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“Você pode me disparar com suas palavras, 

pode me cortar com seus olhos, 

pode me matar com seu ódio, 

mas, ainda assim, como o ar, 

eu me levantarei.  
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Resumo 

Introdução: O sedentarismo e a alta ingesta calórica contribuem com o aumento 

das taxas de obesidade mundial e a literatura tem buscado alternativas não-

medicamentosas para auxiliar no combate à essa epidemia. Nesse cenário, o 

treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) e a alimentação intermitente 

(AI) surgem como possíveis aliados com resultados expressivos quando 

observados isoladamente. O presente estudo, tem como objetivo observar a 

interação desses dois protocolos e os seus efeitos sobre a performance de nado, 

a morfologia e a bioquímica de adipócitos, bem como o comportamento alimentar 

de ratos Wistar machos. 

Metodologia: Foram utilizados 74 ratos Wistar machos com 60 dias de idade, 

divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: (C) controle sedentário, 

(EX) controle exercitado, (AI) alimentação intermitente e (AIEX) alimentação 

intermitente + exercício. Os grupos foram submetidos a 8 semanas de 

tratamento. Foram analisados a capacidade máxima de nado, o comportamento 

alimentar, a morfologia e marcadores bioquímicos dos adipócitos.  

Resultados: Os grupos que realizaram treinamento apresentaram maior tempo 

de nado na comparação entre grupos no teste final, contudo, somente o grupo 

AIEX apresentou melhor performance de nado quando comparado ao seu 

momento inicial (Antes: AIEX: 134.15 ± 25.49 s; Depois: AIEX: 168.5± 46.22 s). 

Como esperado, o grupo AI desenvolveu comportamento hiperfágico e apesar 

do treinamento sozinho ter atenuado a ingesta alimentar, quando associado a 

alimentação intermitente, esse benefício foi perdido (C: 9.22 g ± 1.98; EX: 6.44 

g ± 1.74; AI: 15.11 g ± 2.71; AIEX: 13.55 g ± 3.24). Os grupos exercitados 

apresentaram uma maior quantidade de células adiposas na mesma área (C: 

306.75 ± 57.86; EX: 733 ± 102.37; AI: 404.25 ± 21.17; AIEX: 809.5 ± 178.09), 

além disso, os grupos exercitados, sobretudo o AIEX apresentaram maior 

marcação (CD31) para formação de vasos (C: 0.0162 ± 0.001; EX: 0.032 ± 0.003; 

AI: 0.0147 ± 0.002; AIEX: 0.0647 ± 0.009). A quantificação de UCP1 foi maior 

nos grupos exercitados, sobretudo no grupo AIEX.  

Conclusão: O treinamento tem um impacto significativo no aumento da 

performance de nado bem como na morfologia e bioquímica dos adipócitos. A 
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associação entre AI e exercício apresenta um efeito potencializador desses 

achados. O HIIT induziu ao processo de Browning, o qual foi determinado pelo 

aumento da angiogênese e dos níveis de UCP1. Este processo também foi 

potencializado pela associação entre os protocolos. O comportamento alimentar 

foi alterado pela AI e atenuado pelo HIIT, contudo a associação entre os dois 

protocolos não reduziu a hiperfagia. 
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Abstract 

Introduction: The sedentary lifestyle and high caloric intake contribute to the 

increase in obesity rates worldwide and literature has sought non-medicinal 

alternatives to help combat this epidemic. In this scenario, high-intensity interval 

training (HIIT) and intermittent feeding (AI) emerge as possible allies with 

significant results when observed separately. The present study aims to observe 

the interaction of these two protocols and their effects on the swimming 

performance, morphology, and biochemistry of adipocytes, as well as the feeding 

behavior of Wistar male rats.  

Methodology: For the study, 74 Wistar male rats aged 60 days were used and 

randomly divided into 4 experimental groups: (C) sedentary control, (EX) 

exercised control, (AI) intermittent feeding, and (AIEX) intermittent feeding + 

exercise. The groups underwent 8 weeks of treatment, depending on the 

assigned group. Maximal swimming capacity, feeding behavior, adipocyte 

morphology, and also their biochemistry markers were analyzed. 

Results: The groups that performed training showed longer swimming time in the 

comparison between groups in the final test, however, only the AIEX group 

showed better swimming performance when compared to its initial time (Before: 

AIEX: 134.15 ± 25.49 s; After: AIEX: 168.5± 46.22 s). As expected, the AI group 

developed hyperphagic behavior and although training alone attenuated food 

intake, when associated with intermittent feeding, this benefit was lost (C: 9.22 g 

± 1.98; EX: 6.44 g ± 1.74; AI: 15.11 g ± 2.71; AIEX: 13.55 g ± 3.24). The exercised 

groups showed a greater amount of fat cells in the same area (C: 306.75 ± 57.86; 

EX: 733 ± 102.37; AI: 404.25 ± 21.17; AIEX: 809.5 ± 178.09), moreover, the 

exercised groups, especially AIEX that showed greater marking of vessel 

formation (C: 0. 0162 ± 0.001; EX: 0.032 ± 0.003; AI: 0.0147 ± 0.002; AIEX: 

0.0647 ± 0.009). The level of UCP1 was quantified and the exercised groups 

showed higher levels of this protein, especially the AIEX group. 

Conclusion: Training has a significant impact on swimming performance 

increase as well as on the morphology and biochemistry of adipocytes. The 

association between AI and exercise has a potentiating effect on these findings. 

HIIT induced the browning process, which was determined by increased 
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angiogenesis and UCP1 levels. This process was also enhanced by the 

association between the protocols. Eating behavior was altered by AI and 

attenuated by HIIT, however the association between the two protocols did not 

reduce hyperphagia. 
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Lista de Abreviações 

AgRP: proteína relacionada à agouti 

AI: alimentação intermitente 

AIEX: alimentação intermitente + exercício 

AKT: proteína quinase B 

ARC: núcleo arqueado do hipotálamo 

C: controle sedentário 

CART: transcrição regulada por cocaína e anfetamina  

CD31: cluster de diferenciação 31 

cDNA: ácido desoxirribonucleico complementar 

COX: ciclooxigenase 

COX IV: ciclooxigenase subunidade IV 

COX X: ciclooxigenase subunidade X 

CREB: proteína de ligação em resposta ao AMP cíclico 

DAB: diamino benzidina  

DMH: núcleo dorsomedial do hipotálamo 

EX: controle exercitado 

FlT1: receptor 1 do fator de crescimento endotelial vascular 

HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade (High Intensity Interval Training) 

IMC: índice de massa corporal 

JAK: janus quinase 

KDR: receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular 

LHA: área lateral do hipotálamo 

mRNA: ácido ribonucleico mensageiro 



13 
 

NPY: neuropeptídeo Y 

NRF1: fator respiratório nuclear 1 

PECAM1: molécula de adesão celular endotelial plaquetária 

PFA: paraformaldeídeo 

PGC1α: coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de 

peroxissomo 

POMC: proopiomelanocortina 

PRMD-16: domínio PR contendo 16 

PVN: núcleo paraventricular hipotalâmico 

RC: restrição calórica 

RNA: ácido ribonucleico 

RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 

SIRT1: sirtuína 1 

STAT3: transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 

Tie-1: tirosina quinase com “tipo imunoglobulina” com “tipo EGF domínio 1” 

