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RESUMO

BASILIO, P.G. ANALISE DA CAPACIDADE FUNCIONAL, PERFIL BIOQUIMICO
SERICO E MORFOLOGIA DO MIOCARDIO DE RATOS SUBMETIDOS A DIETA
INTERMITENTE E EXERCICIO FISICO. Campo Grande; 2016. [Dissertacdo -
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O estilo de vida da sociedade contemporanea € caracterizado pela adoc¢ao de habitos
sedentarios e consumo de dietas hipercaldricas palataveis. Tal comportamento
constitui fator de risco na fisiopatologia de afec¢cdes metabdlicas, incluindo-se
dislipidemia e hiperglicemia, e remodelacdo cardiaca, um processo predisponente a
ocorréncia de doencas cardiacas. Desta forma, a influéncia de algumas formas de
intervencao clinica, incluindo-se restricdo calorica e pratica regular de exercicio fisico,
sobre indicadores de saude e prevencdo de enfermidades metabdlicas e cardiacas
tem sido crescentemente analisada em estudos clinicos e experimentais. O objetivo
do presente estudo foi analisar a influéncia da combinacédo entre dieta intermitente e
pratica de exercicio fisico sobre a capacidade funcional ao esfor¢o, perfil metabdlico
e indicadores morfolégicos de remodelacdo miocéardica. Para tanto,
ratos Wistar (n=60) foram distribuidos em quatro grupos: controle (C), exercicio fisico
(EF), dieta intermitente (DI) e exercicio fisico e dieta intermitente (EDI). Enquanto C e
EF foram tratados diariamente com dieta comercial padrao (3,64kcal/g) ad libitum, os
grupos DI e EDI receberam dieta similar administrada em dias alternados com dias de
jejum. Os animais EF e EDI foram submetidos a protocolo diario de corrida em esteira
rolante. Apd6s 12 semanas, foram analisados comportamento nutricional e
murinométrico, capacidade funcional, perfil bioguimico sérico, assim como a
morfologia macroscopica e microscopica do ventriculo esquerdo. Os resultados
experimentais foram expressos na forma descritiva, utilizando-se de medidas de
centralidade e variabilidade. As varidveis de comportamento nutricional,
murinométrico e tolerancia glicémica, foram avaliadas pelo Two-Way ANOVA e
modelo de medidas repetidas, seguido do teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni. As demais variaveis foram avaliadas por meio de Two-Way ANOVA,
complementada com teste de Student-Newman-Keuls. Todas as conclusdes
estatisticas foram discutidas sob nivel de significancia de 5%. No contexto metabdlico,
a dieta intermitente ocasionou melhora na tolerancia glicémica e reducdo nos niveis
de colesterolemia. O exercicio fisico, isoladamente, também diminuiu a colesterolemia
sem afetar a glicemia, e a combinacdo entre dieta intermitente e exercicio fisico
acentuou a melhora na tolerancia glicémica. No contexto morfoldgico, o exercicio
fisico acarretou remodelacédo intersticial do miocardio e, quando associado com a
dieta intermitente, promoveu retencdo do processo de remodelacdo cardiaca, o que
foi sustentado por menores valores morfométricos de area e perimetro
cardiomiocitario, assim como fracao intersticial de colageno.

Palavras chaves: restricdo energética, exercicio fisico, coracdo, remodelamento
cardiaco, tolerancia a glicose, fibrose.



ABSTRACT

BASILIO, P. G. ANALYSIS OF FUNCTIONAL CAPACITY, AND SERUM
BIOCHEMICAL PROFILE RAT MYOCARDIAL MORPHOLOGY SUBMITTED TO
INTERMITTENT DIET AND EXERCISE. Campo Grande; 2016. [Dissertation - Federal
University of Mato Grosso do Sull.

The lifestyle of contemporary society is characterized by sedentary habits and high
consumption of fat diet. Such behavior is a risk factor in the pathophysiology of
metabolic disorders, including dyslipidemia and hyperglycemia, and cardiac
remodeling. