo de
GSH. A glutationa desempenha um papel importante na redugéo do
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estresse oxidativo, promovendo equilibrio redox, potencializando a
desintoxicacdo metabdlica e regulando o sistema imunoldgico.!®

Estudos anteriores indicaram uma producéo elevada de EROs e
diminuicdo da capacidade antioxidante nas células ovarianas e
leucécitos de paciente com SOP.!7118 | ogo, mulheres com SOP
apresentam uma interrup¢do na atividade de antioxidantes endogenos
enzimaticos e ndo enzimaticos, isso pode ser causado por uma
resisténcia a insulina frequente na doenca estudada, levando ao
aumento da liberacdo de insulina pelas células beta pancreéticas, que
por sua vez causa aumento de EROs. Em consequéncia ha um equilibrio
perturbado e aumento do estresse oxidativo.'%’

Nesta perspectiva, quando investigado concentracfes de nitrito
(NOx), mieloperoxidase (MPQO) e malondialdeido (MDA) no tecido
adiposo marrom e epididimal, foi possivel observar aumento desses
marcadores oxidantes nos animais com SOP, bem como uma atividade
reduzida dos mesmos no grupo SOP treinado, exceto nas concentracdes
de MPO no tecido epididimal dos animais treinados.

Nossos achados s&o consistentes com os resultados dos estudos
de Krishna et al.'*® e Karabulut et al.*?°, que investigaram a relagdo
entre a SOP e o estado de estresse oxidativo medindo o NO em
pacientes com SOP e controle, mostrando concentracfes mais elevados
de NO em pacientes com SOP em relacdo a mulheres controle.
Enguanto outros estudos encontraram resultados opostos®!, no entanto
faltam evidéncias concretas sobre os mecanismos que modulam o0s
niveis de NO sob a SOP.11°

Em relacdo a MPO, nossos resultados estdo de acordo com 0s
de Ma et al.*?%, relataram concentragcdes aumentada de MPO no grupo
SOP em comparacdo ao controle. Consistente com relatos anteriores,
Victor et al.'?? observaram niveis aumentados de MPO em pacientes
com SOP. Avaliaram também os niveis de MPO com a presenca ou
auséncia de RI e verificaram que eram significativamente maiores na
presenca da resisténcia a insulina. A atividade dessa enzima reflete o
namero de neutrofilos infiltrados nos tecidos sendo utilizada como
marcador de estresse oxidativo. A mesma é liberada de leucdcitos
ativados em sitios inflamatorios, gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs).123

No que diz respeito ao nivel de MDA na SOP ¢ relatado em
varios estudos. Bannigida; Nayak; Vijayaraghavan'?*, determinaram as
concentragfes de MDA em individuos com SOP obesas e ndo obesas,
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evidenciando aumento de MDA nas mulheres com SOP independente
da obesidade. Corroborando com achados de Zhang et al.'?> na qual
modelos animais SOP apresentaram niveis aumentados de MDA. Outro
estudo, avaliou MDA no tecido adiposo e evidenciaram aumento desse
parametro em pacientes com SOP, consistente com nossos
resultados.'3

O estresse oxidativo tem sido apontado como uma importante
relacdo entre a obesidade e seus principais distirbios associados. O
aumento do tecido adiposo e dos adipdcitos estdo associados a hipoxia,
estresse oxidativo e dano mecanico, logo, o tecido adiposo é
considerado uma fonte independente para a geracdo de estresse
oxidativo sistémico.'?®® A vista disso, a SOP e suas associagOes
metabolicas, podem contribuir para o desenvolvimento do estresse
oxidativo, evidenciado no presente estudo.?’

Sabe-se que o equilibrio entre os sistemas pré-oxidante e
antioxidante é essencial. Entdo é importante considerar intervencdo no
estilo de vida uma vez que a mulheres tenha disso diagnosticada com
SOP. Nesse contexto, os efeitos do exercicio fisico estdo relacionados
a diversos beneficios metabdlicos, antioxidantes, antropométricos e
reprodutivo na SOP.®® Em mulheres com SOP, um treinamento
aerdbico de 12 semanas promoveu aumento da atividade da SOD e
capacidade antioxidante total, e diminuiu as concentracbes de MDA.
Sugerindo que a atividade fisica é eficaz para melhorar as defesas
antioxidantes na SOP.1?8
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, descobrimos que o protocolo de exercicio fisico
moderado foi capaz de melhorar a composi¢do corporal, parametros
nutricionais e biomarcadores de estresse oxidativo no tecido adiposo
marrom e epididimal induzidos pela SOP. O aumento do estresse
oxidativo pode causar disfuncdo ovariana em pacientes com SOP, pode
contribuir para anovulacdo e desempenhar um papel importante na
patogénese. Embora 0s mecanismos subjacentes ainda ndo tenham sido
totalmente elucidados, torna-se evidente que o estresse oxidativo tem
uma participagdo respeitavel na patogénese da SOP. Assim, nossos
resultados sugerem que o exercicio fisico possui propriedades
protetoras e antioxidante na SOP.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Aim: Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a very common endocrine disorder in women. We investigate the ef-
Exercise fect of physical exercise on body composition, nutritional parameters, and oxidative stress in rats with PCOS.
Brown adipose tissue Methods: Female rats were into three groups: Control, PCOS, and PCOS + Exercise. PCOS was induced by letro-

Nutritional behavior

PCOS zole (1 mg/kg via p.o.) for 21 days consecutively. Physical exercise was swimming, for 21 consecutive days,