Tie-2: tirosina quinase com “tipo imunoglobulina” com “tipo EGF domínio 2” 

Tris-EDTA: trisaminometano com ácido edetético 

UCP-1: proteína desacopladora 1 

VEGF: fator de crescimento endotelial vascular 

VMH: núcleo ventromedial hipotalâmico 

VO2max: consumo máximo de oxigênio 
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1 INTRODUÇÃO 

 A inatividade física é considerada um dos males da atualidade bem como 

um dos fatores responsáveis pelo surgimento de diversas doenças crônicas, 

como por exemplo: obesidade, hipertensão, diabetes, doenças articulares, 

dentre outras (WARBURTON; NICOL; BREDIN, 2006). Sendo a obesidade 

classificada como uma doença crônica não transmissível, atualmente, é 

considerada epidemia global, capaz de aumentar em 20 a 30% o risco de morte 

em adultos. Além disso, a obesidade representa um gasto importante aos cofres 

públicos com despesas em tratamentos às suas comorbidades (CATENACCI; 

HILL; WYATT, 2009). 

 Somente no Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde, existe uma 

prevalência de pessoas obesas na faixa 22,4% da população, 47,2% dos 

brasileiros possuem uma prática insuficiente de atividades físicas e 14,9% da 

população encontra-se em inatividade física. Apesar de ter se mantido estável 

nos últimos anos, o Brasil apresenta um aumento de 60% de prevalência da 

obesidade na população nos últimos dez anos (“Vigitel Brasil 2006-2020”, “Vigitel 

Brasil 2021”). 

 Frente a esse quadro de epidemia global, faz-se necessário a criação de 

estratégias eficientes para o enfrentamento da obesidade. Uma das estratégias 

que está bem consolidada na literatura é a prática regular de exercícios físicos. 

Prestigiadas instituições como a World Health Organization recomendam, para 

pessoas adultas, a prática de ao menos 150 a 300 minutos de atividade aeróbica 

de intensidade moderada ou 75 a 150 minutos de atividade aeróbica intensa por 

semana e além disso, a redução do tempo gasto em inatividade, com a finalidade 

de manutenção de um perfil de vida saudável (GARBER et al., 2011; WHO, 

2010). 

 Sabendo-se que a prática de exercícios é de importância fundamental na 

manutenção da saúde (ASCENSÃO; FERREIRA; MAGALHÃES, 2007), um 

programa de treinamento regular pode contribuir para a redução do peso 

corporal e o controle de outros fatores de risco, como por exemplo, glicemia 

alterada, hipertensão sistêmica e dislipidemia. Fatores como intensidade, tipo e 
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volume do exercício proposto são de extrema importância para que se alcance 

os benefícios relatados (VANHEES et al., 2012). 

1.1 Exercício e treinamento 

Atividade física é definida como qualquer movimento corporal produzido 

pelos músculos esqueléticos e que envolva um gasto energético acima do basal. 

Por outro lado, o exercício físico se caracteriza pela aplicação da atividade física 

de forma planejada, estruturada e repetitiva, com o objetivo de melhora da 

aptidão física (FLETCHER et al., 1996). Quando o exercício é praticado de forma 

planejada e consecutiva, é chamado de treinamento e o mesmo pode ser 

classificado de diferentes maneiras a depender dos objetivos propostos. Além 

disso, é possível ainda outras subdivisões com base na duração e intensidade 

(WINTER; FOWLER, 2009). 

Dentre os métodos de treinamento capazes de promover melhoras 

significativas na capacidade cardiorrespiratória e nos indicadores de 

performance, o endurance ou treinamento contínuo é aquele estudado há mais 

tempo e que comprovadamente promove adaptações positivas nos indicadores 

supracitados (MILANOVIĆ; SPORIŠ; WESTON, 2015; SHARMA et al., 2013). 

De forma simplificada, podemos definir o endurance como eventos com duração 

entre 5 e 240 minutos e que apresentem intensidade entre 65 e 100% do VO2max 

(JONES; CARTER, 2000). 

 A literatura mostra que um protocolo de endurance conduzido por apenas 

duas semanas em homens saudáveis é capaz de gerar importantes adaptações 

como o aumento da performance dos sujeitos envolvidos. Este fato, segundo 

Gibala et al. (2006), se dá em função de alterações positivas no metabolismo 

oxidativo do musculo esquelético, com melhora significativa da função 

mitocondrial vista pelo aumento da atividade da COX e também do aumento do 

conteúdo proteico das subunidades COX X e COX IV. 

 Apesar dos diversos benefícios apontados pela prática regular de 

exercícios físicos, uma das principais barreiras à aderência a um programa de 

exercícios, tanto para pessoas inativas quanto àquelas que já se exercitam 

regularmente é a falta de tempo (HASAN; SHARIF; JAHAN, 2023). Uma das 

formas de sobrepujar essas barreiras se dá a partir da utilização de modelos de 
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treinamento que apesar de apresentarem menor volume total, e com isso, menor 

tempo de execução, ainda apresentem resultados equivalentes aos modelos de 

maior volume e duração. Dentre esses modelos, o Treinamento Intervalado de 

Alta Intensidade (HIIT), foi o que mais se popularizou entre os praticantes 

(GIBALA; JONES, 2013). 

Diversos protocolos de HIIT veem sendo utilizados na literatura, sendo 

que o mais difundido foi proposto por Tabata et al. (1996) e consiste na utilização 

de um estímulo de 170% do VO2max por 20 segundos, seguido de recuperação 

passiva de 10 segundos, perfazendo um total de 7 a 8 séries, conseguindo, 

dessa maneira, melhoras na capacidade aeróbica máxima e capacidade 

anaeróbica, concomitantemente. 

 A eficiência do HIIT é comparável ao do treinamento de endurance para 

variáveis como VO2max como pode ser observado na Tabela 1. Crianças obesas 

submetidas aos dois protocolos apresentaram melhoras semelhantes tanto nos 

valores de pico de VO2 relativo, quanto no VO2max; além disso, houve melhora 

no tempo máximo de exercício e na velocidade de pico. Esses desfechos 

demonstram que os dois protocolos são eficientes ao promover alterações 

metabólicas e de performance positivas nos indivíduos (CORTE DE ARAUJO et 

al., 2012). 

Tabela 1 - Efeito do Treinamento na Performance 

 

Efeitos do Treinamento de Endurance (ET) e do Treinamento Intervalado de Alta Intensidade 

(HIT) sobre os parâmetros de fitness respiratório. A: VO2 de pico (L/min); B: VO2 (ml/kg/min). 

Resultados após 12 semanas de treinamento. Adaptado de (CORTE DE ARAUJO et al., 2012) 
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 Já há algum tempo, estudos que se utilizaram do HIIT vêm demonstrando 

que esse modelo de treinamento é eficiente em promover aumento dos 

indicadores de performance em diferentes populações. Lee et al. (2021) 

demonstraram que apenas 4 semanas de treinamento aumentou a força 

desenvolvida e a velocidade do teste de corrida em jovens mulheres sedentárias.  

Em idosos sedentários, Knowles et al. (2015) demonstraram que o treinamento 

intervalado de alta intensidade aumentou a capacidade aeróbica máxima. 

