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“Vocé pode me disparar com suas palavras,
pode me cortar com seus olhos,

pode me matar com seu ddio,

mas, ainda assim, como o ar,

eu me levantarei.

(Maya Angelou)
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Resumo

Introducéo: O sedentarismo e a alta ingesta caldrica contribuem com o aumento
das taxas de obesidade mundial e a literatura tem buscado alternativas néo-
medicamentosas para auxiliar no combate a essa epidemia. Nesse cenario, 0
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) e a alimentagao intermitente
(Al) surgem como possiveis aliados com resultados expressivos quando
observados isoladamente. O presente estudo, tem como objetivo observar a
interac&o desses dois protocolos e 0s seus efeitos sobre a performance de nado,
a morfologia e a bioquimica de adipécitos, 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 sedentario,
(EX) controle exercitado, (Al) alimentacao intermitente e (AIEX) alimentacdo
intermitente + exercicio. Os grupos foram submetidos a 8 semanas de
tratamento. Foram analisados a capacidade méaxima de nado, o comportamento

alimentar, a morfologia e marcadores bioquimicos dos adipdcitos.

Resultados: Os grupos que realizaram treinamento apresentaram maior tempo
de nado na comparacdo 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 Al desenvolveu comportamento hiperfagico e apesar
do treinamento sozinho ter atenuado a ingesta alimentar, quando associado a
alimentacao intermitente, esse beneficio foi perdido (C: 9.22 g + 1.98; EX: 6.44
g £ 1.74; Al: 15.11 g + 2.71; AIEX: 13.55 g = 3.24). Os grupos exercitados
apresentaram uma maior quantidade de células adiposas na mesma éarea (C:
306.75 + 57.86; EX: 733 + 102.37; Al: 404.25 + 21.17; AIEX: 809.5 + 178.09),
além disso, os grupos exercitados, sobretudo o AIEX apresentaram maior
marcacao (CD31) para formagéo de vasos (C: 0.0162 + 0.001; EX: 0.032 + 0.003;
Al: 0.0147 £ 0.002; AIEX: 0.0647 £ 0.009). A gquantificacdo de UCP1 foi maior

nos grupos exercitados, sobretudo no grupo AIEX.

Concluséao: O treinamento tem um impacto significativo no aumento da

performance de nado bem como na morfologia e bioquimica dos adipdcitos. A



associacdo entre Al e exercicio apresenta um efeito potencializador desses
achados. O HIIT induziu ao processo de Browning, o qual foi determinado pelo
aumento da angiogénese e dos niveis de UCPL1. Este processo também foi
potencializado pela associacdo entre os protocolos. O comportamento alimentar
foi alterado pela Al e atenuado pelo HIIT, contudo a associacao entre os dois

protocolos ndo reduziu a hiperfagia.



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 (HIT) and intermittent feeding (Al) 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, (Al) 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 Al 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:6.449+1.74; Al: 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; Al: 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; Al: 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 Al 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 Al and
attenuated by HIIT, however the association between the two protocols did not

reduce hyperphagia.
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Lista de Abreviacdes
AgRP: proteina relacionada a agouti
Al: alimentacé&o intermitente
AIEX: alimentacao intermitente + exercicio
AKT: proteina quinase B
ARC: nucleo arqueado do hipotalamo
C: controle sedentério
CART: transcricdo regulada por cocaina e anfetamina
CD31.: cluster de diferenciacao 31
cDNA: &cido desoxirribonucleico complementar
COX: ciclooxigenase
COX IV: ciclooxigenase subunidade 1V
COX X: ciclooxigenase subunidade X
CREB: proteina de ligacdo em resposta ao AMP ciclico
DAB: diamino benzidina
DMH: nacleo dorsomedial do hipotalamo
EX: controle exercitado
FIT1: receptor 1 do fator de crescimento endotelial vascular
HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade (High Intensity Interval Training)
IMC: indice de massa corporal
JAK: janus quinase
KDR: receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular
LHA: area lateral do hipotalamo

MRNA: acido ribonucleico mensageiro
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NPY: neuropeptideo Y

NRF1: fator respiratorio nuclear 1

PECAM1: molécula de adesao celular endotelial plaquetéaria
PFA: paraformaldeideo

PGC1a: coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de

peroxissomo

POMC: proopiomelanocortina

PRMD-16: dominio PR contendo 16

PVN: nucleo paraventricular hipotalamico

RC: restricao caldrica

RNA: acido ribonucleico

RT-PCR: transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
SIRT1.: sirtuina 1

STATS3: transdutor de sinal e ativador de transcri¢cao 3

Tie-1: tirosina quinase com “tipo imunoglobulina” com “tipo EGF dominio 1”
Tie-2: tirosina quinase com “tipo imunoglobulina” com “tipo EGF dominio 2”
Tris-EDTA: trisaminometano com &cido edetético

UCP-1: proteina desacopladora 1

VEGF: fator de crescimento endotelial vascular

VMH: ndcleo ventromedial hipotalamico

VOzmax: consumo méaximo de oxigénio
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1 INTRODUCAO

A inatividade fisica & considerada um dos males da atualidade bem como
um dos fatores responsaveis pelo surgimento de diversas doencas crénicas,
como por exemplo: obesidade, hipertensdo, diabetes, doencas articulares,
dentre outras (WARBURTON; NICOL; BREDIN, 2006). Sendo a obesidade
classificada como uma doenca crénica nao transmissivel, 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
publicos com despesas em tratamentos as suas comorbidades (CATENACCI;
HILL; WYATT, 2009).

Somente no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, existe uma
prevaléncia de pessoas obesas na faixa 22,4% da populacdo, 47,2% dos
brasileiros possuem uma prética insuficiente de atividades fisicas e 14,9% da
populacdo encontra-se em inatividade fisica. Apesar de ter se mantido estavel
nos dltimos anos, o Brasil apresenta um aumento de 60% de prevaléncia da
obesidade na populacéo nos ultimos dez anos (“Vigitel Brasil 2006-2020”, “Vigitel
Brasil 2021”).

Frente a esse quadro de epidemia global, faz-se necessario a criacdo de
estratégias eficientes para o enfrentamento da obesidade. Uma das estratégias
que esta bem consolidada na literatura € a pratica regular de exercicios fisicos.
Prestigiadas instituicdes como a World Health Organization recomendam, para
pessoas adultas, a pratica de ao menos 150 a 300 minutos de atividade aerdbica
de intensidade moderada ou 75 a 150 minutos de atividade aerdbica intensa por
semana e além disso, a reducéo do tempo gasto em inatividade, com a finalidade
de manutencdo de um perfil de vida saudavel (GARBER et al., 2011; WHO,
2010).

Sabendo-se que a pratica de exercicios € de importancia fundamental na
manutencdo da salde (ASCENSAO; FERREIRA; MAGALHAES, 2007), um
programa de treinamento regular pode contribuir para a reducdo do peso
corporal e o controle de outros fatores de risco, como por exemplo, glicemia

alterada, hipertenséao sistémica e dislipidemia. Fatores como intensidade, tipo e
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volume do exercicio proposto sdo de extrema importancia para que se alcance
os beneficios relatados (VANHEES et al., 2012).

1.1 Exercicio e treinamento

Atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal produzido
pelos masculos esqueléticos e que envolva um gasto energético acima do basal.
Por outro lado, o exercicio fisico se caracteriza pela aplicacdo da atividade fisica
de forma planejada, estruturada e repetitiva, com o objetivo de melhora da
aptidao fisica (FLETCHER et al., 1996). Quando o exercicio 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, € possivel ainda outras subdivisbes com base na duracao e intensidade
(WINTER; FOWLER, 2009).

Dentre os métodos de treinamento capazes de promover melhoras
significativas na capacidade cardiorrespiratéria e nos indicadores de
performance, o endurance ou treinamento continuo é aquele estudado ha mais
tempo e que comprovadamente promove adaptacdes positivas nos indicadores
supracitados (MILANOVIC; SPORIS; WESTON, 2015; SHARMA et al., 2013).
De forma simplificada, podemos definir o endurance como eventos com duracao
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 saudaveis é capaz de gerar importantes adaptacdes
como o aumento da performance dos sujeitos envolvidos. Este fato, segundo
Gibala et al. (2006), se da em funcao de alteracbes positivas no metabolismo
oxidativo do musculo esquelético, com melhora significativa da funcéo
mitocondrial vista pelo aumento da atividade da COX e também do aumento do
conteudo proteico das subunidades COX X e COX IV.

Apesar dos diversos beneficios apontados pela pratica regular de
exercicios fisicos, uma das principais barreiras a aderéncia a um programa de
exercicios, tanto para pessoas inativas quanto aquelas que ja se exercitam
regularmente é a falta de tempo (HASAN; SHARIF; JAHAN, 2023). Uma das
formas de sobrepujar essas barreiras se da a partir da utilizagdo de modelos de
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treinamento que apesar de apresentarem menor volume total, e com isso, menor
tempo de execucédo, ainda apresentem resultados equivalentes aos modelos de
maior volume e duracdo. 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
gue o mais difundido foi proposto por Tabata et al. (1996) e consiste na utilizacéo
de um estimulo de 170% do VOzmax por 20 segundos, seguido de recuperagao
passiva de 10 segundos, perfazendo um total de 7 a 8 séries, conseguindo,
dessa maneira, melhoras na capacidade aerGbica maxima e capacidade

anaerodbica, concomitantemente.

A eficiéncia do HIIT é comparavel ao do treinamento de endurance para
variaveis como VOz2max como pode ser observado na Tabela 1. Criancas obesas
submetidas aos dois protocolos apresentaram melhoras semelhantes tanto nos
valores de pico de VO: relativo, quanto no VOz2max; além disso, houve melhora
no tempo maximo de exercicio e na velocidade de pico. Esses desfechos
demonstram que os dois protocolos sdo eficientes ao promover alteracées
metabdlicas e de performance positivas nos individuos (CORTE DE ARAUJO et
al., 2012).