1 h/day with 5 % load. In all groups, we assessed the nutritional and murinometric parameters, body composi-
tion, thermography, and oxidative stress in brown adipose tissue (BAT) and peri-ovarian adipose tissue (POAT).
Key findings: In PCOS we observed an increase (P < 0.05) in body weight vs. the Control group. But, the
PCOS + Exercise group prevent this weight gain (P < 0.05). The temperature in BAT, decrease (P < 0.05) in
the PCOS group vs. Control group. PCOS + Exercise prevented this reduction (P < 0.05) in BAT temperature
vs. PCOS groups. We observed decreases (P < 0.05) in Lee Index and BMI in POS + Exercise vs. PCOS group. In
PCOS rats, we observed an increase (P < 0.05) in murinometric (SRWG, EI, and FE) and body composition pa-
rameters (TWB, ECF, ICF, and FFM) vs. the Control group. The PCOS + Exercise prevents (P < 0.05) these
changes in all groups, compared with PCOS. Regarding the BAT, we observe an increase (P < 0.05) in MPO and
MDA levels in the PCOS vs. Control group. PCOS + Exercise prevents (P < 0.05) these increases vs. the PCOS
group.

Significance: PCOS modifies body composition, and nutritional parameters, and induces changes in oxidative
stress in BAT. Physical exercise prevented these alterations.

1. Introduction nesis alteration, characterized by hyperandrogenism, ovulatory dys-
function, and the presence of polycystic ovaries. It also often causes re-
Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) is a very common endocrine productive and metabolic complications, including changes in adipose
disorder in women of reproductive age, affecting about 5 to 15 % of the tissue, insulin resistance, dyslipidemia, and type 2 diabetes [2].
population to varying degrees [1]. This syndrome results in steroidoge-
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Several animal models of PCOS have been developed such as the ad-
ministration of the estradiol valerate [3,4], testosterone [5], dihy-
drotestosterone [6], dehydroepiandrosterone (DHEA) [7], and letrozole
[8] to simulate the main symptoms of this syndrome. In this sense,
letrozole is an aromatase inhibitor that increased testosterone and
luteinizing hormone, polycystic ovaries, weight gain, and irregular tim-
ing of cycles [9].

Various scientific evidence demonstrates that the objective of treat-
ment of PCOS is not restricted to addressing reproductive repercus-
sions, but should also be aimed at preventing weight gain, oxidative
stress, reducing lean mass, and abdominal obesity [10,11]. In this
sense, some non-pharmacological approaches should be incorporated
to alleviate the effects of PCOS. Thus, the regular practice of physical
exercise is an important tool to improve some symptoms caused by
PCOS [12]. According to Oliveira et al. [13], skeletal muscle is recog-
nized as an organ with an endocrine function by producing cytokines
and various peptides known as myokines [10]. Covington et al. [14]
and Moro et al. [15] both found that chronic aerobic exercise, acting
through the regulation of guanylyl triphosphatase GTPases, perilipin 3
PLIN3, catecholamine, and the atrial natriuretic peptide was sufficient
to improve lipolysis activity, which is reduced in PCOS patients.

Still, regarding the effects of exercise on adipose tissue, it is known
that brown adipose tissue has an important thermogenic function [16].
However, this thermogenic factor of brown adipose tissue is lower in
women with PCOS [17]. Dantas et al. [18] observed that an acute ses-
sion of aerobic exercise was able to promote an increase in the activity
of UCP1 (uncoupling protein 1), a protein present in brown adipose tis-
sue responsible for mediating the process of thermogenesis in the re-
quired tissue.

Regarding oxidative stress, it is recognized as playing a central role
in the pathophysiology of many diseases, including PCOS [19]. Wu et
al. [20] observed that chronic physical exercise for 12 weeks promoted
improvement in oxidative stress biomarker factors such as malondi-
aldehyde, superoxide dismutase, and total antioxidant capacity. Given
the above, we hypothesized that physical exercise can be a tool in the
prevention and/or treatment of the symptoms caused by PCOS, in terms
of damage to body composition, oxidative stress, and body temperature
control in female rats with induced PCOS.

2. Methods
2.1. Animals and ethical approval
Female Wistar rats weighing 190-220 g, (n = 8-10/group) were

provided by Federal University of Piaui, Brazil. All experiments were
conducted according to the “3R” principles. The animals were housed

Before Induction | 12 Day
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in collective cages with access to water and food consumption moni-
tored during the protocol days, with controlled temperature
(25 = 2°C), and a 12/12 h light/dark cycle. All procedures were per-
formed according to the recommendations of the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (US National Institutes of Health, 1996) af-
ter approval by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the Fed-
eral University of Piaui (Protocol 519/19). Rats were randomly allo-
cated to Control, PCOS, and PCOS + Exercise groups. Fig. 1 shows the
experimental design of this study.

2.2. Induction of polycystic ovarian syndrome (PCOS)

The PCOS was induced according to the method described by [21,
22]. For this purpose, the female rats received letrozole (1 mg/kg, i.p)
for 21 consecutive days. The control rats were treated only with the ve-
hicle for the same period. Before the beginning of the treatments and in
the final 8 days, the estrous cycle was studied to confirm the normal es-
trous cycle and the development of PCOS, supplementary materials
(S1). All rats that were in Diestrus in the final of the treatment were in-
cluded in the groups. The rats that were not in Diestrus for the 8 consec-
utively days in the final of the treatment, were excluded from the study.