 Sendo considerado eficiente em promover a saúde metabólica de seus 

praticantes (KHALAFI; SYMONDS, 2020), é possível aplicar o HIIT como uma 

alternativa não medicamentosa no auxílio do tratamento da diabetes tipo 2, 

doença conhecidamente metabólica. O HIIT realizado por 8 semanas foi capaz 

de alterar valores de glicemia, bem como a função das células beta de 

diabéticos. Além da glicemia, outros marcadores característicos da diabetes tipo 

2 também foram significativamente melhorados, como pressão sanguínea, 

sensibilidade à insulina e a massa de gordura abdominal, fatores que por si 

próprios, já garantiriam uma melhor qualidade do quadro de saúde desses 

pacientes (MADSEN et al., 2015). 

 Além das alterações de performance e metabólicas, uma das mais 

importantes promovida pelo HIIT é a alteração antropométrica, como observado 

por Trapp et al. (2008). Estes autores demonstram que o treinamento intervalado 

de alta intensidade foi capaz de reduzir a massa gorda total e a gordura 

abdominal central de jovens mulheres. Outro importante achado é que, além de 

promover mudanças positivas na antropometria, o HIIT também é capaz de 

promover o remodelamento dos adipócitos, inclusive com desfechos mais 

proeminentes que o treinamento de endurance. Animais submetidos a esse 

protocolo de treinamento apresentaram maior alteração dos fatores ligados ao 

processo de “Browning”, aumentando a expressão gênica das proteínas Domínio 

PR contendo 16 (PRMD-16), importante co-regulador de transcrição de 

adipócitos marrons e UCP1, o que demonstra que esse modelo de treinamento, 

pode ser um forte aliado no combate à obesidade (KHALAFI et al., 2020). 

 O exercício não é a única estratégia não-medicamentosa para o 

enfrentamento da obesidade, diferentes propostas dietéticas emergem nesse 
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horizonte, então nada mais natural do que buscar a associação entre essas 

propostas. A associação entre o HIIT e a restrição calórica, vem ganhando 

destaque nos últimos anos. Batitucci et al. (2022) observaram que a associação 

dos protocolos de HIIT e alimentação intermitente, realizada por mulheres jovens 

e obesas por 8 semanas, foi capaz de gerar alterações positivas na composição 

corporal, reduzindo o índice de massa corporal (IMC), peso corporal, medidas 

de circunferências da cintura, abdômen e quadril, além de reduzir a massa gorda 

em níveis maiores do que nos grupos submetidos somente a alimentação 

intermitente ou ao HIIT. 

1.2 Restrição calórica e alimentação intermitente 

 Amplamente discutida, a restrição calórica (RC) é definida como a 

redução da ingestão de calorias, sem desnutrição (MCCAY et al., 1939). É 

possível perceber que diferentes modelos de restrição calórica são utilizados 

pela literatura. Como exemplo há o Limite Diário, em que se observa o consumo 

de alimentos de um grupo controle com alimentação ad libitum e calcula-se uma 

porcentagem fixa para a quantidade de alimentos ofertados ao grupo 

experimental; há também a Alimentação Intermitente (AI) ou mais conhecido 

como Every Other Day, em que tanto o grupo controle quanto o grupo 

experimental recebem alimentação ad libitum, porém, o grupo experimental é 

submetido a alternâncias de dias de alimentação e dias de jejum; e por último há 

um modelo que combina os dois anteriores, em que os animais do grupo 

experimental são submetidos a dias de jejum e nos dias de alimentação, existe 

um controle da quantidade de comida ofertada (ANSON; JONES; DE CABO, 

2005). 

 Estudados há décadas, os benefícios da restrição calórica são amplos, 

sendo que o mais proeminente é o aumento da longevidade (Figura1) de 

diversas formas de seres vivos, sendo que os estudos em ratos têm maior 

proeminência (CARLSON, 1945; MCCAY et al., 1939). A restrição de calorias 

atenuou alterações nas junções neuromusculares esqueléticas destes animais, 

o que se traduziu em diminuição e também em reversão de danos causados pelo 

envelhecimento no sistema nervoso (VALDEZ et al., 2010). Outro aspecto 

relacionado ao envelhecimento, o déficit de cognição, também foi reduzido em 

resposta a um protocolo de restrição calórica (YANG et al., 2014). 
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Figura 1 - Curva de sobrevivência de ratos machos (A) e fêmeas (B) após restrição calórica. 

Adaptado de: (MCDONALD& RAMSEY, 2010). 

 O aumento da longevidade pode estar atrelado a biogênese mitocondrial 

e a restrição calórica é capaz de promover o aumento da expressão de mRNA 

de fatores de transcrição como PGC1α e NRF1 que estão diretamente ligados 

ao metabolismo e atividade mitocondrial e também a SIRT1, que é um fator 

transcricional ligado ao aumento da longevidade (NISOLI et al., 2009). 

 Ao longo do tempo, diversos estudos surgiram demonstrando como a 

Alimentação Intermitente era capaz de gerar alterações morfológicas positivas 

em roedores, reduzindo seu peso corporal e o conteúdo de massa gorda 

(GOTTHARDT et al., 2016). Contudo, durante muito tempo, as pesquisas 

envolvendo a alimentação intermitente em humanos, estavam restritas ao 

modelo referente ao Ramadan, período pelo qual o povo muçulmano estabelece 

períodos de jejum alternado e com cunho religioso (CHAOUACHI et al., 2009; 

HARDER-LAURIDSEN et al., 2017). Entretanto, recentemente, emergiram 

diversos estudos que foram eficientes em demonstrar os efeitos benéficos da 

Alimentação Intermitente em humanos, sobretudo nas modificações 

antropométricas, como o estudo conduzido por Domaszewski et al. (2020). Estes 

autores demonstraram que mulheres idosas submetidas a um protocolo de 

alimentação intermitente reduziram não somente o IMC, como também o 

percentual de gordura sem redução da massa magra. 

Como já mencionado previamente, quando associada ao exercício físico, 

a restrição de calorias pode ter alguns de seus efeitos benéficos potencializados, 

como por exemplo, a redução da incidência de tumorigênese em ratos 
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(KRITCHEVSKY, 1990), além de promover a otimização do metabolismo de 

lipídios e diminuição do dano gerado pelo estresse oxidativo (RODRÍGUEZ-BIES 

et al., 2010). Nosso grupo vem demonstrando o efeito da RC associada ao 

treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT). Real-Hohn et al. (2018) 

demostraram que a AI associada ao HIIT promove uma maior atividade das 

enzimas ligadas ao metabolismo glicolítico, assim como maior acoplamento 

mitocondrial, promovendo uma melhora significativa no metabolismo energético, 

traduzida em aumento de performance dos animais. Outros autores como 

Sharma et al. (2013) também demonstraram que a restrição calórica quando 

aliada ao exercício é capaz de aumentar a captação de glicose nos músculos 

com predominância de fibras glicolíticas, e também a fosforilação de AKT, que é 

uma proteína ligada aos processos de inibição de apoptose e regulação 

metabólica. 