Tabela 1 - Efeito do Treinamento na Performance

CJ PRE W POS

4
P — * * 40+
.E 34 = * *
§ 5 30
= G 4 2

-

2 E 20
o1 o
S > 104

0 0

E'T HIIT ET HIT

Efeitos do Treinamento de Endurance (ET) e do Treinamento Intervalado de Alta Intensidade
(HIT) sobre os parametros de fitness respiratério. A: VO2 de pico (L/min); B: VO2 (ml/kg/min).
Resultados apds 12 semanas de treinamento. Adaptado de (CORTE DE ARAUJO et al., 2012)
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J& ha algum tempo, estudos que se utilizaram do HIIT vém demonstrando
que esse modelo de treinamento é eficiente em promover aumento dos
indicadores de performance em diferentes populacbes. Lee et al. (2021)
demonstraram que apenas 4 semanas de treinamento aumentou a forga
desenvolvida e a velocidade do teste de corrida em jovens mulheres sedentérias.
Em idosos sedentarios, Knowles et al. (2015) demonstraram que o treinamento

intervalado de alta intensidade aumentou a capacidade aerdbica maxima.

Sendo considerado eficiente em promover a saude metabdlica de seus
praticantes (KHALAFI; SYMONDS, 2020), € possivel aplicar o HIIT como uma
alternativa ndo medicamentosa no auxilio do tratamento da diabetes tipo 2,
doenca conhecidamente metabdlica. O HIIT realizado por 8 semanas foi capaz
de alterar valores de glicemia, bem como a funcdo das células beta de
diabéticos. Além da glicemia, outros marcadores caracteristicos da diabetes tipo
2 também foram significativamente melhorados, como pressao sanguinea,
sensibilidade a insulina e a massa de gordura abdominal, fatores que por si
préprios, ja garantiriam uma melhor qualidade do quadro de salude desses
pacientes (MADSEN et al., 2015).

Além das alteracdes de performance e metabdlicas, uma das mais
importantes promovida pelo HIIT é a alteragdo 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 € que, além de
promover mudancas positivas na antropometria, o HIIT também é capaz de
promover o remodelamento dos adipdécitos, inclusive com desfechos mais
proeminentes que o treinamento de endurance. Animais submetidos a esse
protocolo de treinamento apresentaram maior alteracdo dos fatores ligados ao
processo de “Browning”, aumentando a expressao génica das proteinas Dominio
PR contendo 16 (PRMD-16), importante co-regulador de transcricdo de
adipécitos marrons e UCP1, o que demonstra que esse modelo de treinamento,

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

O exercicio ndo € a Unica estratégia ndo-medicamentosa para o

enfrentamento da obesidade, diferentes propostas dietéticas emergem nesse
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horizonte, entdo nada mais natural do que buscar a associacdo entre essas
propostas. A associacdo entre o HIIT e a restricdo caldrica, vem ganhando
destaque nos ultimos anos. Batitucci et al. (2022) observaram que a associacao
dos protocolos de HIIT e alimentagao intermitente, realizada por mulheres jovens
e obesas por 8 semanas, foi capaz de gerar alteragcdes positivas na composicao
corporal, reduzindo o indice de massa corporal (IMC), peso corporal, medidas
de circunferéncias da cintura, abdémen e quadril, além de reduzir a massa gorda
em niveis maiores do que nos grupos submetidos somente a alimentacéo

intermitente ou ao HIIT.

1.2 Restrigado cal6rica e alimentagao intermitente

Amplamente discutida, a restricdo calorica (RC) € definida como a
reducdo da ingestdo de calorias, sem desnutricio (MCCAY et al., 1939). E
possivel perceber que diferentes modelos de restricdo cal6rica sdo utilizados
pela literatura. Como exemplo ha o Limite Diario, em que se observa o consumo
de alimentos de um grupo controle com alimentacao ad libitum e calcula-se uma
porcentagem fixa para a quantidade de alimentos ofertados ao grupo
experimental; ha também a Alimentacdo Intermitente (Al) ou mais conhecido
como Every Other Day, em que tanto o grupo controle quanto o grupo
experimental recebem alimentacdo ad libitum, porém, o grupo experimental é
submetido a alternancias de dias de alimentacéao e dias de jejum; e por ultimo ha
um modelo que combina os dois anteriores, em que 0s animais do grupo
experimental sdo submetidos a dias de jejum e nos dias de alimentacéo, existe
um controle da quantidade de comida ofertada (ANSON; JONES; DE CABO,
2005).

Estudados ha décadas, os beneficios da restricdo caldrica sdo amplos,
sendo que 0 mais proeminente € o aumento da longevidade (Figural) de
diversas formas de seres vivos, sendo que os estudos em ratos tém maior
proeminéncia (CARLSON, 1945; MCCAY et al., 1939). A restricdo de calorias
atenuou alterac6es nas juncdes neuromusculares esqueléticas destes animais,
0 que se traduziu em diminui¢do e também em reversédo de danos causados pelo
envelhecimento no sistema nervoso (VALDEZ et al.,, 2010). Outro aspecto
relacionado ao envelhecimento, o déficit de cognicdo, tambéem foi reduzido em

resposta a um protocolo de restricdo caldrica (YANG et al., 2014).
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Figura 1 - Curva de sobrevivéncia de ratos machos (A) e fémeas (B) apoés restricdo caldrica.
Adaptado de: (MCDONALD& RAMSEY, 2010).

O aumento da longevidade pode estar atrelado a biogénese mitocondrial
e a restricao calorica é capaz de promover o aumento da expressdao de mRNA
de fatores de transcricdo como PGC1a e NRF1 que estdo diretamente ligados
ao metabolismo e atividade mitocondrial e também a SIRT1, que € um fator

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

Ao longo do tempo, diversos estudos surgiram demonstrando como a
Alimentacdo Intermitente era capaz de gerar alteracBes morfolégicas positivas
em roedores, reduzindo seu peso corporal e o conteddo de massa gorda
(GOTTHARDT et al.,, 2016). Contudo, durante muito tempo, as pesquisas
envolvendo a alimentacdo intermitente em humanos, estavam restritas ao
modelo referente ao Ramadan, periodo pelo qual o povo mugulmano estabelece
periodos 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
Alimentagdo Intermitente em humanos, sobretudo nas modificagbes
antropometricas, como o estudo conduzido por Domaszewski et al. (2020). Estes
autores demonstraram que mulheres idosas submetidas a um protocolo de
alimentacdo intermitente reduziram ndo somente o IMC, como também o

percentual de gordura sem reducéo da massa magra.

Como ja mencionado previamente, quando associada ao exercicio fisico,
a restricado de calorias pode ter alguns de seus efeitos benéficos potencializados,

como por exemplo, a reducdo da incidéncia de tumorigénese em ratos
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(KRITCHEVSKY, 1990), além de promover a otimizacdo do metabolismo de
lipidios e diminui¢&o do dano gerado pelo estresse oxidativo (RODRIGUEZ-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 Al associada ao HIIT promove uma maior atividade das
enzimas ligadas ao metabolismo glicolitico, 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 restricdo calérica quando
aliada ao exercicio é capaz de aumentar a captacdo de glicose nos musculos
com predominancia de fibras glicoliticas, e também a fosforilacdo de AKT, que &
uma proteina ligada aos processos de inibicdo de apoptose e regulacdo
metabolica.

Por outro lado, apesar dos diversos beneficios comprovados, alguns
estudos tém apontado para a presenca de efeitos adversos da aplicacdo do
protocolo de alimentacao intermitente, como por exemplo: a absor¢éo de glicose
foi afetada negativamente em jovens mulheres saudaveis, ap6s somente 3
semanas de aplicagao do protocolo de Al (HEILBRONN et al., 2005). Resultado
semelhante foi encontrado em um estudo conduzido com ratos Sprague-Dawley,
no qual ap6s 32 semanas de Alimentacdo Intermitente, os ratos apresentaram
nao somente essa alteracdo negativa na resposta a glicose, como também
aumento do desbalanco redox (CERQUEIRA, 2012).

Contudo, os resultados adversos que mais chamaram atencdo foram
observados por Munhoz et al. (2020) de forma que um protocolo de 12 semanas
de Al em ratas fémeas levou ao desenvolvimento de um comportamento
hiperfagico, causando até mesmo aumento do tamanho do estdbmago desses
animais. Chausse et al. (2014b) apdés um protocolo de apenas 3 semanas de Al,
aplicado em ratos machos também observaram comportamento hiperfagico.
Dessa forma, os animais comeram nas duas horas imediatamente apds a oferta
de alimento, o equivalente a 50% do total consumido no dia. Esses autores
demonstraram que a mudanca no comportamento alimentar dos animais, veio
acompanhada de alteracdes nos neurotransmissores controladores das vias

orexigénicas, com o0 aumento da expressaio de mMRNA desses
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neurotransmissores como o neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada a
agouti (AgRP).

Esses resultados indicam que a Al 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 balanco energético do
corpo e como O corpo respondera através do consumo de alimentos,

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

Esses diferentes sinais se originam em multiplas regifes do corpo; como
por exemplo no estbmago, com a producéo de grelina, no tecido adiposo com a
producdo de leptina, dentre outros. Esses sinais se integram no hipotalamo,
principal agregador desse complexo mecanismo, com a produgéo de diversos
neurotransmissores que atuardo nha interpretacdo dos sinais de fome e
saciedade (ABDALLA, 2017).

Esses sinais guiardo ndo somente as acbes de alimentacdo e gasto
energético, como os multiplos aspectos da homeostase energética. Com o
avanco na compreensdao dos mediadores e dos componentes neurais
reguladores tanto do peso corporal quanto do processo de ingesta, foi possivel
caracterizar os diferentes centros neurais do hipotalamo, bem como os grupos
neuronais responsaveis pelo controle dos processos orexigénicos e
anorexigénicos, sempre em resposta as alteracdes no balanco energético
(WILLIAMS et al., 2001).

Os centros funcionais ou nucleos do hipotalamo sdo responsaveis por
abrigar grupos de neurbnios que irdo secretar importantes neurotransmissores
controladores do mecanismo de fome/saciedade e do gasto energético. O nucleo
arqueado (ARC) € o de acdo mais proeminente e com 0 maior arcabouco para
0S neurdnios responsaveis pela expressao dos neurotransmissores NPY e AgRP
e em antagonismo a proopiomelanocortina (POMC) e a transcri¢céo regulada por
cocaina e anfetamina (CART). Apesar de sua elevada importancia no controle
alimentar, o ARC vai atuar em sinergismo com outros nucleos hipotalamicos

como o nucleo paraventricular (PVN), ndcleo dorsomedial (DMH), nucleo
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ventromedial (VMH) e a area hipotalamica lateral (LHA), todos atuando em maior

ou menor escala ha homeostase energética (Figura 2) (WILLIAMS et al., 2001).
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Figura 2 — Alvos hipotalamicos da leptina, grelina e insulina. Adaptado de FOSTER-
SCHUBERT; CUMMINGS, (2006)

Esses nucleos hipotalamicos s&o estimulados pelos difusos sinais
recebidos, sendo que a leptina, hormonio sintetizado principalmente pelo tecido
adiposo é o que tem maior participacdo nos intricados mecanismos de controle
alimentar e de homeostase energética (KWON; KIM; KIM, 2016). Essas cascatas
de sinalizacgéo irdo, através de processos de ativagéo e fosforilacdo de segundos
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mensageiros como o0s receptores JAK-STATS3, atuar tanto nos neurdnios das

vias orexigénicas quanto nos das vias anorexigénicas (SAHU, 2003).