2.3. Exercise training protocol

The exercise protocol was adapted from Lima et al. [23] and Silva et
al. [24]. Initially, all rats underwent a period of adaptation to the liquid
medium before training. Physical training was started simultaneously
with letrozole or control treatment on day 0. The exercise was per-
formed in collective tanks (100 cm long X 80 cm wide X 80 cm high)
with a maximum of 4 rats and a water depth of 50 cm, kept at a temper-
ature of approximately 30 + 2 °C. The protocol of the physical exercise
consisted of swimming (1 h/day for 21 days consecutively) with an
overload of 5 % body weight attached to the tail. This protocol consists
of moderate-intensity physical exercise. The sedentary rats were sub-
mitted to contact with shallow water without the need for any physical
effort to eliminate stress bias caused by water contact.

2.4. Food intake behavior assessment

The food intake behavior was evaluated 1, 7, 14, and 21 days before
starting the protocol for euthanasia. The animals were placed in indi-
vidual cages, and the daily monitoring of food and water intake was
performed between 9:00 and 10:00 AM. Each rat had free access to fil-
tered water and 40.0 g of standard pellet feed (Presence Rats and
Mice® - Agribands Purina do Brazil Ltda), and the amount consumed
over a 24-h interval was quantified [21]. Considering the centesimal
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Fig. 1. Experimental design.
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composition of the feed as 380 kcal/100 g of feed, 63.0 g of carbohy-
drate/100 g of feed, 23.0 g of protein/100 g of feed, and 4.0 g of lipid/
100 g of feed, the following nutritional indices were calculated [22]:

1. Energy intake (EI, kcal/day) = mean food consumption
(g) x dietary metabolizable energy (kcal);

2. Food efficiency (FE, %) = (mean body weight gain
(g) x 100)/energy intake (kcal/day).

3. Voluntary food intake (VFI, %) =
consumption X 100)/mean body weight.

(mean food

2.5. Murinometric parameters and body weight

The individual rat body weight (g) and length (cm) were measured
daily and quantified at 1, 7, 14, and 21 days after the beginning of the
protocol until the euthanasia date, enabling the determination of the
following murinometric indices: Body Mass Index (g/cm?), Lee Index
(g/cm), and Specific Rate of Body Mass Gain (g/kg), according to Telles
et al. [25].

2.6. Body composition assessment

To assess body composition, the bioimpedance spectroscopy (BIS)
method (ImpediMED®, Australia/New Zealand) was employed, ac-
cording to a previous report by Cavalcante [26]. At the end of treatment
and/or exercise (21 days), the rats were anesthetized with a mixture of
ketamine (100 mg/kg i.m.) and xylazine (10 mg/kg, i.m) according to
[24,27,2818; 21, 26], and placed in a supine position on a flat surface
for the insertion of four electrodes via hypodermic needles (two in the
head and two in the tail). The electrodes were then connected to the BIS
device to assess fat mass (FM; in g or percentage), fat-free mass (FFM; in
g or percentage), total body water (TBW; in mL or percentage), extra-
cellular fluid (ECF; in mL or percentage), intracellular fluid (ICF; in mL
or percentage), and body mass index (BMI; in g/cm?).

2.7. Intraperitoneal glucose tolerance test (IpGTT)

To evaluate the metabolic effect of PCOS, the protocol described by
Giozzet et al. [27]. was used. After the last treatment, all of the rats
were maintained individually in metabolic cages and fasted for 14 h
with free access to normal water. Afterward, the animals were sub-
jected to the intraperitoneal glucose tolerance test, according to Giozzet
et al. [27]. A basal blood sample (20.0 pL) was obtained from the rats'
tails (time 0). Next, they received an intraperitoneal injection of 50 %
glucose (2.0 g/kg), and further blood samples were collected at 15, 30,
60, 90, and 120 min from the tail tip. The glucose concentration was
determined using a glucometer (Accuchek Active®, Roche).

2.8. Infrared thermography assessment

Thermography assessment was performed according to [28-30]. On
day 21, all animals underwent a dorsal trichotomy in the brown adipose
tissue region for subsequent thermographic analysis. Twenty-four hours
later, the rats were placed in individual boxes with free access to the
same feed and water to avoid stress. After a baseline period in which
the rats were acclimatized, images were taken of the back region, where
the brown adipose tissue is located, using a FLIR tools C2 infrared digi-
tal thermographic camera. The images were later analyzed using the
FLIR Tools™ software. For quantification, the average of four images of
each rat was used.

2.9. Malondialdehyde (MDA) assessment

Brown and white adipose tissue samples were homogenized in a
cold 1.15 % KCI solution (1 ml/100 mg of tissue). Briefly, 250 pl of

Life Sciences xxx (xxxx) 121754

each homogenate was added to 1 % phosphoric acid (H3PO4) and
0.6 % thiobarbituric acid (aqueous solution). Then, this mixture was
stirred and heated in a boiling water bath for 45 min. Next, it was im-
mediately cooled in an ice-water bath followed by the addition of 4 ml
of n-butanol. This mixture was stirred, and the butanol layer was sepa-
rated by centrifugation at 1200 rpm for 15 min. The optical density was
determined at both 535 and 520 nm, and the difference in optical den-
sity values was considered the thiobarbituric acid value. Results are ex-
pressed in nanomoles per milligram of tissue (nmol/mg tissue) [31].

2.10. Myeloperoxidase (MPQ) analysis

Briefly, the brown and white adipose tissues were homogenized in
potassium buffer with 0.5 % hexyl trimethylammonium (HTAB) (1 ml/
100 mg of tissue). Then, the homogenate was centrifuged at 4500 rpm
for 20 min. MPO activity in the resuspended pellet was evaluated by
measuring the change in absorbance at 450 nm using o-dianisidine di-
hydrochloride and 1 % hydrogen peroxide. The results were expressed
as units of MPO per mg of tissue (UMPO/mg of tissue) [32].