 Por outro lado, apesar dos diversos benefícios comprovados, alguns 

estudos têm apontado para a presença de efeitos adversos da aplicação do 

protocolo de alimentação intermitente, como por exemplo: a absorção de glicose 

foi afetada negativamente em jovens mulheres saudáveis, após somente 3 

semanas de aplicação do protocolo de AI (HEILBRONN et al., 2005). Resultado 

semelhante foi encontrado em um estudo conduzido com ratos Sprague-Dawley, 

no qual após 32 semanas de Alimentação Intermitente, os ratos apresentaram 

não somente essa alteração negativa na resposta à glicose, como também 

aumento do desbalanço redox (CERQUEIRA, 2012). 

 Contudo, os resultados adversos que mais chamaram atenção foram 

observados por Munhoz et al. (2020) de forma que um protocolo de 12 semanas 

de AI em ratas fêmeas levou ao desenvolvimento de um comportamento 

hiperfágico, causando até mesmo aumento do tamanho do estômago desses 

animais. Chausse et al. (2014b) após um protocolo de apenas 3 semanas de AI, 

aplicado em ratos machos também observaram comportamento hiperfágico. 

Dessa forma, os animais comeram nas duas horas imediatamente após a oferta 

de alimento, o equivalente a 50% do total consumido no dia. Esses autores 

demonstraram que a mudança no comportamento alimentar dos animais, veio 

acompanhada de alterações nos neurotransmissores controladores das vias 

orexigênicas, com o aumento da expressão de mRNA desses 
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neurotransmissores como o neuropeptídeo Y (NPY) e proteína relacionada à 

agouti (AgRP). 

 Esses resultados indicam que a AI pode afetar o controle alimentar de 

ratos, esse controle é realizado por um complexo sistema que tem como principal 

regulador o cérebro. Este delicado sistema depende da capacidade do cérebro 

de captar, interpretar e integrar os diferentes sinais do balanço energético do 

corpo e como o corpo responderá através do consumo de alimentos, 

metabolismo e gasto energético (WILLIAMS et al., 2001). 

 Esses diferentes sinais se originam em múltiplas regiões do corpo; como 

por exemplo no estômago, com a produção de grelina, no tecido adiposo com a 

produção de leptina, dentre outros. Esses sinais se integram no hipotálamo, 

principal agregador desse complexo mecanismo, com a produção de diversos 

neurotransmissores que atuarão na interpretação dos sinais de fome e 

saciedade (ABDALLA, 2017). 

Esses sinais guiarão não somente as ações de alimentação e gasto 

energético, como os múltiplos aspectos da homeostase energética. Com o 

avanço na compreensão dos mediadores e dos componentes neurais 

reguladores tanto do peso corporal quanto do processo de ingesta, foi possível 

caracterizar os diferentes centros neurais do hipotálamo, bem como os grupos 

neuronais responsáveis pelo controle dos processos orexigênicos e 

anorexigênicos, sempre em resposta às alterações no balanço energético 

(WILLIAMS et al., 2001). 

Os centros funcionais ou núcleos do hipotálamo são responsáveis por 

abrigar grupos de neurônios que irão secretar importantes neurotransmissores 

controladores do mecanismo de fome/saciedade e do gasto energético. O núcleo 

arqueado (ARC) é o de ação mais proeminente e com o maior arcabouço para 

os neurônios responsáveis pela expressão dos neurotransmissores NPY e AgRP 

e em antagonismo a proopiomelanocortina (POMC) e a transcrição regulada por 

cocaína e anfetamina (CART). Apesar de sua elevada importância no controle 

alimentar, o ARC vai atuar em sinergismo com outros núcleos hipotalâmicos 

como o núcleo paraventricular (PVN), núcleo dorsomedial (DMH), núcleo 
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ventromedial (VMH) e a área hipotalâmica lateral (LHA), todos atuando em maior 

ou menor escala na homeostase energética (Figura 2) (WILLIAMS et al., 2001). 

 

Figura 2 – Alvos hipotalâmicos da leptina, grelina e insulina. Adaptado de FOSTER-
SCHUBERT; CUMMINGS, (2006) 

Esses núcleos hipotalâmicos são estimulados pelos difusos sinais 

recebidos, sendo que a leptina, hormônio sintetizado principalmente pelo tecido 

adiposo é o que tem maior participação nos intricados mecanismos de controle 

alimentar e de homeostase energética (KWON; KIM; KIM, 2016). Essas cascatas 

de sinalização irão, através de processos de ativação e fosforilação de segundos 
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mensageiros como os receptores JAK-STAT3, atuar tanto nos neurônios das 

vias orexigênicas quanto nos das vias anorexigênicas (SAHU, 2003). 

Essas cascatas serão ativadas a partir do recebimento de sinais acerca 

do estado energético do corpo e isso ocorrerá pela secreção de leptina nos 

adipócitos, da insulina pelo pâncreas e por peptídeos gastrointestinais, como a 

grelina. A ligação tanto da leptina quanto da insulina em seus receptores nos 

núcleos hipotalâmicos, desencadeará processos catabólicos, estimulando a 

expressão de neurotransmissores anorexigênicos, POMC; ao passo que a 

grelina terá efeito diretamente inverso, estimulando a atividade anabólico pelo 

aumento da expressão de neurotransmissores orexigênicos, NPY e AgRP 

(MORTON et al., 2006). Os neurônios, considerados de primeira-ordem, 

receberão esses sinais, em especial no hipotálamo, e vão se comunicar com 

neurônios de segunda-ordem tanto no hipotálamo quanto em outras áreas, 

modulando a ingesta e o gasto energético, contribuindo, assim, para a 

homeostase energética frente a estímulos hormonais (Figura 2) (FOSTER-

SCHUBERT; CUMMINGS, 2006). 

1.3 O tecido adiposo 

Sendo extremamente suscetível às adaptações geradas pelo treinamento 

e pela restrição de calorias, o tecido adiposo, por décadas, fora considerado 

apenas como um reservatório energético. Contudo, descobertas mais recentes, 

apontam que esse tecido exerce importantes funções regulatórias e endócrinas, 

secretando hormônios, citocinas e proteínas que, além de regularem o 

crescimento das demais células adiposas, também contribuem diretamente com 

o sistema endócrino. Sendo assim, hoje, o tecido adiposo é considerado um 

órgão endócrino (Figura 3) (TRAYHURN; BEATTIE, 2001; VÁZQUEZ-VELA; 

TORRES; TOVAR, 2008). 
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Figura 3- Vias sinalização das adipocinas. Adaptado de “Adipocytokine Signaling Pathway - 
Creative Diagnostics”. 

 Os mecanismos que envolvem a sua regulação são interligados de 

maneiras extremamente complexas e podem estar associados a estímulos β 

adrenérgicos, ao fluxo sanguíneo que chega diretamente aos adipócitos e ao 

nível energético do corpo. Esse intricado mecanismo regulatório constitui o que 

é conhecido na literatura como fisiologia integrativa do tecido adiposo (FRAYN 

et al., 2003). 