Essas cascatas serdo ativadas a partir do recebimento de sinais acerca
do estado energético do corpo e isso ocorrera pela secrecdo de leptina nos
adipdcitos, da insulina pelo pancreas e por peptideos gastrointestinais, como a
grelina. A ligacao tanto da leptina quanto da insulina em seus receptores nos
ndcleos hipotalamicos, desencadeara processos catabdlicos, estimulando a
expressdo de neurotransmissores anorexigénicos, POMC; ao passo que a
grelina terd efeito diretamente inverso, estimulando a atividade anabdlico pelo
aumento da expressao de neurotransmissores orexigénicos, NPY e AgRP
(MORTON et al.,, 2006). Os neurbnios, considerados de primeira-ordem,
receberdo esses sinais, em especial no hipotalamo, e vdo se comunicar com
neurbnios de segunda-ordem tanto no hipotdlamo quanto em outras areas,
modulando a ingesta e 0 gasto energético, contribuindo, assim, para a
homeostase energética frente a estimulos hormonais (Figura 2) (FOSTER-
SCHUBERT; CUMMINGS, 2006).

1.3 O tecido adiposo

Sendo extremamente suscetivel as adaptacdes geradas pelo treinamento
e pela restricdo de calorias, o tecido adiposo, por décadas, fora considerado
apenas como um reservatorio energético. Contudo, descobertas mais recentes,
apontam que esse tecido exerce importantes funcdes regulatérias e endocrinas,
secretando hormonios, citocinas e proteinas que, além de regularem o
crescimento das demais células adiposas, também contribuem diretamente com
0 sistema endocrino. Sendo assim, hoje, o tecido adiposo é considerado um
6rgdo enddcrino (Figura 3) (TRAYHURN; BEATTIE, 2001; VAZQUEZ-VELA;
TORRES; TOVAR, 2008).
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Figura 3- Vias sinalizacdo das adipocinas. Adaptado de “Adipocytokine Signaling Pathway -
Creative Diagnostics”.

Os mecanismos que envolvem a sua regulacdo sao interligados de
maneiras extremamente complexas e podem estar associados a estimulos B
adrenérgicos, ao fluxo sanguineo que chega diretamente aos adipdcitos e ao
nivel energético do corpo. Esse intricado mecanismo regulatdrio constitui o que
€ conhecido na literatura como fisiologia integrativa do tecido adiposo (FRAYN

et al., 2003).

O tecido adiposo apresenta trés variagcbes em suas células: o tecido
adiposo branco (Figura 4A), que tem como principal funcéo o armazenamento e
fornecimento de substrato energético, além disso, esse grupo celular esté ligado
a producgéo hormonal, funcdo imune e contribui na arquitetura tecidual. O tecido
adiposo marrom (Figura 4B) que devido a grande presenca de mitocondrias em
sua matriz, desempenha papel importante na termorregulacdo; papel esse
conduzido a partir de sua elevada expressdo de UCP1, importante proteina
desacopladora. Por ultimo, porém ndo menos importante, o tecido adiposo bege
(Figura 4C) surge a partir de um processo de adaptacao sofrido pelas células do
tecido adiposo branco (browning), que passam a apresentar caracteristicas
semelhantes as células do tecido marrom, como por exemplo: grande nimero
de mitocondrias e elevada expressédo de UCP1 (STANFORD; GOODYEAR,
2016; TRAN; KAHN, 2010).
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Figura 4 - Os diferentes tipos de tecido adiposo. Corte histoldgico 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 fungcdes metabdlicas as
atribuicbes de lipdlise e lipogénese, que sdo controladas pelos sistemas
enddcrinos e neurais, garantido assim o0s niveis adequados e estaveis de
reservas energéticas do corpo. Além disso, a leptina, principal horménio
secretado pelos adipdcitos, atua, em conjunto com o0s neurdnios do nucleo
arqueado do hipotadlamo, controlando a percepc¢ao de saciedade. Este hormdnio
também estd envolvido em outras fungbes biolégicas como a reproducdo,
angiogénese e controle pressoérico (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo branco é capaz de secretar uma série de substancias de
grande importancia biolégica, conhecidas como adipocinas. As principais
adipocinas secretadas pelo tecido adiposo sdo Interleucina-6, adiponectina,
vaspina, fator de necrose tumoral alfa, resistina e leptina. Essas adipocinas séo
citocinas com variadas funcdes fisio-metabdlicas que incluem a regulacdo do

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

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

Sendo exclusividade dos mamiferos, o tecido adiposo marrom tornou-se
alvo de diversos estudos que investigavam novos tratamentos a obesidade, ja
que a sua principal funcao fisioldgica, a termorregulagéo, 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 ndo somente a termogénese através
de uma série de diferentes cascatas, como também esta atrelada aos processos

de diferenciacéo, proliferacdo, maturacdo e apoptose dos adipécitos marrons
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(NEDERGAARD; LINDBERG, 1979). Essas cascatas ativadas pelos estimulos
adrenérgicos serdo mediadas por diversos fatores, como por exemplo a ativacao
da Proteina Kinase A, que no adipécito marrom, irda fosforilar o fator de
transcricAo CREB; este por sua vez, dara inicio a transcricdo de importantes
genes que atuardo no controle da termogénese, sendo a UCP1, o principal
(THONBERG et al., 2002).

A UCP1 ou proteina desacopladora 1, faz parte de uma importante familia
de proteinas mitocondriais com funcéo de carreamento de protons. Essa funcéo
de carreamento de prétons esté diretamente ligada a um importante co-fator: os
acidos graxos livres (Figura 5). Embora o mecanismo de ativacdo da UCP1 ainda
nao seja completamente compreendido, sabe-se que a presenca de acidos
graxos livres ou derivados semelhantes, é essencial para sua ativacao e funcao
(KLINGENBERG et al., 1999).

Mitocondria do Adipocito Marrom
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Figura 5 - Sistema de transporte da UCP1. Modelo de transporte de H+ mediada por &cido graxo
livre e termogénese dependente de UCP1. Adaptado de FEDORENKO; LISHKO; KIRICHOK,
(2012).

Matthias et al. (2000) utilizando-se de adipécitos marrons isolados,
provenientes de camundongos wild-type e camundongos geneticamente
manipulados para nao expressar UCP1, demonstraram que o estimulo

adrenérgico gerado pela noradrenalina € capaz de estimular a termogénese nos
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animais wild-type, contudo esse aumento n&do fora observado nos animais
modificados (Figura 6). Estes dados demonstraram que a termogénese do tecido
adiposo marrom é completamente dependente da presenca de UCP1, fato esse
gue mostra a importancia de se compreender ainda mais 0s mecanismos que

envolvem a acao e ativacdo dessa proteina.

A B

500 500
o ° Adipocitos marrons
5 a00- Adipécitos marrons S 400 AW
<) (=)
B animais WT g
o o
(] (]
L) )
O 300 © 300
£ £
> 3
2 2
8 Noradrenalin 8 Oleato
2 200~ 2200
T o]
x x
e -

Adipoécitos marrons Adipocitos marrons
100 animais UCP1 -/- 100 animais UCP1 -/-

J

— | min —— ] min

Figura 6 - Ativacdo da termogénese dependente de UCP1. Consumo de oxigénio dos adipécitos
marrons em resposta a adicdo de noradrenalina (A) ou de acidos graxos (B). Adaptado de
MATTHIAS et al., (2000).

Apesar de apresentar as mesmas funcbes de termogénese ativada por
UCP1, o tecido adiposo bege nédo pode ser considerado um tecido adiposo
marrom tradicional. Existem diferentes proposi¢cfes para a origem das células
desse tecido, sendo que, as principais acreditam que os adipdcitos beges podem
ter sua origem tanto de células progenitoras de adipdcitos, quanto pelo processo
de transdiferenciacdo de adipoécitos brancos em adipécitos bege (WU et al.,
2012; WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013).

Pensar no tecido adiposo bege como uma possivel estratégia ao combate
a obesidade, ja é uma realidade na comunidade cientifica, uma vez que, a
guantidade de tecido adiposo marrom € diretamente proporcional ao gasto
energeético e em pessoas obesas, essa taxa costuma ser menor (KURYLOWICZ;
PUZIANOWSKA-KUZNICKA, 2020). A promocdo da transdiferenciacdo do
tecido adiposo branco em tecido adiposo bege, pode contribuir para o aumento

da lipolise e do consumo de substratos energéticos.
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Durante décadas, acreditou-se que o processo de browning seria
desencadeado a partir da exposicdo ao frio intenso ou através de estimulos
adrenérgicos, mais recentemente uma nova perspectiva passou a figurar na
literatura, a da adaptacdo ao exercicio (GOLLISCH et al., 2009), e, como
esperado, essas adaptacdes estendem-se ao Treinamento Intervalado, que

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

Uma das chaves para ativagéo do processo de browning é a angiogénese.
Essa constatacédo se deu a partir da observacao de adipécitos beges que, em
funcdo do estado de obesidade, passaram pelo processo de transdiferenciacéo
reversa: ‘whitening”. O processo de “whitening” se deu a partir da reducdo
vascular do tecido e instalacdo da condicdo de hipéxia. Por outro lado, com a
restauracdo do aporte vascular, o adipécito retornou ao fenotipo bege. O
exercicio foi capaz de estimular a conversdo de adipécito branco em beje pois
promoveu a angiogénese e o maior aporte vascular do tecido (ALDISS et al.,
2018).