2.11. Glutathione (GSH) analysis

The concentration of GSH in the brown and peri-ovarian adipose tis-
sue samples was analyzed according to the method described by [32].
GSH analysis is based on the determination of non-protein sulfhydryl
groups (NPSH). Samples between 50 and 100 mg of the animals' adi-
pose tissue were homogenized at a concentration of 1 ml of 0.02 M
EDTA for each 100 mg of tissue. Aliquots of 400 pL of the homogenate
were mixed in 320 pL of distilled water, and 80 pL of 50 %
trichloroacetic acid (TCA) was added for protein precipitation to occur.
Tubes containing the material were centrifuged for 15 min at
3000 rpm/4 °C. Then 400 pL of the supernatant was added to 800 pL of
0.4 M Tris buffer (pH 8.9) and 20 pL of dithiol-nitrobenzoic acid
(DTNB, or Ellman's reagent). Next, the mixture was stirred for 3 min
and its absorbance was read by a spectrophotometer at 412 nm. The
concentrations of the NPSH are expressed in mg NPSH/mg tissue.

2.12. Nitrite/nitrate (NOx) evaluation

The production of nitric oxide in the brown and white adipose tissue
of the animals was indirectly evaluated by quantifying the levels of ni-
trate (NO3™) and nitrite (NO,™) (collectively referred to as NOx), using
the Griess assay. The samples were macerated in a potassium chloride
solution (KCl, 0.15 M) and the homogenate was centrifuged under re-
frigeration. Then, the supernatant (100 pL) was mixed with Griess'
reagent (100 p) (phosphoric acid, sulfanilamide, and N-(1-naphthyl)
ethylenediamine dihydrochloride). After 10 min, the absorbance of the
samples was measured at 540 nm Results are expressed as micromoles
of NOx [33].

2.13. Superoxide dismutase (SOD) levels

Using brown and white adipose tissue samples, a 10 % homogenate
was prepared and centrifuged at 3000 rpm for 15 min at 4 °C. Subse-
quently, each sample was added to a solution of phosphate, L-
methionine (20 mM), Triton X-100 (1 % v/v), hydroxylamine chloride
(10 mM) and EDTA (50 pM). The tubes were placed in a water bath at
37 °C for 5 min. Riboflavin (50 pM) was added, and all measurements
were corrected in a white lightbox for 10 min. The solution was then
transferred to an ELISA plate, followed by the addition of the Griess
reagent. This was performed in an ELISA reader at 550 nm. The value of
the SOD unit (USOD/pg tissue) was calculated [32].
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2.14. Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was employed to assess data normality, and
the results of each group (n = 8-10 rats) were expressed as the
mean * SEM. Then, for comparison between the groups, a one-way
analysis of variance (ANOVA) was performed, followed by the Tukey
test. To assess the weight curve, we used three-way ANOVA, followed
by the Tukey test (Fig. 2A). The difference was considered significant if
the P-value was P < 0.05, adopting a 95 % confidence interval.

3. Results

3.1. Assessment of body weight in control, PCOS, and PCOS + Exercise
rats

In Fig. 2A we show the results of the body weight in the Control,
PCOS, and PCOS + Exercise groups, during the 21 consecutive days of
treatment and/or physical exercise. There was a significant increase
(P < 0.05) in body weight gain in the PCOS group compared to the
Control group on the 14th day (239.50 + 3.74 g vs. 225.80 * 3.07 g)
and 21st day (237.10 * 4.35 g vs. 223.80 + 2.95 g). There was a sig-
nificant reduction (P < 0.05) in body weight gain in the PCOS + Exer-
cise group compared to PCOS on the 14th and 21st days
(223.70 * 3.36 vs. 236.90 * 3.53 and, 224, 70 * 3.94 vs.
237.10 * 4.35). Fig. 2B shows the results of the body weight gain delta
of the rats in the Control, PCOS, and PCOS + Exercise groups. There

>

250 © Control

I - * -
I PCOS
% 240 ¥ pcos+Exercise
S 230
>
B 220
(-]

210-

Dayl Day7 Dayl4 Day21
Time (days)

o)
*
*

40_ I
)
< 307
L]
U]
£ 20-
- —
s
< 10_

0 |

Control PCOS PCOS+Exercise

Fig. 2. Body weight curve (A) and delta of body weight gain (B) of control
(n = 8), PCOS (n = 10), and PCOS + Exercise (n = 10) rats, during 21 days
of treatment and/or training. Data are expressed as mean *+ (SEM) and were
statistically analyzed using the three-way (A) or one-way (B) ANOVA test, fol-
lowed by the Tukey test. Significance: *P < 0.05.

Life Sciences xxx (xxxx) 121754

was a significant increase (P < 0.05) in body weight gain in the PCOS
group compared to the Control group (28.38 = 4.66 vs.
15.36 = 2.04 g). Exercise significantly prevented (P < 0.05) weight
gain relative to PCOS (11.85 *+ 2.04 vs. 28.38 *+ 4.66 g).

3.2. Assessment of infrared thermography in control, PCOS, and,
PCOS + Exercise rats

Fig. 3(A and B) depicts the qualitative and quantitative results of
the thermography assessment in the Control, PCOS, and PCOS + Exer-
cise groups. The PCOS group had a lower temperature (P < 0.05) in
the BAT compared with the Control rats (37.14 = 0.08 vs.
36.69 = 0.10 °C). On the other hand, PCOS + Exercise did not have
this decrease (P < 0.05) compared with the PCOS rats (36.69 + 0.10
vs. 37.08 = 0.09 °C).