O tecido adiposo apresenta três variações em suas células: o tecido 

adiposo branco (Figura 4A), que tem como principal função o armazenamento e 

fornecimento de substrato energético, além disso, esse grupo celular está ligado 

a produção hormonal, função imune e contribui na arquitetura tecidual. O tecido 

adiposo marrom (Figura 4B) que devido à grande presença de mitocôndrias em 

sua matriz, desempenha papel importante na termorregulação; papel esse 

conduzido a partir de sua elevada expressão de UCP1, importante proteína 

desacopladora. Por último, porém não menos importante, o tecido adiposo bege 

(Figura 4C) surge a partir de um processo de adaptação sofrido pelas células do 

tecido adiposo branco (browning), que passam a apresentar características 

semelhantes às células do tecido marrom, como por exemplo: grande número 

de mitocôndrias e elevada expressão de UCP1 (STANFORD; GOODYEAR, 

2016; TRAN; KAHN, 2010). 
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Figura 4 - Os diferentes tipos de tecido adiposo. Corte histológico demonstrando os 3 diferentes 
tipos de tecido adiposo: (A) Tecido adiposo branco, (B) Tecido adiposo bege e (C) Tecido adiposo 
marrom. Adaptado de KEIPERT; JASTROCH, (2014) 

O tecido adiposo branco tem como principais funções metabólicas as 

atribuições de lipólise e lipogênese, que são controladas pelos sistemas 

endócrinos e neurais, garantido assim os níveis adequados e estáveis de 

reservas energéticas do corpo. Além disso, a leptina, principal hormônio 

secretado pelos adipócitos, atua, em conjunto com os neurônios do núcleo 

arqueado do hipotálamo, controlando a percepção de saciedade. Este hormônio 

também está envolvido em outras funções biológicas como a reprodução, 

angiogênese e controle pressórico (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). 

O tecido adiposo branco é capaz de secretar uma série de substâncias de 

grande importância biológica, conhecidas como adipocinas. As principais 

adipocinas secretadas pelo tecido adiposo são Interleucina-6, adiponectina, 

vaspina, fator de necrose tumoral alfa, resistina e leptina. Essas adipocinas são 

citocinas com variadas funções fisio-metabólicas que incluem a regulação do 

comportamento alimentar, o controle do metabolismo de carboidratos e lipídios, 

e, até mesmo a sensibilidade à insulina (Figura 3) (PROENÇA et al., 2014). 

Sendo exclusividade dos mamíferos, o tecido adiposo marrom tornou-se 

alvo de diversos estudos que investigavam novos tratamentos à obesidade, já 

que a sua principal função fisiológica, a termorregulação, depende de constante 

provimento de altas cargas de substratos energéticos (ROTHWELL, 1997).  

Sendo o mais importante e mais estudado sinalizador para o tecido 

adiposo marrom, a noradrenalina, controla não somente a termogênese através 

de uma série de diferentes cascatas, como também está atrelada aos processos 

de diferenciação, proliferação, maturação e apoptose dos adipócitos marrons 
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(NEDERGAARD; LINDBERG, 1979). Essas cascatas ativadas pelos estímulos 

adrenérgicos serão mediadas por diversos fatores, como por exemplo a ativação 

da Proteína Kinase A, que no adipócito marrom, irá fosforilar o fator de 

transcrição CREB; este por sua vez, dará início à transcrição de importantes 

genes que atuarão no controle da termogênese, sendo a UCP1, o principal 

(THONBERG et al., 2002).  

A UCP1 ou proteína desacopladora 1, faz parte de uma importante família 

de proteínas mitocondriais com função de carreamento de prótons. Essa função 

de carreamento de prótons está diretamente ligada a um importante co-fator: os 

ácidos graxos livres (Figura 5). Embora o mecanismo de ativação da UCP1 ainda 

não seja completamente compreendido, sabe-se que a presença de ácidos 

graxos livres ou derivados semelhantes, é essencial para sua ativação e função 

(KLINGENBERG et al., 1999). 

 

 

Figura 5 - Sistema de transporte da UCP1. Modelo de transporte de H+ mediada por ácido graxo 

livre e termogênese dependente de UCP1. Adaptado de FEDORENKO; LISHKO; KIRICHOK, 

(2012).  

Matthias et al. (2000) utilizando-se de adipócitos marrons isolados, 

provenientes de camundongos wild-type e camundongos geneticamente 

manipulados para não expressar UCP1, demonstraram que o estímulo 

adrenérgico gerado pela noradrenalina é capaz de estimular a termogênese nos 
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animais wild-type, contudo esse aumento não fora observado nos animais 

modificados (Figura 6). Estes dados demonstraram que a termogênese do tecido 

adiposo marrom é completamente dependente da presença de UCP1, fato esse 

que mostra a importância de se compreender ainda mais os mecanismos que 

envolvem a ação e ativação dessa proteína. 

 

Figura 6 - Ativação da termogênese dependente de UCP1. Consumo de oxigênio dos adipócitos 
marrons em resposta à adição de noradrenalina (A) ou de ácidos graxos (B). Adaptado de 
MATTHIAS et al., (2000). 

Apesar de apresentar as mesmas funções de termogênese ativada por 

UCP1, o tecido adiposo bege não pode ser considerado um tecido adiposo 

marrom tradicional. Existem diferentes proposições para a origem das células 

desse tecido, sendo que, as principais acreditam que os adipócitos beges podem 

ter sua origem tanto de células progenitoras de adipócitos, quanto pelo processo 

de transdiferenciação de adipócitos brancos em adipócitos bege (WU et al., 

2012; WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013). 

Pensar no tecido adiposo bege como uma possível estratégia ao combate 

à obesidade, já é uma realidade na comunidade científica, uma vez que, a 

quantidade de tecido adiposo marrom é diretamente proporcional ao gasto 

energético e em pessoas obesas, essa taxa costuma ser menor (KURYŁOWICZ; 

PUZIANOWSKA-KUŹNICKA, 2020). A promoção da transdiferenciação do 

tecido adiposo branco em tecido adiposo bege, pode contribuir para o aumento 

da lipólise e do consumo de substratos energéticos.  
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Durante décadas, acreditou-se que o processo de browning seria 

desencadeado a partir da exposição ao frio intenso ou através de estímulos 

adrenérgicos, mais recentemente uma nova perspectiva passou a figurar na 

literatura, a da adaptação ao exercício (GOLLISCH et al., 2009), e, como 

esperado, essas adaptações estendem-se ao Treinamento Intervalado, que 

também é capaz de estimular o processo de browning (KHALAFI et al., 2020). 

Uma das chaves para ativação do processo de browning é a angiogênese. 

Essa constatação se deu a partir da observação de adipócitos beges que, em 

função do estado de obesidade, passaram pelo processo de transdiferenciação 

reversa: “whitening”. O processo de “whitening” se deu a partir da redução 

vascular do tecido e instalação da condição de hipóxia. Por outro lado, com a 

restauração do aporte vascular, o adipócito retornou ao fenótipo bege. O 

exercício foi capaz de estimular a conversão de adipócito branco em beje pois 

promoveu a angiogênese e o maior aporte vascular do tecido (ALDISS et al., 

2018). 

Diversos são os marcadores de angiogênese utilizados na literatura, como 

por exemplo as citocinas Angiopoietina-1 e Angiopoietina-2, as quinases 

receptoras de tirosina Flt-1, KDR, Tie-1 e Tie-2, contudo o marcador mais 

utilizado na literatura é o Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (SHIH 

et al., 2002). Embora o VEGF seja amplamente utilizado, esta molécula é apenas 

um fator e o aumento de sua expressão não necessariamente se traduz em 

formação de vasculatura, neste sentido a presença de marcadores de adesão 

endotelial, como a CD31 (PECAM-1), identificam com mais precisão a formação 

vascular (LIU; SHI, 2012). 