Diversos sao os marcadores de angiogénese 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
etal., 2002). Embora o VEGF seja amplamente utilizado, esta molécula é apenas
um fator e o aumento de sua expressdo ndo necessariamente se traduz em
formacdo de vasculatura, neste sentido a presenca de marcadores de adesao
endotelial, como a CD31 (PECAM-1), identificam com mais precisdo a formagéo
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 possivel observar
claramente que o HIIT foi capaz, ndo somente, de alterar a morfologia dos
adipécitos como também aumentou a expressdo genética de UCP1. Estes
autores demonstraram que o HIIT promoveu maior sinalizacdo para o0s
promotores de transdiferenciacdo de tecido adiposo branco em tecido adiposo

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

A obesidade é um problema de saude mundial e como descrito
anteriormente esta associada ao surgimento de diversas patologias, que
impactam a saude da populacdo. Neste sentido, ha necessidade da busca por
estratégias que sejam eficientes na reducao da gordura corporal e melhora do
metabolismo energético. A literatura demonstra que o exercicio fisico € uma
estratégia eficiente na regulacdo do metabolismo energético e fendtipo do tecido
adiposo, além de promover alteragdo nos neurotransmissores que controlam a
fome e a saciedade. Ao mesmo tempo, a alimentacéo intermitente tem sido uma
estratégia eficientemente empregada no contexto da reducdo do peso e
adiposidade corporal, com desfechos benéficos tanto em humanos quanto em
roedores. Da mesma forma que o exercicio, a Al também é capaz de promover
alteracbes nos neurotransmissores que controlam a fome e a saciedade,
modulando as vias anorexigénica e orexigénica. Contudo, a literatura ainda €
escassa quando se trata da associacao entre estas estratégias, principalmente
quando o exercicio empregado ndao segue o modelo tradicional de endurance.
Desta forma, o impacto da associacdo entre estas estratégias, deve ser melhor

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

3.1 Geral

Avaliar os efeitos da associacdo entre alimentacdo intermitente e
exercicio intervalado de alta intensidade sobre a performance de nado, o controle
alimentar e a morfologia e bioguimica do tecido adiposo branco de ratos Wistar

machos.

3.2 Especificos
-Determinar o efeito das intervencdes utilizadas sobre as vias

orexigénicas e anorexigénicas;

-Determinar se a associagcdo entre a Al e 0 exercicio sdo capazes de

regular o comportamento alimentar dos animais;

-Determinar as altera¢cdes morfoldgicas do tecido adiposo branco em

resposta aos diferentes tratamentos;

-Avaliar se a associacdo entre Al e HIIT é capaz de promover 0 processo

de browning do tecido adiposo branco dos diferentes grupos experimentais.

-Quantificar as alteraces bioquimicas sofridas no tecido adiposo branco
por meio da quantificacdo da expressao de UCP1 em resposta aos diferentes

tratamentos.
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4 ORGANIZACAO DA TESE

A tese foi organizada da seguinte forma: Introducdo e suas sub secdes
que trazem um embasamento cientifico acerca do trabalho desenvolvido.
Justificativa e Objetivos onde é apresentada a lacuna da literatura e a
importancia do trabalho, bem como os objetivos que foram explorados. Em
seguida a secdo Materiais e Métodos que descreve as metodologias utilizadas
ao longo do projeto, desde os protocolos de alimentacdo e treinamento, as
técnicas laboratoriais até as analises estatisticas utilizadas. Em seguida pode-
se observar a secdo Resultados e Discussao que serd apresentada na forma de
um artigo original, publicado na revista Tissue and Cell e contém todos os dados
produzidos ao longo do doutorado. Apds, observa-se a secao Consideracdes
Finais com o fechamento dos resultados obtidos e, por fim, as sec¢les
Referéncias Bibliogréaficas e Anexos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostra e protocolo de alimentagé&o intermitente

No trabalho aqui desenvolvido, foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar. Todos os tratamentos e procedimentos empregados foram aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro e segue as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo com Animais (COBEA) (Lei n° 6.638, de 8 de maio
de 1979 e Decreto n°® 24.645 de 10 de julho de 1934. Numero 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 Sedentario (C), Controle
Exercitado (EX), Alimentacdo Intermitente (Al) Alimentagdo Intermitente e
Exercicio (AIEX) e acomodados em gaiolas coletivas com, no maximo, 4 animais.
E importante ressaltar que, cada experimento teve um ndmero diferente de
animais utilizados. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Centro de
Ciéncias da Saude (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 agua e comida, exceto quando o
tratamento exigia condi¢cOes diferentes. A ragédo oferecida aos animais era uma
racado comercial padrdao Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrientes, Parana, Brasil) e com
a seguinte composi¢ao nutricional: 22% de proteinas, 8% de fibras e 4% de
gorduras. Duas semanas antes do inicio dos tratamentos os animais foram
submetidos a um protocolo de adaptacédo que consistia em: duas semanas de
alimentacao intermitente (grupos Al e AIEX) e uma semana de reconhecimento
do meio aquético (todos os grupos, sem sobrecarga, por 1 minuto). Os animais
do grupo Controle (C) e os animais do grupo Exercitado (EX) tiveram livre acesso
a racao durante todo o protocolo, ao passo que, 0s animais dos grupos
Alimentagéo Intermitente (Al) e Alimentacdo Intermitente e Exercicio (AIEX)
tiveram acesso a racdo por 24 horas e depois seguiam em restricdo alimentar
por 24 horas, durante todo o protocolo (Figura 7). Também conhecido como

Every Other Day o protocolo de Alimentacéo Intermitente ja € bem descrito na
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literatura e 0 mesmo garante uma reducgdo do aporte caldrico, sem que ocorra
méa nutricio (RODRIGUEZ-BIES et al., 2010). Os animais foram pesados
semanalmente, as segundas-feiras, e a racdo consumida foi pesada diariamente

durante todo o protocolo.

Adaptagédo Sobrecarga 6% Sobrecarga 8% Sobrecarga 10% Sobrecarga12%

[ ] [ | [ 1 [ | - 1
0000040000 0000[00060000000040000009000004000000004000000060000004000460
L 1 L L Il It L L L
_23 ' _1 a ! 1 a ! 23 ! 33 ! 43 ) 53 ! 63 ! 73 ! 83

Semanas
¢ Dia de Treinamento @ Dia de Teste de Consumo

4 Dia de Descanso
Q Teste de Tempo Méximo de Nado
9 Eutanésia

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 agua a 37°C
e realizavam 14 “bouts” de esforgco com duracédo de 20 segundos intercalados
com 10 segundos de recuperacao passiva, perfazendo um total de 6:50 min, com
sobrecarga anexada a regido préxima 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 maxima de 12% do peso corporal). Esse
protocolo € uma adaptacéo ao protocolo estabelecido por Terada et al. (2001).
O protocolo de exercicios foi administrado 3 vezes por semana, as segundas,
quartas e sextas, garantindo assim que 0s animais nao estariam sujeitos ao
overtraining. A fim de observar melhorias cardiorrespiratérias promovidas pelos
protocolos de tratamento, foram executados dois testes de performance de nado,
gue consistiam em testes de tempo maximo de nado. Os testes consistiam em
observar o tempo maximo 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 ultimo dia de tratamento. A fadiga era determinada quando o animal
ndo era capaz de emergir para respirar, num periodo superior a 20

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

Todos os animais foram eutanasiados por decapitacdo utilizando
guilhotina especifica 48 horas apos a Ultima sessdo de treinamento. O
hipotalamo foi rapidamente retirado, pesado e congelado imediatamente em
nitrogénio liquido. O tecido adiposo branco visceral e epididimal foi retirado,
pesado e parte foi congelada imediatamente em nitrogénio liquido para as
analises bioquimicas e parte foi preservada em solucédo de paraformaldeido a
4% (PFA 4%) para as analises histoldgicas e ensaio de imunohistoquimica. O
peso de todos os tecidos foi corrigido pelo peso corporal da uUltima pesagem

anterior a eutanasia.

5.4 Consumo alimentar e hiperfagia

Para verificar o consumo alimentar dos diferentes grupos e o impacto das
intervencdes sobre os mesmos, a ragdo consumida foi pesada e registrada
diariamente ao longo de todo o tratamento. Com o objetivo de observar o
desenvolvimento de comportamento hiperfagico, tipico de animais sob
protocolos de alimentacdo 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
restricdo alimentar por 12 horas, apds esse periodo todos tiveram ragéo 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 orexigénico e anorexigénico

RNA hipotalamico foi isolado utilizando-se kit ReliaPrep RNA tissue Miniprep
System (Promega). A concentracdo e pureza das amostras de RNA foram
avaliadas pela razdo das absorbancias 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 instrugbes do fabricante. Os niveis de
expressdo de mRNA de Proopiomelanocortina (POMC) e Neuropeptideo Y
(NPY) foram avaliados pelo RT-PCR de tempo real usando GoTagq gPCR Master
Mix (Promega), foram utilizados 5 ng de cDNA e primers especificos (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 15sa 95 °C e 1 min a 60 °C e terminando com uma
curva de desnaturacéo variando de 60 a 95°, permitindo a distingdo de produtos
especificos. Os resultados foram analisados pelo método de quantificacédo

relativa de 2 “2ACT,

Tabela 2 - Primers

Primers

Forward Reverse Sequéncias Tamanho

do produto

POMC 5'-
GAAGGTGTACCCCAATGTCG-
3
211bp
POMC  5-
CTTCTCGGAGGTCATGAAGC-

3'

NPY 5-
TGTGGTGATGGGAAATGAAA-
3
87bp
NPY 5'-
CAGGCAGACTGGTTTCACAG -

3’

BACTIN 5'-
CACTTTCTACAATGAGCTGCG
-3'
148 bp
BACTIN 5'-

CTGGATGGCTACGTACATGG-
3!

5.6 Histologia e imunohistoquimica

5.6.1 Processamento histoldgico

Os tecidos adiposos brancos foram fixados em paraformaldeido (PFA) 4%
a fim de retardar o metabolismo tecidual, bem como evitar a autolise celular e
uma possivel proliferacdo de microrganismos. Para desidratacdo, os tecidos

foram submetidos a um processamento histologico com séries crescentes de
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alcool etilico (Isofar, Brasil) 70% e 90% por 40 minutos e 2 banhos de 100% por
1 hora cada. Para tornar o tecido o mais translicido possivel, facilitando a
penetracdo da parafina, os tecidos foram submetidos a etapa de clarificacdo 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 ultimo banho, as amostras foram incluidas na central de inclusdo 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
apos solidificacao. Por fim, os tecidos foram cortados no micrétomo Rotatory
Microtome CUT 5062 (Slee Medical GMBH, Alemanha) em cortes escalonados
a 5uym de espessura, para posterior coloragdo com hematoxilina e eosina e
andlises por imunohistoquimica. Foram capturadas 15 imagens digitais de
campos aleatorios do tecido adiposo branco em uma camera de alta resolucéo
Olympus DP72 (Olympus Corporation, Japao) acoplada ao microscépio Olympus

BX53 (Olympus Corporation, Japao).