3.3. Assessment of the murinometric and nutritional parameters in the
control, PCOS, and, PCOS + Exercise rats

Table 1 shows the results of the murinometric and nutritional
parameters in the Control, PCOS, and PCOS + Exercise rats. Table
1-A indicates a reduction (P < 0.05) in Lee Index and BMI in
PCOS + Exercise rats compared with the PCOS group. Table 1-B
reports an increase in the PCOS group (P < 0.05) in the SRWG at
7, 14, and 21 days compared to the Control rats. However, these in-
creases did not occur in the PCOS + Exercise group (P < 0.05) at
7, 14, and 21 days compared with PCOS rats.

Table 1-C and D show significant increases (P < 0.05) in the ener-
getic intake and feed efficiency in PCOS rats at 1, 7, 14, and 21 days
compared with the Control rats. Moreover, we observed a significant
prevention (P < 0.05) in the increase in energetic intake and feed effi-
ciency in the PCOS + Exercise group compared to the PCOS group. In
the voluntary food intake, we did not observe differences among all
three groups.

3.4. Assessment of the body composition and tissue or organ weight in the
control, PCOS, and, PCOS + Exercise rats

Table 2 shows the results of the body composition and tissue or or-
gan weight in the Control, PCOS, and PCOS + Exercise rats. Table 2-A
indicates a significant increase (P < 0.05) in the TBW, ECF, ICF, and
FFM in PCOS compared with Control rats. In the rats of the PCOS + Ex-
ercise group, there was the prevention of an increase (P < 0.05) com-
pared to the PCOS rats. On the other hand, we observed a significant
decrease (P < 0.05) in the FM in PCOS rats compared with the Control
rats. The PCOS + Exercise did not have this decrease (P < 0.05). Table
2-B indicates a significant decrease (P < 0.05) in the weight of the
retroperitoneal and peri-ovarian adipose tissue and uterus in the PCOS
rats compared with the Control group. The PCOS group also had higher
ovary weight (P < 0.05) in comparison with the Control group. Fur-
thermore, we observed a significant increase (P < 0.05) in BAT, gas-
trocnemius, and uterus weight of the PCOS + Exercise compared with
the PCOS rats.

3.5. Assessment of the oxidative stress in brown and peri-ovarian adipose
tissue in the control, PCOS, PCOS + Exercise rats

Table 3 shows data on antioxidant markers and oxidative stress in
brown and peri-ovarian adipose tissue in the studied groups. No dif-
ference was observed for GSH in BAT. The PCOS group showed in-
creased (P < 0.05) MDA concentrations and MPO activity in BAT
compared to the Control group. There was a significant increase
(P < 0.05) in SOD activity in BAT in the PCOS + Exercise group
compared to the PCOS group. Also, the PCOS + Exercise group had
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Fig. 3. Thermographic images (A) and body temperature profile (B) in control (n = 8), PCOS (n = 10), and PCOS + Exercise (n = 10) rats. Data are expressed as
mean *= (SEM) and were statistically analyzed using the one-way ANOVA test, followed by Tukey's test. Significance: *P < 0.05.

diminished values (P < 0.05) of Nox and MDA concentrations, and
MPO activity in BAT compared to the PCOS group.

In the peri-ovarian adipose tissue, we observed reduced concentra-
tions of GSH and SOD activity (P < 0.05) in the PCOS group compared
to the Control rats. Moreover, the animals in the PCOS group showed
decreased (P < 0.05) concentrations of Nox and increased (P < 0.05)
concentrations of MDA compared to the Control group. In the
PCOS + Exercise group, the animals had lower Nox and MDA concen-
trations (P < 0.05).

3.6. Assessment of the IpGTT in the control, PCOS, and, PCOS + Exercise
rats

In Fig. 4, we did not observe differences between any groups con-
trol, PCOS, or PCOS + Exercise in the intraperitoneal glucose tolerance
test.

4, Discussion

In this study, we used an animal model with the use of letrozole to
induce an ovarian cystic disease phenotype, showing that letrozole-
induced female rats with PCOS were steadily in the diestrus phase, con-
firming the model's efficiency (S1). The same pattern was observed in
the study by Ryan, Malik, and Mellon [34].

Animals in the PCOS group showed a significant increase in body
weight and SRWG over the 21 days compared to the Control group,
more specifically from the seventh day onward, an expected result due
to the symptomatology of the disease, which includes weight gain, con-
sistent with the results obtained by Zhang et al. [35]. The excess andro-

gen in PCOS favors abdominal adipose tissue deposition and visceral
adiposity caused by insulin resistance and compensatory hyperinsulin-
ism [36].

Physical exercise can be classified as acute or chronic, as well as
low, moderate, or high intensity. In addition, it may also involve aero-
bic or anaerobic metabolic pathways. In animal models, study protocols
can be on a treadmill, varying the intensity through inclination, time, or
speed [37,38]. In addition, swimming exercises can be performed with
or without overload. In our study, we used the swimming protocol with
5 % of body weight already used in our laboratory and which can be
characterized as being of moderate intensity [39,40]. Our findings
showed that the intervention with moderate physical exercise caused a
significant decrease in body weight and SRWG in rats with PCOS
(PCOS + Exercise). Similar results were found by Cao et al. [41], who
observed a weight reduction in PCOS models when subjected to moder-
ate-intensity swimming. Several studies have shown that physical exer-
cise is a primary therapy in women with PCOS, with beneficial effects in
reducing weight gain and insulin sensitivity and improving the sponta-
neous or induced ovulation ratio [41-43]

Concerning IpGTT, PCOS did not alter glucose levels at any of the
glycemic curve points. Also, there was no change in the IpGTT results in
the PCOS + Exercise group. This can be due to the limitations of the
letrozole-induced phenotype of PCOS, which raises androgen bioavail-
ability, but with limited metabolic repercussions [44].