Em estudo conduzido por Xiao et al. (2023), utilizando-se de ratos obesos 

submetidos a um protocolo de HIIT por 10 semanas, foi possível observar 

claramente que o HIIT foi capaz, não somente, de alterar a morfologia dos 

adipócitos como também aumentou a expressão genética de UCP1. Estes 

autores demonstraram que o HIIT promoveu maior sinalização para os 

promotores de transdiferenciação de tecido adiposo branco em tecido adiposo 

bege o que contribuiu para redução da massa gorda desses ratos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 A obesidade é um problema de saúde mundial e como descrito 

anteriormente está associada ao surgimento de diversas patologias, que 

impactam a saúde da população. Neste sentido, há necessidade da busca por 

estratégias que sejam eficientes na redução da gordura corporal e melhora do 

metabolismo energético. A literatura demonstra que o exercício físico é uma 

estratégia eficiente na regulação do metabolismo energético e fenótipo do tecido 

adiposo, além de promover alteração nos neurotransmissores que controlam a 

fome e a saciedade. Ao mesmo tempo, a alimentação intermitente tem sido uma 

estratégia eficientemente empregada no contexto da redução do peso e 

adiposidade corporal, com desfechos benéficos tanto em humanos quanto em 

roedores. Da mesma forma que o exercício, a AI também é capaz de promover 

alterações nos neurotransmissores que controlam a fome e a saciedade, 

modulando as vias anorexigênica e orexigênica. Contudo, a literatura ainda é 

escassa quando se trata da associação entre estas estratégias, principalmente 

quando o exercício empregado não segue o modelo tradicional de endurance. 

Desta forma, o impacto da associação entre estas estratégias, deve ser melhor 

avaliado tendo em vista o potencial benéfico do mesmo para a população. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 Avaliar os efeitos da associação entre alimentação intermitente e 

exercício intervalado de alta intensidade sobre a performance de nado, o controle 

alimentar e a morfologia e bioquímica do tecido adiposo branco de ratos Wistar 

machos. 

3.2 Específicos  

-Determinar o efeito das intervenções utilizadas sobre as vias 

orexigênicas e anorexigênicas; 

-Determinar se a associação entre a AI e o exercício são capazes de 

regular o comportamento alimentar dos animais; 

 -Determinar as alterações morfológicas do tecido adiposo branco em 

resposta aos diferentes tratamentos; 

 -Avaliar se a associação entre AI e HIIT é capaz de promover o processo 

de browning do tecido adiposo branco dos diferentes grupos experimentais.  

 -Quantificar as alterações bioquímicas sofridas no tecido adiposo branco 

por meio da quantificação da expressão de UCP1 em resposta aos diferentes 

tratamentos. 
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 4 ORGANIZAÇÃO DA TESE 

A tese foi organizada da seguinte forma: Introdução e suas sub seções 

que trazem um embasamento científico acerca do trabalho desenvolvido. 

Justificativa e Objetivos onde é apresentada a lacuna da literatura e a 

importância do trabalho, bem como os objetivos que foram explorados. Em 

seguida a seção Materiais e Métodos que descreve as metodologias utilizadas 

ao longo do projeto, desde os protocolos de alimentação e treinamento, as 

técnicas laboratoriais até as analises estatísticas utilizadas. Em seguida pode-

se observar a seção Resultados e Discussão que será apresentada na forma de 

um artigo original, publicado na revista Tissue and Cell e contém todos os dados 

produzidos ao longo do doutorado. Após, observa-se a seção Considerações 

Finais com o fechamento dos resultados obtidos e, por fim, as seções 

Referências Bibliográficas e Anexos. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Amostra e protocolo de alimentação intermitente 

No trabalho aqui desenvolvido, foram utilizados ratos machos da linhagem 

Wistar. Todos os tratamentos e procedimentos empregados foram aprovados 

pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro e segue as normas do Colégio 

Brasileiro de Experimentação com Animais (COBEA) (Lei nº 6.638, de 8 de maio 

de 1979 e Decreto nº 24.645 de 10 de julho de 1934. Número do protocolo: 

059/16. 

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizados 74 ratos machos da 

linhagem Wistar, com idade de 60 dias pesando em média 247,9 g ± 11,74, 

divididos em 4 grupos experimentais Controle Sedentário (C), Controle 

Exercitado (EX), Alimentação Intermitente (AI) Alimentação Intermitente e 

Exercício (AIEX) e acomodados em gaiolas coletivas com, no máximo, 4 animais. 

É importante ressaltar que, cada experimento teve um número diferente de 

animais utilizados. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Centro de 

Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). 

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade 

controlados (22.8 ± 2.0 ˚C, 45–50% humidade) e submetidos a ciclo invertido de 

luz-escuro de 12 h, com livre acesso a água e comida, exceto quando o 

tratamento exigia condições diferentes. A ração oferecida aos animais era uma 

ração comercial padrão Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrientes, Paraná, Brasil) e com 

a seguinte composição nutricional: 22% de proteínas, 8% de fibras e 4% de 

gorduras. Duas semanas antes do início dos tratamentos os animais foram 

submetidos a um protocolo de adaptação que consistia em: duas semanas de 

alimentação intermitente (grupos AI e AIEX) e uma semana de reconhecimento 

do meio aquático (todos os grupos, sem sobrecarga, por 1 minuto). Os animais 

do grupo Controle (C) e os animais do grupo Exercitado (EX) tiveram livre acesso 

à ração durante todo o protocolo, ao passo que, os animais dos grupos 

Alimentação Intermitente (AI) e Alimentação Intermitente e Exercício (AIEX) 

tiveram acesso à ração por 24 horas e depois seguiam em restrição alimentar 

por 24 horas, durante todo o protocolo (Figura 7). Também conhecido como 

Every Other Day o protocolo de Alimentação Intermitente já é bem descrito na 
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literatura e o mesmo garante uma redução do aporte calórico, sem que ocorra 

má nutrição (RODRÍGUEZ-BIES et al., 2010). Os animais foram pesados 

semanalmente, às segundas-feiras, e a ração consumida foi pesada diariamente 

durante todo o protocolo. 

 

Figura 7 - Desenho Experimental 

 

5.2 Treinamento intervalado de alta intensidade e teste de performance 

 O protocolo de treinamento utilizado foi o Treinamento Intervalado de Alta 

Intensidade (HIIT) e os animais dos grupos EX e AIEX foram submetidos a esse 

protocolo por 8 semanas em piscina adaptada para roedores com água a 37ºC 

e realizavam 14 “bouts” de esforço com duração de 20 segundos intercalados 

com 10 segundos de recuperação passiva, perfazendo um total de 6:50 min, com 

sobrecarga anexada a região próxima da cauda (iniciava-se com sobrecarga 

equivalente a 6% do peso corporal de cada animal e a cada 2 semanas, havia 

um acréscimo de 2%, até a sobrecarga máxima de 12% do peso corporal). Esse 

protocolo é uma adaptação ao protocolo estabelecido por Terada et al. (2001). 