5.6.2 Técnica de H&E

Para realizar a técnica, as laminas obtidas pelo processamento histologico
foram colocadas por 24 horas em uma estufa a 56°C, com o intuito de derreter o
méaximo de parafina impregnada no tecido. No dia seguinte, para clarificacdo do
tecido, as laminas foram submetidas a 3 banhos sucessivos de xilol, por 5
minutos cada, seguido de banhos com concentracdes decrescentes de alcool
etilico (100%, 90% e 70%) também por 5 minutos cada para hidratacéo tecidual.
Em seguida, ap6s um banho de 2 minutos com agua destilada, os cortes foram
corados com hematoxilina (VETEC 630) por 3 min, lavadas em agua corrente.
Posteriormente, as laminas foram mergulhadas por 2 minutos em eosina (Sigma
E4382) e lavadas em agua destilada e corrente por 5 minutos. A hematoxilina e
eosina coram o nucleo da célula com a cor azul arroxeado e o citoplasma celular
e a matriz extracelular em tons avermelhados a réseos, respectivamente. Em
seguida submetidas a banhos com concentra¢des crescentes de alcool etilico
(70%, 90% e 100%) por 5 minutos cada para desidratacéo tecidual e a 3 banhos
consecutivos de xilol. Em seguida, as laminas foram montadas com Entellan
(Merck Millipore, Alemanha) (DE ALMEIDA et al., 2021)
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5.6.3 Imunohistoquimica

Os cortes foram colocados na estufa a 56°C por 24 horas para amolecer
a parafina presente nos tecidos e depois submetidas ao processo de
desparafinizacdo com 3 banhos consecutivos de xilol por 3 minutos cada, para
completo derretimento da parafina. A técnica de imunohistoquimica utilizada foi
a da avidina-biotina-peroxidase, utilizando o kit Vectastain (Vector Laboratories,
EUA). As laminas foram imersas em banhos decrescentes com alcool etilico
100%, 90% e 70% por 3 minutos cada, seguido por um banho com agua
destilada por 2 minutos, e entdo foram colocadas em camara Umida para inicio
do protocolo. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com perdxido de
hidrogénio 3% por 30 minutos e o0 seu excesso foi retirado com 3 banhos de
tampao fosfato-salina (PBS) contendo o detergente Tween a 0,2% (tampéao PBS-
T) por 5 minutos cada banho. Para a recuperacéo antigénica, as laminas foram
submersas em tampao de Tris-EDTA pH 9.0, sendo colocadas 3 vezes no micro-
ondas em poténcia maxima por 5 minutos cada, com intervalos em temperatura
ambiente por 5 minutos cada, seguido de descanso no gelo por 10 minutos. Apos
essa primeira solucao, as laminas foram colocadas em tampé&o citrato de sodio
pH 6,0, sendo levadas 2 vezes ao micro-ondas em poténcia 6 por 5 e 3 minutos,
com intervalos de 10 minutos no gelo. Apés essas solucfes, 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
sitios inespecificos. Apés este intervalo de tempo ocorreu a incubacgéo overnight
a 4°C dos tecidos com os anticorpos primarios especificos, CD31 (Abcam ab
ab28364, diluicdo 1:25), UCP1 (Sigma U6382, diluicdo 1:500). No dia seguinte,
foi realizada a incubacdo com anticorpo secundario, conjugado com biotina
(SPD-060 - Spring Bioscience, EUA) durante 1 hora e posteriormente com
estreptavidina (SPD-060 - Spring Bioscience, EUA) também por 1 hora. Apés 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 coloracédo do tecido. A reacgéo foi interrompida com agua destilada. O material
foi contra corado com hematoxilina por 5 segundos e ap6s, as amostras foram
desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan (Merck Millipore,

Alemanha).
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5.6.4 Quantificacao de vasos

A gquantificacdo dos vasos e dos adipdcitos foi feita através do programa
STEPanizer para realizar o calculo dos parametros estereologicos (TSCHANZ;
BURRI; WEIBEL, 2011). Para a contagem de vasos e dos adipécitos foi realizada
uma contagem separada da area teste em todos os campos capturados. Para o

calculo dos nucleos por area (QA) foi utilizada a formula abaixo (Equacéo 1):

n? nucleos na area teste

Qa =

area teste (um?)

Equacéao 1 - Calculo da quantificagédo de vasos

5.6.5 Quantificacdo da area dos adipocitos

Para essa analise, avaliamos oito imagens de diferentes campos para
cada animal, em um total de quatro animais por grupo experimental. Em cada
campo analisamos cinco adipdécitos, nos quais medimos o menor € 0 maior
didmetro para calcular a area dos adipdcitos conforme descrito anteriormente
(OSMAN et al., 2013). Para cada adipécito, o diametro foi calculado como a

média aritmética do menor e do maior diametro.

5.6.6 Analise qualitativa de UCP1

A UCP-1 é expressa exclusivamente no tecido adiposo marrom em
roedores e em recém-nascidos, sendo regulada por noradrenalina e hormonios
da tireoide. Desta forma, foi realizada uma analise qualitativa da presenca ou
nao de marcacao UCP1 no tecido adiposo branco. Onde O=ausente, 1=pouca

marcacgao, 2=marcacao intermediaria, 3=muita marcacao

5.7 Analises estatisticas
O software GraphPad Prism 8.0 foi utilizado para a analise dos dados. As
comparacoes foram feitas usando ANOVA de duas vias com o teste de Tukey
para comparagdes multiplas, ANOVA de trés vias (consumo a cada 2h) e teste
de Kruskal-Wallis para medidas ndo paramétricas (intensidade de marcacao
UCP-1). O tamanho do efeito das intervengdes (np2) foi calculado no Microsoft
Excel para o peso final, consumo de alimentos, expressao de mRNA de Pomc e
Npy, peso do tecido adiposo branco, area de adipdécitos, nimero de adipdcitos,
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razdo CD31/area de adipécitos e marcacdo de UCP1. Um tamanho de efeito foi
considerado baixo quando np2 <= 0,01, moderado quando np2 <=0,06 e alto
quando np2 >=0,14. Os resultados foram expressos em média £ DP e o nivel de

significancia aceito foi de p < 0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Intermittent Fasting
High Intensity Intermittent Exercise

High caloric intake and physical inactivity are known precursors to the development of several chronic metabolic
diseases. For obesity and sedentarism, High Intensity Intermittent Exercise (HIIE) and Intermittent Fasting (IF)
have emerged as individual strategies to attenuate their negative effects by improving metabolism. To study their
combined effects, Wistar male rats (n = 74, 60 days old) were divided into four groups: Sedentary Control (C),
swimming-based HIIE only (HIIE), Intermittent Fasting only (IF), and swimming-based HIIE associated with
Intermittent Fasting (HIIE/IF). Over an eight-week period swimming performance, body composition, weight
and feeding behavior were analyzed. The final morphology of white adipose tissue showed a significant
reduction in adipocyte size consistent with a higher number of cells per area in exercised animals (vs C and IF, p
< 0.05), which also displayed characteristics of browning through UCP-1 levels and CD31 staining. These results
suggest that the increased performance in the HIIE/IF group is, in part, by modifications of WAT metabolism
through the browning process.

Adipose
Obesity

et al., 2018); as well as improved fatty acid metabolism (Gibala et al.,
2006). In addition, programed physical activity alone can reduce

1. Introduction

Physical inactivity is a major health concern that in association with
a high-calorie diet increases the risk factors for the onset of several
weight-related chronic diseases such as obesity, hypertension, diabetes,
Jjoint diseases, and others (Warburton et al., 2006). Inactive people often
cite a lack of time as a major barrier to regular exercise that can be
overcome by the short-duration nature of high-intensity interval
training (HIIT) that has repeatedly shown similar results to traditional,
higher-volume training (Gibala and Jones, 2013; Stutts, 2002). HIIT can
increase physical performance by metabolic improvements including
increased coupling of the electron transport chain and greater efficiency
of glyeolytic enzymes, as previously observed by our group (Real-Hohn

post-session food consumption (Blundell and King, 2000), which may be
related to the physical intensity of the exercise. Hunger and the moti-
vation to eat can be reduced by HIIT even after a single session (Bilski
et al., 2020). It has been suggested that HIIT promotes a greater
reduction in food intake compared to other exercise programs by
increasing leptin expression levels, including in eutrophic individuals
(Katch et al., 1979; Rocha et al., 2016),. This increase in leptin levels
may explain the contribution of exercise to a reduction in caloric intake
(Caldeira et al., 2018; Varkaneh Kord et al., 2021).

Intermittent fasting (IF) is another method to lead to a weight loss
that directly affects the calorie intake. Rats subjected to an IF protocol
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showed an improvement in metabolic homeostasis through morpho-
logical and biochemical changes in adipocytes of the white adipose
tissue (WAT), which displayed signs of a browning process towards
brown adipose tissue (Kim et al., 2017). This process describes the onset
of chemical-structural modifications that occur in white adipocyte as
they acquire characteristics of brown adipose tissue cells. This in-
fluences the thermal regulation process through non-shivering thermo-
genesis and the leaking of electrons through UCP-1 in the electron
transport chain of mitochondrial respiration (Pico et al., 2022). Several
studies have shown that IF, used as a calorie restriction protocol, has
been considered effective in inducing morphological changes and pro-
moting attenuation of parameters considered to be at risk for the onset
and progression of chronic metabolic diseases. (Eshghinia and
Mohammadzadeh, 2013; Grajower and Horne, 2019). Importantly,
Chausse et al. (2014) observed that animals submitted to a 4-week IF
protocol developed hyperphagic behavior on chow offering days as a
funection of alterations in appetite-controlling neurotransmitters. Regu-
lar exercise can also induce the expression of genes responsible for the
browning process of white adipose tissue (Otero-Diaz et al., 2018),
which can contribute to weight loss in overweight or obese people by
increasing thermogenesis (YE et al., 2019).