Regarding murinometric parameters, there was no alteration in BMI
and Lee index in the PCOS group in comparison with the Control group.
These parameters were used as a predictor of weight gain in rats; the
Lee index is an indicator of obesity developed specifically for rats [25,
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Table 1

Effects of physical exercise on murinometric and nutritional parameters in
control (n = 10), PCOS (n = 10), and PCOS + Exercise (n = 10) rats. Data
are expressed as mean = SEM and were statistically analyzed by one-way
ANOVA, followed by the Tukey test. *P < 0.05 - Ctrl vs. PCOS; #P < 0.05,
PCOS + Exercise vs. PCOS.

Control PCOS PCOS + Exercise

(A) Murinometric parameters

BMI (g/cm?) 0.461 = 0.009 0.470 = 0.015 0.422 + 0.008#
Lee Index (g/cm) 0.273 *= 0.002 0.276 *= 0.003 0.264 = 0.002#
(B) SRWG (g/kg)

Day 1 15.69 + 2.08 32.09 *+ 9.51 11.17 + 1.22#
Day 7 46.24 = 6.01 85.14 = 14.36* 34.78 * 6.39#
Day 14 43.03 *+ 6.43 171.7 + 13.83* 59.19 + 9.64#
Day 21 66.39 = 8.17 165.70 + 28.44* 50.17 * 10.78#
Nutritional parameters

(C) EI (kcal/dia)

Day 1 54.58 * 2.39 65.23 *= 4.10* 53.80 * 2.14#
Day 7 53.56 = 1.81 55.10 + 2.68* 54.11 + 1.61#
Day 14 44.71 = 2.29 64.02 = 4.01* 55.29 * 1.49#
Day 21 57.48 = 2.10 64.08 = 3.42* 57.32 £ 2.32#
(D) FE (%)

Day 1 5.76 = 0.68 12.23 + 3.08* 4.62 + 0.70#
Day 7 14.00 + 2.64 51.21 * 8.90* 9.38 = 1.43#
Day 14 13.79 = 2.22 47.73 £ 4.63* 19.93 + 2.42#
Day 21 23.94 = 2.59 56.13 * 4.48* 20.98 * 3.99#
(E) VFI (%)

Day 1 6.57 * 0.328 6.46 = 0.470 7.28 = 0.259
Day 7 6.45 = 0.228 6.59 = 0.374 6.63 = 0.191
Day 14 6.13 = 0.331 6.49 * 0.472 6.61 = 0.213
Day 21 7.19 = 0.338 6.82 = 0.496 6.57 + 0.470

Body mass index (BMI); specific rate of weight gain (SRWG); Energy intake (EI);
feed efficiency (FE); voluntary food intake (VFI). Significance: *PCOS vs Con-
trol, P < 0.05; #PCOS + Exercise vs PCOS, P < 0.05.

Table 2

Effects of moderate exercise on body composition (bioimpedance spec-
troscopy) and tissue and organ weight in control (n = 8), PCOS (n = 8), and
PCOS + Exercise (n = 8) rats. Data are expressed as mean = SEM and were
statistically analyzed by one-way ANOVA, followed by the Tukey test. Signifi-
cance: P < 0.05. *P < 0.05 - Ctrl vs. PCOS; #P < 0.05, PCOS + Exercise vs.
PCOS.

Control PCOS PCOS + Exercise

(A) Body composition

TBW (ml) 102.0 * 2.32 120.0 + 3.07* 103.1 + 3.60#
ECF (ml) 46.57 = 0.84 51.33 * 1.13* 46.76 = 1.12#
ICF (ml) 54.99 *= 1.66 69.61 = 1.92* 60.40 *= 2.55#
FFM (g) 137.80 = 3.10 164.50 = 4.20* 142.80 * 4.92#
FM (g) 82.39 = 3.15 70.23 = 2.88* 59.59 * 1.91#
(B) Tissues and organs (g/100 g)

Retroperitoneal 1.66 = 0.349 0.80 + 0.132* 0.67 + 0.126
POAT 1.57 + 0.301 0.94 = 0.150* 1.12 + 0.082
BAT 0.08 + 0.013 0.07 + 0.007 0.24 + 0.032#
Gastrocnemius 1.236 + 0.024 1.23 + 0.026 1.353 + 0.025#
Uterus 0.165 = 0.008 0.060 = 0.002* 0.075 * 0.003#
Ovary 0.045 = 0.002 0.064 = 0.003* 0.053 + 0.006

Total water body (TWB); extracellular fluid (ECF); intracellular fluid (ICF); fat-
free mass (FFM); fat mass (FM); brown adipose tissue (BAT); peri-ovarian adi-
pose tissue (POAT). Significance: *PCOS vs Control, P < 0.05; #PCOS + Exer-
cise vs PCOS, P < 0.05.

45]. Moderate physical exercise caused a reduction of both parameters,
corroborating the results found for body weight.