O protocolo de exercícios foi administrado 3 vezes por semana, às segundas, 

quartas e sextas, garantindo assim que os animais não estariam sujeitos ao 

overtraining. A fim de observar melhorias cardiorrespiratórias promovidas pelos 

protocolos de tratamento, foram executados dois testes de performance de nado, 

que consistiam em testes de tempo máximo de nado. Os testes consistiam em 

observar o tempo máximo de nado de cada animal, até a fadiga, com o 

implemento de uma sobrecarga de 12% do peso corporal e foram realizados no 

dia 0 e no último dia de tratamento. A fadiga era determinada quando o animal 

não era capaz de emergir para respirar, num período superior a 20 

segundos.(CASIMIRO-LOPES et al., 2008) 
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5.3 Coleta de tecidos 

 Todos os animais foram eutanasiados por decapitação utilizando 

guilhotina específica 48 horas após a última sessão de treinamento. O 

hipotálamo foi rapidamente retirado, pesado e congelado imediatamente em 

nitrogênio líquido. O tecido adiposo branco visceral e epididimal foi retirado, 

pesado e parte foi congelada imediatamente em nitrogênio líquido para as 

análises bioquímicas e parte foi preservada em solução de paraformaldeído a 

4% (PFA 4%) para as análises histológicas e ensaio de imunohistoquímica. O 

peso de todos os tecidos foi corrigido pelo peso corporal da última pesagem 

anterior à eutanásia. 

5.4 Consumo alimentar e hiperfagia 

 Para verificar o consumo alimentar dos diferentes grupos e o impacto das 

intervenções sobre os mesmos, a ração consumida foi pesada e registrada 

diariamente ao longo de todo o tratamento. Com o objetivo de observar o 

desenvolvimento de comportamento hiperfágico, típico de animais sob 

protocolos de alimentação intermitente, fato observado por Chausse et al. 

(2014), foi realizado um teste de consumo individual, no qual, todos os grupos 

experimentais foram alocados em gaiolas individuais e permaneceram em 

restrição alimentar por 12 horas, após esse período todos tiveram ração ofertada 

ao mesmo tempo e o consumo das mesmas registrada a cada 2 horas, num total 

de 8 horas. 

5.5 RT-PCR e neurotransmissores orexigênico e anorexigênico 

RNA hipotalâmico foi isolado utilizando-se kit ReliaPrep RNA tissue Miniprep 

System (Promega). A concentração e pureza das amostras de RNA foram 

avaliadas pela razão das absorbâncias a 260 e 280 nm usando equipamento 

NanoDrop (NanoDrop Technologies Inc.). Um micrograma do RNA total foi usado 

para sintetizar cDNA usando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems) seguindo as instruções do fabricante. Os níveis de 

expressão de mRNA de Proopiomelanocortina (POMC) e Neuropeptídeo Y 

(NPY) foram avaliados pelo RT-PCR de tempo real usando GoTaq qPCR Master 

Mix (Promega), foram utilizados 5 ng de cDNA e primers específicos (Tabela 2). 

As amostras rodaram utilizando ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) com protocolo de termociclagem consistindo em 2 min a 50 °C, 10 
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min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C e terminando com uma 

curva de desnaturação variando de 60 a 95º, permitindo a distinção de produtos 

específicos. Os resultados foram analisados pelo método de quantificação 

relativa de 2 −ΔΔCT. 

Tabela 2 - Primers 

Primers 

Forward 

 

Reverse 

 

Sequências 

 

Tamanho 

do produto 

POMC 

 

POMC 

5′-

GAAGGTGTACCCCAATGTCG-

3′ 

5′-

CTTCTCGGAGGTCATGAAGC-

3′ 

211bp 

NPY 

 

NPY 

5’-

TGTGGTGATGGGAAATGAAA-

3’ 

5’-

CAGGCAGACTGGTTTCACAG -

3’ 

87bp 

βACTIN 

 

βACTIN 

5′-

CACTTTCTACAATGAGCTGCG 

-3′ 

5′- 

CTGGATGGCTACGTACATGG-

3’ 

148 bp 

 

5.6 Histologia e imunohistoquímica 

5.6.1 Processamento histológico 

Os tecidos adiposos brancos foram fixados em paraformaldeído (PFA) 4% 

a fim de retardar o metabolismo tecidual, bem como evitar a autólise celular e 

uma possível proliferação de microrganismos. Para desidratação, os tecidos 

foram submetidos a um processamento histológico com séries crescentes de 
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álcool etílico (Isofar, Brasil) 70% e 90% por 40 minutos e 2 banhos de 100% por 

1 hora cada. Para tornar o tecido o mais translúcido possível, facilitando a 

penetração da parafina, os tecidos foram submetidos a etapa de clarificação com 

3 banhos de xilol (Isofar, Brasil) por 20 minutos cada. Posteriormente, os tecidos 

adiposos foram submetidos a 2 banhos de parafina por 50 minutos cada. Ao final 

do último banho, as amostras foram incluídas na central de inclusão Leica 

EG1150 H (Leica Biosystems, EUA), na qual as amostras foram colocadas em 

formas de metal e submersas em parafina, a fim de formar um bloco de parafina 

após solidificação. Por fim, os tecidos foram cortados no micrótomo Rotatory 

Microtome CUT 5062 (Slee Medical GMBH, Alemanha) em cortes escalonados 

à 5μm de espessura, para posterior coloração com hematoxilina e eosina e 

análises por imunohistoquímica. Foram capturadas 15 imagens digitais de 

campos aleatórios do tecido adiposo branco em uma câmera de alta resolução 

Olympus DP72 (Olympus Corporation, Japão) acoplada ao microscópio Olympus 

BX53 (Olympus Corporation, Japão). 

5.6.2 Técnica de H&E 

Para realizar a técnica, as lâminas obtidas pelo processamento histológico 

foram colocadas por 24 horas em uma estufa à 56ºC, com o intuito de derreter o 

máximo de parafina impregnada no tecido. No dia seguinte, para clarificação do 

tecido, as lâminas foram submetidas a 3 banhos sucessivos de xilol, por 5 

minutos cada, seguido de banhos com concentrações decrescentes de álcool 

etílico (100%, 90% e 70%) também por 5 minutos cada para hidratação tecidual. 

Em seguida, após um banho de 2 minutos com água destilada, os cortes foram 

corados com hematoxilina (VETEC 630) por 3 min, lavadas em água corrente. 

Posteriormente, as lâminas foram mergulhadas por 2 minutos em eosina (Sigma 

E4382) e lavadas em água destilada e corrente por 5 minutos. A hematoxilina e 

eosina coram o núcleo da célula com a cor azul arroxeado e o citoplasma celular 

e a matriz extracelular em tons avermelhados a róseos, respectivamente. Em 

seguida submetidas a banhos com concentrações crescentes de álcool etílico 

(70%, 90% e 100%) por 5 minutos cada para desidratação tecidual e a 3 banhos 

consecutivos de xilol. Em seguida, as lâminas foram montadas com Entellan 

(Merck Millipore, Alemanha) (DE ALMEIDA et al., 2021) 
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5.6.3 Imunohistoquímica  

Os cortes foram colocados na estufa à 56˚C por 24 horas para amolecer 

a parafina presente nos tecidos e depois submetidas ao processo de 

desparafinização com 3 banhos consecutivos de xilol por 3 minutos cada, para 

completo derretimento da parafina. A técnica de imunohistoquímica utilizada foi 

a da avidina-biotina-peroxidase, utilizando o kit Vectastain (Vector Laboratories, 