Separately, exercise and IF are two approaches to control weight gain
by increasing calorie expenditure (only exercise) and reducing calorie
intake (both approaches). Although several studies show that both HIIE
and IF can generate similar results, there is still a large gap in the
literature when it comes to the association of two protocols. The study
conducted by Moraes et al. (2017) observed changes in the body
composition of animals but did not observe changes in feeding behavior.
Thus, this study aims to evaluate the effects of combination of the two
treatments on the body composition as well as on the feeding behavior of
rats. In addition, this study investigated the morphological, structural,
biochemical changes of adipocytes and the swimming performance.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (n = 74, 60 days old, 247.9 = 11.74 g), provided by
Central Animal Facility of the Health Sciences Center (CCS) of the
Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ), were randomized using
Excel and divided into four experimental groups: Sedentary Control (C),
Exercise Only (HIIE), Intermittent Fasting (IF), and Exercise with
Intermittent Fasting (HIIE/IF). The animals were housed in collective
cages with a maximum of 4 animals/cage under a controlled environ-
ment (22.8 = 2.0 °C, 45-50% humidity) and inverted light-dark cycle of
12 h. Food and water were available ad libitum, except for the IF groups.
Animals were fed with standard commercial chow Nuvilab CR-1
(Nuvital Nutrients, Parand, Brazil) with following nutritional composi-
tion: 22% protein, 8% fiber, and 4% fat. Two weeks before the study
period, animals were submitted to an adaptation protocol that consisted
of two weeks of intermittent fasting (IF and HIIE/IF groups) and one
week to adapt all groups to an aquatic environment by swimming for 1
min without overload (Fig. 1). The Control group (C) and Exercised
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group (HIIE) had water and food ad libitum throughout the protocol.
The Intermittent Fasting (IF) and Intermittent Fasting and Exercise
(HIIE/TF) groups had access to food for 24 h followed by 24 h of feed
restriction as described by Rodriguez-Bies et al., (2010). The animals
were weighed weekly on Mondays and the feed consumed was weighed
daily throughout the protocol (8 weeks). This project is in compliance
with the ARRIVE guideline, the EU Directive 2010/63/EU for animal
experiments, current legislation and the norms established by the Na-
tional Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and
was approved by the Ethics Committee for the use of animals (CEUA) in
Scientific Experimentation of the CCS-UFRJ under number: 059/16.

2.2. High-intensity intermittent exercise

The animals in groups HIIE and HIIE/IF were submitted to an eight-
week high intensity, intermittent swimming protocol that was adapted
from Terada et al. (2001). Animals performed 14 bouts of swimming in a
pool adapted for rodents and a water temperature of 37 °C for 20 sec
interspersed with 10 s of passive recovery. Animals carried an overload
of weight attached to the proximal tail region that started with 6% of the
animal body weight and increased 2% every 2 weeks up to the maximum
overload of 12% of body weight. The total exercise session lasted 6 min
and 50 s. For animals in the training groups, the HIIE protocol was
performed on Mondays, Wednesdays, and Fridays. The animals in the
sedentary groups were placed in shallow water at the same temperature
as the animals under training were exposed. It is important to emphasize
that the water level was such to mimic the water temperature of the
animals undergoing training, without, however, having sufficient depth
to perform the swimming movement.

2.3. Performance test

The cardiorespiratory endurance of animals was measured by the
time recorded from a maximum swimming test performed before the
exercise protocol started (Day 0) and at the end of training period as
showed in Fig. 1. The test consisted of a single swimming bout until
fatigue with a 12% body weight overload of current body weight. Fa-
tigue was defined as 20 sec underwater (Casimiro-Lopes et al., 2008).

2.4. Tissue collection

After a 48 h recovery period from the maximum swim test, animals
were euthanized by decapitation using a dedicated guillotine. The hy-
pothalamus was rapidly removed, weighed, and immediately frozen in
liquid nitrogen. Visceral and epididymal white adipose tissue were
removed, weighed, and aliquoted. One portion for biochemical analyses
was frozen immediately in liquid nitrogen and another for histological
analyses and immunochistochemistry assays was preserved in 4% Para-
formaldehyde (PFA) solution. The weight of all tissues was normalized
by the final body weight of the animal.

Acquaintance Overload 6%

Qverload 8%.

Overload 10% Overload 12%

| — 1 [ m—
e e I R X I X

28 ED 1 2 >

4 Training day

4 Day off

<> Maximum swimming test
4 Euthanasia

Weeks

4 5 & 72 Y

Fig. 1. Graphical representation of the experimental design. Two weeks before the study period, animals were acclimated to the aquatic venue for the swimming

HIIE program. Maximum swim tests were performed at day 0 and the last day.
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2.5. Food consumption

Animals in individual cages were fasted for 12 h followed by the
addition of chow (100 g). The food remaining was weighted every 2 h
for 8 h. This test was conducted for all experimental groups.

2.6. Orexigenic and anorexigenic neuromransmirters expression analysis
by RT-PCR

Hypothalamic RNA was isolated using the ReliaPrep RNA tissue
Miniprep System kit (Promega). The concentration and purity of RNA
samples were evaluated by the ratio of absorbances at 260 and 280 nm
using a spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.). One micro-
gram of the total RNA was used to synthesize ¢DNA using the High-
Capacity c¢DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
following the manufacturer’s instructions. Pro-opiomelanocortin
(POMC) and Neuropeptide Y (NPY) mRNA expression levels were
assessed by real-time RT-PCR using GoTaq gPCR Master Mix (Promega)
with 5 ng of ¢cDNA and primer pairs specific to the target (Table 1).
Reactions were executed on a ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) with a thermocycling protocol consisting of 2 min at 50 °C,
10 min at 95 °C, 40 cycles of 15s at 95°C, and 1 min at 60 °C and
ending with a denaturation curve ranging from 60° to 95°C, allowing
distinetion of specific products. The results were analyzed by the method
of relative quantification of 2 ~24CT,

2.7. Histology and immunohistochemistry

2.7.1. Tissue processing

White adipose tissue was fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) and
dehydrated with a series of ethyl alcohol solutions (Isofar, Brazil) of
increasing concentrations (from 70% to 90% for 40 min each before two
1 h incubations in 100%). Next, tissues were clarified and prepared for
the infiltration of paraffin with three, 20-min incubations in 100% xylol
(Isofar, Brazil). Subsequently, the adipose tissue was submitted to 2
paraffin baths of 50 min each. At the end of the last bath, the samples
were included in the Leica EG1150H inclusion center (Leica Biosystems,
USA), where the samples were placed in metal molds and submerged in
paraffin to form a paraffin block. After solidification, the samples were
cut on a Rotatory Microtome CUT 5062 (Slee Medical GMBH, Germany)
in 5 pm thick, staggered sections for subsequent hematoxylin and eosin
staining as well as immunochistochemistry analysis.

2.7.2. H&E rechnigue

Slides with histological sections were placed in an oven at 56 °C for
24 h to melt the maximum paraffin impregnated in the tissue. Next,
paraffin was removed by 3 successive baths in 100% xylene for 5 min
each followed by baths in decreasing percentages of ethyl alcohol
(100%, 90%, and 70%), also for 5 min each. After a 2-min bath in
distilled water, the sections were stained with hematoxylin (Harris’s
Hematoxylin solution 100%; Erviegas EP-11-20571) for 3 min and
washed under running water. Subsequently, the slides were dipped for
2 min in a 0.5% alcoholic solution of eosin (Eosin A alcoholic solution
0.5%; Merck Product #102439) and washed under running distilled
water for 5 min. Then submitted to baths with increasing concentrations

Table 1
Primers sequences.

Primers Reverse Sequences Product Size

Forward

POMC POMC 5-GAAGGTGTACCCCAATGTCG-3" 211 bp
5'-CTTCTCGGAGGTCATGAAGC-3"

NPY NPY 5'-TGTGGTGATGGGAAATGAAA-3 87 bp
5'-CAGGCAGACTGGTTTCACAG — 3

PACTIN PACTIN 5'-CACTTTCTACAATGAGCTGCG — 37 148 bp

5'- CTGGATGGCTACGTACATGG-3"
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of ethyl alecohol (70%, 90%, and 100%) for 5 min each for tissue
dehydration and three consecutive xylol baths. The slides were then
mounted with Entellan (Merck Millipore, Germany) (de Almeida ef al.,
2021).

2.7.3. Immunohistochemisay

Sections on glass slides were placed in an oven at 56 °C for 24 h to
soften the paraffin present in the tissues and then submitted to the
deparaffinization process with 3 consecutive 100% xylol baths for 3 min
each for complete removal of paraffin. Next, slides were immersed in
baths with decreasing percentages of ethyl alcohol (100%, 90%, and
70%). Immunohistochemistry utilized the avidin-biotin-peroxidase
approach emploved in the Vectastain kit (Vector Laboratories, USA).
Slides were placed in a humidified chamber and endogenous peroxidase
was blocked with 3% hydrogen peroxide for 30 min followed by three
rinses in phosphate-buffered saline containing 0.2% Tween20® deter-
gent (PBS-T) for 5 min each. Antigen was retrieved by submerging slides
in Tris-EDTA buffer (pH 9.0) and three rounds of maximum microwave
power for 5 min, rest at room temperature for 5 min each and a 10 min
incubation on ice. Next, slides were placed in sodium citrate buffer (pH
6.0) and microwaved 2 times at power 6 for 5 and 3 min with 10 min
intervals on ice. Sections were then washed twice in PBS-T for 5 min
each before blocking nonspecific sites with 3% bovine serum albumin in
PBS. Next, sections were incubated overnight at 4 °C with the primary
antibodies against CD31 (Abcam ab ab28364, 1:25 dilution) or UCP1
(Sigma U6382, 1:500 dilution). After three washes in PBS-T, sections
were incubated with secondary antibody conjugated with biotin
(SPDO60 - Spring Bioscience, USA) for 1 h and then with streptavidin
(SPD-060 - Spring Bioscience, USA) also for 1 h. After washing with PBS-
T, a drop of diaminobenzidine (DAB) (SPD-060 - Spring Bioscience,
USA) was applied to each section for 1 min, always checking the staining
of the tissue. The reaction was stopped with distilled water. The material
was counterstained with hematoxylin for 5 s and then the samples were
dehydrated, diaphanized, and mounted with Entellan. All negative
controls followed the same protocol with omission of the primary anti-
body (Merck Millipore, Germany).(Andrade et al., 2021).