BMI reflects the ratio between body weight and the length of the an-
imals. We observed that PCOS rats began to gain more weight after day
14, but this was not sufficient for altering BMI and Lee index between
PCOS and control group. Despite obesity being a highly prevalent con-
dition in women with PCOS, BMI is not the best marker of the condi-

Life Sciences xxx (xxxx) 121754

tion, presenting several limitations, such as the fact that it is not repre-
sentative of body fat distribution or the degree of adipose tissue dys-
function [46].

Regarding nutritional parameters, we observed an increase in en-
ergy intake, accompanied by increased feed efficiency. This can be ex-
plained by the impairment of the satiety regulation associated with
PCOS. Satiety involves complex signaling between the gastrointestinal
tract, adipose tissue and hypothalamus, and other stimuli [48]. In
women with PCOS, hyperandrogenism, and hyperinsulinemia, as well
as the excess visceral adipose tissue, can alter the secretion and signal-
ing of leptin, an inhibitor of food intake secreted by adipose tissue.
Moreover, the secretion of gastrointestinal hormones and microbiota
can be altered in this syndrome, causing impairment of food intake con-
trol [48,49] In contrast, rats in the PCOS + Exercise group had a
marked decrease in energy intake and feed efficiency, which can be due
to moderate exercise effects in appetite regulation, which include sup-
pressing ghrelin caused by blood redistribution, cytokine release,
changes in plasma glucose and insulin concentration, regulation of au-
tonomic nervous system (ANS) activity, and muscle metabolism that in-
creases anorexigenic signals by gastrointestinal hormones, such as pep-
tide tyrosine (PYY) and glucagon-like peptide 1 (GLP-1) [50]. Regard-
ing voluntary food intake (VFI), there was no difference between the
groups studied.

Regarding body composition, we observed that weight gain in rats
with PCOS in this study seems to be more related to an increase in total
body water (TBW), and fat-free mass (FFM), this last component is a re-
sult of all the lean mass, including TBW, muscle mass, and bone mass.
Muscle mass, as a component of FFM, may have increased because of
the bioavailability of testosterone caused by the induction of PCOS by
letrozole, which acts to prevent the conversion of testosterone into
estradiol. Testosterone has anabolic actions in muscles, contributing to
increasing muscle mass [44,51,52]

In the PCOS group, the increase in FFM was like the findings of pre-
vious studies [53-55]. However, we observed a marked increase specif-
ically in the TBW component of the PCOS group, as well as in the intra-
cellular compartment. Previous data about women with PCOS do not
indicate an increase in TBW, ECF, and ICF [56], and there is limited
data available from the evaluation of experimental models of PCOS.

Mechanisms that can explain the increase in TBW in PCOS animals
are yet poorly understood, but a study by Johannsson et al. [57] sug-
gests that testosterone-increased bioavailability may augment, or estra-
diol may attenuate the anti-natriuretic actions mediated by growth hor-
mone (GH). In this study, treatment of hypopituitary with testosterone
caused an increased ECW. These differences are more evident when
comparing men's and women's body composition, being the first char-
acterized by an increased FFM. Thus, the increase in this study can be
due to increased androgen hormones.

In this study, rats with PCOS had a decrease in fat mass and WAT
weight, probably due to the increase in FFM and possibly energy expen-
diture. It is important to mention that women with PCOS can have a
dysfunction in the endocrine and metabolic functions of adipose tissue
and skeletal muscle [58-60]. Also, fat distribution is a relevant aspect,
because visceral adiposity is a more inflammatory condition, which in-
creases the risks of chronic diseases [60].

In the PCOS + Exercise group, we observed no increase in TBW, but
there was an increment in FFM, which can be due to exercise's effect on
muscle hypertrophy [25]. These results were supported by the increase
in gastrocnemius weight observed in this group, showing a muscle mass
gain. This was not observed in the PCOS group.

In the PCOS group, some other alterations occurred, such as a reduc-
tion in the uterus and an increase in ovarian weight. The ovary is also
an endocrine organ that produces estrogens, androgens, progesterone,
and some other hormones that regulate uterus morphology and func-
tions [61]. Exercise training prevents ovarian increase and minimized
uterus weight reduction in the PCOS + Exercise group. Exercise affects
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Table 3

Life Sciences xxx (xxxx) 121754

Effects of physical exercise on GSH (NPSH/mg), SOD (U), Nitrite (uM), MDA (nmol/g), and MPO (U/mg) levels of the brown adipose tissue and peri-ovarian adi-
pose tissue in control (n = 10), PCOS (n = 10) and PCOS + Exercise (n = 10) rats. Data are expressed as mean *+ SEM and were statistically analyzed by one-
way ANOVA, followed by the Tukey test. Significance: P < 0.05. *P < 0.05 — Ctrl vs. PCOS; #P < 0.05, PCOS + Exercise vs. PCOS.