EUA). As lâminas foram imersas em banhos decrescentes com álcool etílico 

100%, 90% e 70% por 3 minutos cada, seguido por um banho com água 

destilada por 2 minutos, e então foram colocadas em câmara úmida para início 

do protocolo. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com peróxido de 

hidrogênio 3% por 30 minutos e o seu excesso foi retirado com 3 banhos de 

tampão fosfato-salina (PBS) contendo o detergente Tween a 0,2% (tampão PBS-

T) por 5 minutos cada banho. Para a recuperação antigênica, as lâminas foram 

submersas em tampão de Tris-EDTA pH 9.0, sendo colocadas 3 vezes no micro-

ondas em potência máxima por 5 minutos cada, com intervalos em temperatura 

ambiente por 5 minutos cada, seguido de descanso no gelo por 10 minutos. Após 

essa primeira solução, as lâminas foram colocadas em tampão citrato de sódio 

pH 6,0, sendo levadas 2 vezes ao micro-ondas em potência 6 por 5 e 3 minutos, 

com intervalos de 10 minutos no gelo. Após essas soluções, os cortes foram 

lavados com 2 banhos de PBS-T por 5 minutos cada e incubadas com 

PBS/albumina sérica bovina a 3% por 1 hora para que ocorresse o bloqueio de 

sítios inespecíficos. Após este intervalo de tempo ocorreu a incubação overnight 

à 4˚C dos tecidos com os anticorpos primários específicos, CD31 (Abcam ab 

ab28364, diluição 1:25), UCP1 (Sigma U6382, diluição 1:500). No dia seguinte, 

foi realizada a incubação com anticorpo secundário, conjugado com biotina 

(SPD-060 - Spring Bioscience, EUA) durante 1 hora e posteriormente com 

estreptavidina (SPD-060 - Spring Bioscience, EUA) também por 1 hora. Após a 

lavagem com PBS-T, foi aplicada uma gota de diamino benzidina (DAB) (SPD-

060 - Spring Bioscience, EUA) em cada corte por 1 minuto, sempre verificando 

a coloração do tecido. A reação foi interrompida com água destilada. O material 

foi contra corado com hematoxilina por 5 segundos e após, as amostras foram 

desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan (Merck Millipore, 

Alemanha). 
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5.6.4 Quantificação de vasos 

A quantificação dos vasos e dos adipócitos foi feita através do programa 

STEPanizer para realizar o cálculo dos parâmetros estereológicos (TSCHANZ; 

BURRI; WEIBEL, 2011). Para a contagem de vasos e dos adipócitos foi realizada 

uma contagem separada da área teste em todos os campos capturados. Para o 

cálculo dos núcleos por área (QA) foi utilizada a fórmula abaixo (Equação 1): 

 

 

Equação 1 - Cálculo da quantificação de vasos 

5.6.5 Quantificação da área dos adipócitos 

Para essa análise, avaliamos oito imagens de diferentes campos para 

cada animal, em um total de quatro animais por grupo experimental. Em cada 

campo analisamos cinco adipócitos, nos quais medimos o menor e o maior 

diâmetro para calcular a área dos adipócitos conforme descrito anteriormente 

(OSMAN et al., 2013). Para cada adipócito, o diâmetro foi calculado como a 

média aritmética do menor e do maior diâmetro. 

5.6.6 Análise qualitativa de UCP1 

A UCP-1 é expressa exclusivamente no tecido adiposo marrom em 

roedores e em recém-nascidos, sendo regulada por noradrenalina e hormônios 

da tireoide. Desta forma, foi realizada uma análise qualitativa da presença ou 

não de marcação UCP1 no tecido adiposo branco. Onde 0=ausente, 1=pouca 

marcação, 2=marcação intermediária, 3=muita marcação 

5.7 Análises estatísticas 

O software GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para a análise dos dados. As 

comparações foram feitas usando ANOVA de duas vias com o teste de Tukey 

para comparações múltiplas, ANOVA de três vias (consumo a cada 2h) e teste 

de Kruskal-Wallis para medidas não paramétricas (intensidade de marcação 

UCP-1). O tamanho do efeito das intervenções (ηp2) foi calculado no Microsoft 

Excel para o peso final, consumo de alimentos, expressão de mRNA de Pomc e 

Npy, peso do tecido adiposo branco, área de adipócitos, número de adipócitos, 
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razão CD31/área de adipócitos e marcação de UCP1. Um tamanho de efeito foi 

considerado baixo quando ηp2 <= 0,01, moderado quando ηp2 <=0,06 e alto 

quando ηp2 >=0,14. Os resultados foram expressos em média ± DP e o nível de 

significância aceito foi de p < 0,05. 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Artigo: Combined effects of Intermittent Fasting with Swimming-based High 

Intensity Intermittent Exercise Training in Wistar rats. 

Autores: Everton Luis dos Santos Cardoso, Fábio Cahuê, Iordan Emanuel 

Ferreira Miranda, Marcelo de Lima Sant’Anna, Cherley Borba Vieira de 

Andrade, Raiana Andrade Quintanilha Barbosa, Tania Maria Ortiga-Carvalho, 

Mário Vaisman, Verônica Salerno Pinto. 

Situação: Publicado na revista Tissue and cell 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 O estudo aqui apresentado teve como objetivo observar e avaliar os 

efeitos da combinação da Alimentação Intermitente, que é uma estratégia 

dietética com grande visibilidade na atualidade com um protocolo de exercícios 

de alta intensidade, o HIIT e seus efeitos na performance de nado, na morfologia 

e bioquímica do tecido adiposo e também as possíveis alterações do 

comportamento alimentar dos ratos submetidos a esses tratamentos.  

 Compreender esses mecanismos é de extrema importância, pois as duas 

estratégias são consideradas importantes aliados ao combate à obesidade e 

entender como a combinação dessas estratégias se dá à nível celular, pode 

trazer grande contribuição à população. 

 Observa-se que o treinamento tem um impacto significativo no aumento 

da performance de nado bem como na morfologia dos adipócitos e que a 

associação entre as duas estratégias tem um efeito potencializador desses 

achados. Como esperado a AI levou ao desenvolvimento do comportamento 

hiperfágico, embora o treinamento tenha reduzido a necessidade de ingesta 

alimentar, a associação dos protocolos não foi capaz de mitigar a hiperfagia 

desenvolvida. É interessante observar que a AI sozinha não foi capaz de gerar 

alterações significativas em grande parte dos indicadores avaliados, porém 

quando associada ao HIIT, ela foi capaz de potencializar os efeitos benéficos do 

exercício sobre os indicadores avaliados. 

 Em termos práticos, esse estudo chama atenção para os cuidados 

necessários ao se utilizar esse modelo de intervenção dietética, visto que o 

mesmo pode causar alterações comportamentais que levam a hiperfagia. Além 

disso, a utilização de um protocolo de HIIT pode trazer grandes benefícios à 

saúde metabólica. 

 É possível reconhecer as limitações do estudo, como por exemplo não ter 

sido possível analisar os núcleos hipotalâmicos de maneira isolada, visto que 

tanto as ações quanto a produção de neurotransmissores podem variar de 

núcleo para núcleo; além disso, seria interessante observar o impacto dessas 

intervenções em ratos obesos, uma vez que a obesidade irá afetar a produção 
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de hormônios sinalizadores para o hipotálamo e todas as cascatas de sinalização 

adiante. 
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