2.7.4. Imaging of histological sections

Fifteen digital images of random fields of white adipose tissue were
captured on an Olympus DP72 high-resolution camera (Olympus Cor-
poration, Japan) coupled with an Olympus BX53 microscope (Olympus
Corporation, Japan) (Almeida et al., 2017).

2.7.5. Quantification of vessels

The quantification of vessels and adipocytes was performed using the
STEPanizer program to perform the calculation of stereological param-
eters (Tschanz et al., 2011). For vessel and adipocyte counts, a separate
count of the test area was performed in all captured fields. For the
calculation of vessels per area (QA) the following formula was used:

~ NO.of ves,
- area test(pum?)

1 sin test area

[o]

2.7.6. Quantification of adipocyte area

For this analysis, eight images were evaluated from different fields
for each animal for a total of four animals per experimental group. In
each field, we analyzed five adipocytes, in which we measured the
smallest and largest diameter to calculate the area of the adipoeytes as
previously described (Osman et al., 2013). For each adipocyte, the
diameter was calculated as the arithmetic mean of the smallest and
largest diameter.

2.7.7. Qualitative analysis of UCP1

A qualitative analysis of the presence or absence of UCP1 marking in
white adipose tissue was performed, where O =absent, 1 =little
marking, 2 =intermediate marking, and 3 =high marking as described
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by Zimmermann et al. (2014).

2.8. Staiistical analysis

GraphPad Prism 8.0 software was used for data analysis. Compari-
sons were made using two-way ANOVA with Tukey’s test for multiple
comparisons, three-way ANOVA (consumption every 2 h) and a Kruskal-
‘Wallis test for non-parametric measures (UCP-1 labeling intensity). In-
terventions’ effect size (r]pg) was caleulated in Microsoft Excel for Final
Weight, Food Consumption, Pomc and Npy mRNA expression, white
adipose tissue weight, adipocyte area, number and ratio CD31/adipo-
cyte area and UCPI labeling. An effect size was considered low when np®
< = 0.01, moderate when up2 < =0.06 and high when r]p2 > =0.14. The
results were expressed as mean =+ SD and the accepted significance level
was p < 0.05.

3. Results
3.1. Effects of HIE and IF on swimming performance

The animals submitted to the training protocol achieved higher
maximum swimming times after the treatment pericd when compared
to the sedentary groups (Fig. 2) (C: 124.35 + 33.35s; HIIE: 166.68
=+ 41,44 5, IF: 118.66 + 27.0 s; HIIE/TF: 168.5 + 46.22 s). However, it is
important to point out that only the group that combined the two
treatments obtained better performance when compared to their initial
moment (Before: HIIE/IF: 134.15 + 25.49 5; After: HIIE/IF: 168.5
+ 46.22).

3.2. Influence of IF and HIIE on body composition

To observe how the combination of HIIE and IF could impact body
composition, animals subjected to different protocols had their weight
measured weekly and thus it was observed the initial weight (Fig. 3A),
the final weight (Fig. 3B) and followed the evolution of weight gain of
these animals (Figs. 3C and 3D). Animals submitted to IF presented less
weight gain when compared to the control groups (ad libitum diet) (C:
358.2 g + 31.69; HIIE: 341.2 g + 46.01: IF: 306.2 g + 20.32; HIIE/TF:
293.7 g = 14.89; on last week; v|p2 =0.45 for IF). When comparing the
initial weight to the final weight of these animals only the group that
associated the two protocols (HIIE/TF) had no significant weight gain
(Before: 263.2 g + 15.22; After: 293.7 g + 14.89). Animals under IF had
no weight loss. It can be observed in Fig. 3D the weekly animals weight
variation in the different experimental groups. Can be noticed that the IF
and HIIE/TF groups presented a higher variation than the control groups.
This is because the animals under restriction were weighed on fed and

Seconds

HIIE/NIF

Before After

Fig. 2. Impact of HIIE and IF on physical performance. The graph shows the
mean swimming time (+5D) of animals carrying + 12% body weight recorded
from the first test and second at the end of the treatment period in the (C)
Sedentary control, (HIIE) Exercised control, (IF) Sedentary intermittent fasting,
and (HIIE/IF) Exercised intermittent fasting groups (n= 19 per group).
*P < 0,01 x G *P < 0.001 x HIIE, °P < 0.001 x IF, *P < 0.05 x HIIE/TF.
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non-fed days since they were always weighed on Mondays. To observe if
this weight difference between the groups was related to the accumu-
lation of visceral white fat, the tissue was collected and weighed at the
end of the treatment. The weight of the white adipose tissue (WAT), both
visceral and epididymal, was normalized by the body weight of the
animals in the last week of treatment (Fig. 3E) (C: 0.0076 £ 0.0017;
HIIE: 0.00802 £+ 0.003; IF: 0.00703 + 0.0023; HIIE/IF: 0.00571

=+ 0.00175; ﬂpz =0.06 for HIIE, 11p2 =0.02 for IF). Despite the lower
body weight and a moderate effect size of IF on WAT weight, there was
no statistical difference between the content of WAT between animals
subjected to the IF protocol and animals on a free diet.

3.3. HIIE and/or IF effect on food intake and feed control

To understand how these same protocols affected the animals’ feed
intake and control, chow was weighed daily throughout the treatment.
The animals that went through the diet restriction protocol consumed
less chow over the total treatment period (Fig. 4A) (C: 123.22 g + 8.05;
HIIE: 119.04 g + 9.95; IF: 93.62 g + 14.14: HIIE/IF: 95.53 g + 11.53;
np? =0.59 for IF), but when the day of feed supply was offered, can be
noticed that these animals ate more than the free-diet animals (Fig. 4B)
(C: 123.22 g £ 17.76; HIIE: 119.04 g £ 20.62; IF: 187.257 g + 28.29;
HIIE/TF: 191.07 g + 23.06; r]p2 =0.69 for IF). To analyze the feeding
behavior of the animals, a consumption test was performed. It was
observed that animals in the IF and IF/HIIE groups developed hyper-
phagic behavior, especially in the first two hours of food supply
(Fig. 4C). Importantly, HIIE was able to reduce food intake in the initial
hours when compared to the other groups, but when associated with
intermittent fasting, this effect is lost (C: 9.22 g +1.98; HIIE: 6.44 g
+ 1.74; IF: 15.11 g = 2.71; HIE/IF: 13.55 g + 3.24). Even after 4 h of
feeding, the consumption of animals under the HIIE protocol was still
lower than those who associated HIIE with IF and a strong trend towards
the IF group (HIIE: 5.22 g + 2.10; IF: 10 g + 4.47; HIIE/TF: 8.66 g
=+ 2.59). This phenomenon of hyperphagia had already been observed in
the literature by (Chausse et al., 2014), and it occurs, according to their
study, due to alterations in orexigenic and anorexigenic
neurotransmitters.

To measure whether the protocols would be able to modulate these
neurotransmitters, two important neurotransmitters that regulate eating
behavior, NPY (Fig. 4D), known to be orexigenic, and POMC (Fig. 4E)
(C: —5.55 4 0.18; HIIE: 0.02 + 0.24; TF: 0.18 + 0.19; HIIE/TF: 0.19
=+ 0.23), anorexigenic, were relatively quantified through real-time RT-
PCR, and it was identified a significant increase in the expression of
POMC in hypothalamie tissue of animals subjected to the IF protocol
(qu =0.15 for IF) associated or not with training.

3.4. Impacr of HIIE and IF on the morphology, soucture, and WAT
Browning

Hematoxylin and eosin stain the cell nucleus with purplish blue color
and the cell cytoplasm and extracellular matrix in reddish to pinkish
shades, respectively. In the WAT, it was observed by the histological
images that the animals from groups HIIE, IF and HIIE/IF had smaller
adipose cell sizes when compared to the animals from control group
(Fig. 5) (C: 4559.79 ym? + 432.40; HIIE: 1752.64 pm? + 176.80; IF:
2462.28 ym? + 331.02; HIE/TF: 1173.09 pm> + 104.46; qu =0.88 for
TF, ﬂp2 =0.94 for HIIE, v]p2 =0.69 for Interaction). Additionally, in both
groups that exercised in association with or not IF, adipocytes displayed
a smaller number of cells when compared to the IF group (Fig. 5) (C:
306.75 +57.86: HIIE: 733 + 102.37; IF. 404.25+ 21.17; HIE/IF:
809.5 + 178.09; np” =0.18 for IF, np? =0.83 for HIIE). This result led to
the observation that the exercised groups presented a higher number of
adipose cells in the same area.

As the literature suggests that exercise is capable of inducing changes
in the molecular characteristics of adipocytes in the WAT towards brown
adipose tissue, vessel formation was quantified through CD31. CD31
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Fig. 3. Impact of diet, training, and their combination on body composition. (A) Initial weight of animals. (B) Final weight of animals. (C) Comparison of Initial X
Final weight. (D) Weight gain curve across treatments. (E) Weight of white adipose tissue (visceral + epididymal) normalized by final body weight. Values are
expressed as mean and + 5D (n = 10 animals per group). *P < 0.05 x C; *P < 0.05 x HIIE.

labeling was normalized by the average size of the adipocytes. The HIIE
group showed higher labeling than groups C and IF. Furthermore, ani-
mals in the HIE/IF group showed higher CD31 labeling relative to
adipocyte size than all other groups (Fig. 6) (C: 0.0162 + 0.001; HIIE:
0.032 £+ 0.003; IF: 0.0147 + 0.002; HITE/IF: 0.0647 + 0.009; r|p2 =0.76
for IF, v|p2 =0.93 for HIIE, r|]:2 =0.79 for Interaction), suggesting the
prevalence of the effect of training on these parameters and a synergism
between IF and HIIE.

To further evaluate the possibility of browning in WAT, the level of
UCP-1 was determined by immunostaining. It was observed that the
exercised animals, showed higher UCP-1 intensity in comparison to
animals in C group, and the animals that combined HIIE with IF had the
highest expression of this protein (Fig. 7). Effect size suggests a high
impact of IF (an =0.37) and HIIE (r]p2 =0.81), and a moderate impact of
interaction (qp2 =0.06), suggesting that the WAT in exercised animals
had a greater propensity to undergo the browning process.