GSH SOD Nox MDA MPO
(ngGSH/g tissue) (USOD/g tissue) (uM) (nmol/g) (U/mg)
(A) Brow adipose tissue
Control 54.39 + 5.85 1.33 + 0.09 467.30 + 51.79 920.3 + 201.8 0.45 + 0.18
PCOS 33.71 * 8.48 1.14 + 0.23 581.60 = 29.14 1751 = 75.97* 1.26 = 0.15*
PCOS + Exercise 54.71 + 13.95 1.69 + 0.05* 426.80 + 23.09% 503.3 = 64.97% 0.66 = 0.12#
(B) Peri-ovarian adipose tissue
Control 51.17 + 9.21 2.41 = 0.20 199.0 + 24.54 5229 + 89.12 0.06 = 0.03
PCOS 16.28 + 4.32* 1.75 + 0.05* 129.0 = 7.1% 834.6 = 64.80* 0.04 + 0.01
PCOS + Exercise 9.49 + 2.08 1.34 + 0.10 60.72 + 14.04% 316.7 = 50.49% 0.06 + 0.01

Data are expressed as mean + (SEM) and were statistically analyzed using the one-way ANOVA test, followed by the Tukey test. Significance: *P < 0.05 PCOS vs

Control, P < 0.05; #PCOS + Exercise vs PCOS.
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Fig. 4. Intraperitoneal Glucose Tolerance Test in control (n = 9), PCOS

(n = 9), and PCOS + Exercise (n = 9) rats. Data expressed as mean + SEM.
No difference was observed between all groups.

ovulation probably via modulation of the hypothalamic-pituitary-
ovarian (HPO) axis due to increased activity of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis [62].

An interesting phenomenon occurred in the PCOS + Exercise
group, which was a BAT weight increase. Brown adipose tissue (BAT) is
an endocrine organ and is the primary site for adaptive nonshivering
thermogenesis to generate heat under cold stress in mammals, which
can be activated by diet, cold exposure, and exercise [63,64]. This tis-

sue secretes adipokines that act on WAT, pancreas, bone, liver, heart,
brain, vascular, and immune system homeostasis [64].

Brown adipose tissue is low in content and activity in adults and can
mediate thermogenesis by elevating the expression of uncoupling pro-
tein 1 (UCP1) [65] promoting systemic metabolic homeostasis through
cytokines such as adiponectin and fibroblast growth factor 21 (FGF21)
[66]. In this sense, thermogenesis through adipose tissue is an impor-
tant link in energy metabolism that can improve the occurrence and de-
velopment of a variety of metabolic diseases by regulating mitochondr-
ial function [67]. In addition, studies have reported that BAT levels are
reduced in PCOS patients and that BAT thermogenesis is inversely cor-
related with androgen levels [68]. The increase and activation of BAT
may serve as a promising strategy for the treatment of metabolic dis-
eases such as PCOS.

In the analysis of rat thermography, we observed a significant in-
crease in body temperature on the back, which is the BAT location, in
the PCOS + Exercise group, probably promoted by the exercise-
induced BAT activation. Moreover, BAT also raises thermogenic capac-
ity and elevates energy expenditure. Yao et al. [69] observed that
brown adipose tissue transplantation in animal models significantly
regulated menstrual cycles, promoted glucose homeostasis, improved
insulin sensitivity, and reversed infertility and PCOS metabolic abnor-
mality.

Adipose tissue dysfunction is a common aspect of the PCOS pheno-
type [36]. Hyperglycemia, hyperinsulinism, and chronic low-grade in-
flammation can contribute to the manifestation of oxidative stress in
this syndrome [70]. In our study, we verified that rats with PCOS had
an increase in pro-oxidant markers (Nox, MDA concentrations, and
MPO activity) in BAT and WAT, as well as a reduction in antioxidant
markers (SOD activity and GSH concentrations).

Therefore, although the induction of PCOS caused a reduction in
body fat in the rats, there seemed to be a dysfunction in the adipose tis-
sue, characterized by increased oxidative stress. Chen, Xu, and Zang
[71] also found an increase in MDA, with a reduction in glutathione
peroxidase (GPx) and SOD activity in visceral adipose tissue of PCOS
women. Oxidative stress in PCOS contributes to impaired insulin cas-
cade signaling, hyperandrogenism, and damage to ovarian functions in
this syndrome [72].

Exercise caused the reduction of Nox and MDA concentrations and
MPO activity, simultaneously with higher SOD activity in the BAT of
the PCOS + Exercise group. Also, there was a significant reduction in
Nox and MDA concentrations in the WAT of the PCOS + Exercise
group. Moderate exercise modulates immunological and mitochondrial
functions, and upregulates antioxidant system activity, being previ-
ously associated with improvement in oxidative stress in women with
PCOS [20].

In conclusion, we found that the moderate physical exercise proto-
col was able to improve body composition, nutritional parameters, and
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Fig. 5.
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biomarkers of oxidative stress in BAT and WAT induced by PCOS. In-
creased oxidative stress may cause ovarian dysfunction in PCOS pa-
tients, and can contribute to anovulation, besides playing an important
role in pathogenesis. Although the underlying mechanisms have not yet
been fully elucidated, it is evident that oxidative stress plays a role in
the pathogenesis of PCOS. Thus, our results suggest that physical exer-
cise has protective and antioxidant properties in PCOS. Thus, in Fig. 5,
we show the schema that summarized the principal results of the study.

5. Perspectives and limitations

PCOS is a very prevalent disease worldwide. In this sense, the search
for therapies that can improve the quality of life of women is very im-
portant. Thus, exercise plays a fundamental role, favoring the mainte-
nance of weight control and body composition. In this sense, this study
has as a future perspective the deepening of cellular and molecular
mechanisms by which exercise can be beneficial for women with PCOS.
In addition, it is important to understand how PCOS can affect not only
the reproductive system but also other physiological systems such as
gastrointestinal functions, with this system being the focus of future
studies. The study has as a limitation the fact that it only investigated
the protective effect of exercise and not the effect of treatment, of PCOS
already present. In this sense, new protocols should be suggested to
study the role of exercise after induction, where it will be possible to
identify the benefits of regular exercise practice in the presented para-
meters. Furthermore, the development of PCOS can have several etiolo-
gies and, therefore, there is a limitation in the translation of the results
obtained.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.1fs.2023.121754.
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