4. Discussion

Morphological and biochemical changes in adipose tissue that in-
fluence weight in rats can be induced, independently, by both HIIE
(Holloway et al., 2015; Pimenta et al., 2015) and IF (Katare et al., 2009;
Martel et al., 2018). Recent studies suggest that their combination could
lead to synergistic effects on rat skeletal muscle metabolism (Real-Hohn
et al., 2018). Here, we aimed to examine their possible synergy on
physical performance, feeding behavior as well as the morphology and
biochemistry of adipocytes in rats subjected to both protocols.

As expected, animals in the HIIE groups presented longer swimming
time in the final test. A significant difference was seen for the HIIE/TF
group when comparing the swimming time before and after the study
period. This is consistent with Martinez-Rodriguez et al. (2021) study,
which found an increase in countermovement jump in active women
that trained with a HIIE protocol (3 x10 bouts of 30 s with 30 s rest)
concomitant with 14 h of intermittent fasting. This improvement in
physical performance can be explained by an increase in muscle mass
and strength as well as an optimization in anaerobic energy metabolism
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Fig. 4. HIIE and IF affect feeding behavior feed intake and control. (A) Average feed intake over the total treatment time. (B) Average feed intake on chow offer days
for IF group. (C) Consumption after a 12 h fasting measured every 2 h. (D) Hypothalamic expression levels of NPY (D) and POMC (E) assessed by gRT-PCR. Values are
expressed as mean and + SD (n = 10 animals per group). * P < 0.05 x C; *P < 0.05 x EX-

(Batitucci et al., 2022; Real-Hohn et al., 2018).

Another expected effect from the interaction between HIIE and IF is
the impact on body composition. It can be seen how IF had a greater
impact when looking at the weight gain of animals throughout the
treatment. Animals under some IF protocols began to develop a hyper-
phagic behavior after 4 weeks of treatment. This behavior has been
ascribed to changes in appetite controlling neurotransmitters levels,
such as Pomc (Chausse et al., 2014). Some studies have shown a decrease
in Pomc gene expression after 4 (Gotthardt et al., 2016) or 12 (Spezani
et al., 2020) weeks of IF. Others have found no statistical difference in
Pomc mRNA expression in fasted animals subjected to IF compared to ad
libitum animals, although chow was offered for 24 h (Chausse et al.,
2014). A notable difference between the studies is the fed state of the
animals before euthanasia. The first study utilized animals that were
euthanized in a fasted state, the second 24 h after the end of the IF state
and our experiment design euthanized animals 48 h after the end of IF
protocol with a return to ad libitum food. This suggests an impact on
Pomc levels by fasting that is overcorrected within 48 h. A dedicated

study will be needed to determine the dynamics of Pomc levels in rela-
tion to fasting.

When examining adipocytes, no statistical differences in WAT con-
tent were measured across the groups, but the IF-related moderate effect
size suggests an impact of intermittent fasting protocol on WAT weight.

However, the possibility of morphological and biochemical changes in
these adipocytes were considered since the literature has shown that
both an intermittent fasting protocols and fraining can generate
remodeling of adipose cells (Ve et al., 2019). Furthermore, training is
capable of the same feat without weight loss even in humans (Ahn et al.,
2022). Noticeable morphological changes in adipocytes were observable
in WAT from animals subjected to the HIIE training.

An important change in the adipocytes was the remodeling towards
brown adipose tissue through the browning process. This can contribute
to the improvement in their metabolic profile as well as to thermogen-
esis (Verma et al., 2020). One of the tools used to identify the browning
process in these adipocyte cells was the identification of new blood
vessels and alteration of gene expression related to brown adipose tissue
(Xia et al., 2021). The CD31 molecule is an excellent identifier of
endothelium formation (Delisser et al., 1993; Liu & Shi, 2012) because
unlike other markers, such as VEGF, that are induction factors and do
not identify the presence of endothelium, CD31 identifies tissue
formation.

Here, it was possible to observe through labeling of CD31 protein
that only animals subjected to the HIIE protocol had higher levels of this
marker. Further, there seems to be an additive effect in the HIIE/IF
group. This result was unexpected as it contrasts with some studies that
showed that IF alone was able to increase the expression of angiogenesis
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Fig. 5. Morphology of adipocytes in white adipose tissue from animals subjected to HIIE, IF and their combination. Light microscopy of H&E stained histological
sections of white adipose tissue, from animals in (A) Sedentary control, (B) Exercised control, (C) Sedentary intermittent fasting, and (D) Exercised intermittent
fasting. Dimensional measurements for the mean size (E) and number of adipocytes (F). Values are expressed as mean and + SD (n = 4 animals per group). Scale bar

of 50 um. * = P< 0.05 x C; # — P < 0.05 x HIIE, § = P < 0.05 x IF.

markers (Kim et al., 2017). Our data suggests that HIIE may also have a
potential angiogenic effect on adipose tissue. Honkala et al. (2020)
showed an increase of CD31 protein labeling on adipose tissue of healthy
and insulin-resistant men that trained sprint interval training for 2
weeks, also suggesting that HIIE may play a role in adipose tissue

process of white adipose tissue cells is the UCP-1 expression which is
involved in the thermogenic capabilities to these cells (Bargut et al.,
2016). As its exp can be lated by training (Flouris
et al., 2017), the animals submitted to the HIIE protocol here did show
higher levels of expression of this protein. Interestingly, the animals

ization. These ch could increase the b g p in
WAT and energy metabolism in general.
Moreover, one of the most used markers to identify the browning

bji dto the IF p Is sh d a high effect size in UCP-1 levels

that is lower than effect size in the HIIE group. Interaction between
interventions also showed a moderate impact, suggesting that IF and
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HIIE together, may impact UCP1 expression, which has been reported
(Ahn et al., 2022; Rodrigues et al., 2018). The increase in UCP-1 protein
expression can also be explained by the increase in POMC expression in
hypothalamus. Dodd et al. (2015) showed that the increase in UCP1
protein expression in WAT is partially dependent of POMC neurons
activation. Ropelle et al. (2010) suggested that exercise training can
restore Pomc mRNA expression in diet-induced obese and
leptin-deficient (ob/ob) mice. Overall, the improvements in physical
performance and weight maintenance appear attributable to the HIIE
training and IF protocol, respectively, while the changes in the adipo-
cyte morphology and profile (CD31 and UCP1 expressions) suggest a
possible synergistic effect of both interventions together in promoting
the browning process in WAT.

The present study aimed to evaluate the impact of an 8-week pro-
tocol of HIIE and IF, concomitant or not, on swimming performance,
body composition, and feeding behavior along the morphology of WAT
in healthy male Wistar rats. As described by Real-Hohn et al. (2018),
HIIE and IF together increase physical performance that can be partially
explained by an optimization of energy metabolism in skeletal muscle.
The data here suggest that this can also extend to WAT metabolism
through a browning process as observed by an impact of HIIE and IF,
alone and together, in CD31 and UCP-1 levels. The role of IF in this
process may be related to an increase in Pome mRNA expression in hy-
pothalamus. We also found a hyperphagic effect of IF like others,
although more studies are necessary to evaluate the effect of exercise
training on maintenance of this behavior in rats subjected to an IF
protocol, since exercise alone can reduce food intake.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo aqui apresentado teve como objetivo observar e avaliar os
efeitos da combinacdo da Alimentacdo Intermitente, que € uma estratégia
dietética com grande visibilidade na atualidade com um protocolo de exercicios
de alta intensidade, o HIIT e seus efeitos na performance de nado, na morfologia
e bioquimica do tecido adiposo e também as possiveis alteracdes do

comportamento alimentar dos ratos submetidos a esses tratamentos.

Compreender esses mecanismos é de extrema importancia, pois as duas
estratégias sdo consideradas importantes aliados ao combate a obesidade e
entender como a combinacdo dessas estratégias se da a nivel celular, pode

trazer grande contribuicdo a populacao.

Observa-se que o treinamento tem um impacto significativo no aumento
da performance de nado bem como na morfologia dos adipdcitos e que a
associacdo entre as duas estratégias tem um efeito potencializador desses
achados. Como esperado a Al levou ao desenvolvimento do comportamento
hiperfagico, embora o treinamento tenha reduzido a necessidade de ingesta
alimentar, a associagcdo dos protocolos nédo foi capaz de mitigar a hiperfagia
desenvolvida. E interessante observar que a Al sozinha n&o foi capaz de gerar
alteracdes significativas em grande parte dos indicadores avaliados, porém
guando associada ao HIIT, ela foi capaz de potencializar os efeitos benéficos do

exercicio sobre os indicadores avaliados.

Em termos praticos, esse estudo chama atencdo para os cuidados
necessarios ao se utilizar esse modelo de intervencédo dietética, visto que o
mesmo pode causar alteracdes comportamentais que levam a hiperfagia. Além
disso, a utilizacdo de um protocolo de HIIT pode trazer grandes beneficios a

salde metabdlica.

E possivel reconhecer as limitagdes do estudo, como por exemplo néo ter
sido possivel analisar os nucleos hipotalamicos de maneira isolada, visto que
tanto as acdes quanto a producdo de neurotransmissores podem variar de
nacleo para nucleo; além disso, seria interessante observar o impacto dessas

intervencdes em ratos obesos, uma vez que a obesidade ira afetar a producéo
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de horménios sinalizadores para o hipotalamo e todas as cascatas de sinalizacdo

adiante.
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ANEXOS

Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais em Experimentacdo Cientifica

§FRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO — UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude - CCS

Rio de Janeiro, 22 de novembro de 2016

Prezada Professora Verdnica Salerno Pinto

A Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentacdo Cientifica
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) sobre o
numero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto intitulado: “Eefeito
do Jejum Intermitente e do Exercicio Intervalado de Alta Intensidade Sobre o
Metabolismo.”, protocolo n® 059/16, sob sua responsabilidade que envolve a
producéo, manutencéo e/ou utilizacdo de animais para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado
por esta comisséo de ética, em reunido do dia 18/10/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do Projeto Até 22/11/2020

Espécie/linhagem Rattus norvegicus/ Wistar

N° de animais 60 animais

Pesolidade 250-300g / 2-3 meses

Sexo machos

QOrigem Biotério Fernando Pompeu - EEFD
UFRJ.

Atenciosamente;

F _r.., . }:".—}—"'"‘_ .|

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comiss8o de Etica no Uso de Animals - CCS

Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Ceniro de Ciéncias da Saiide, Bloco K, 2% andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-390 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufiy br
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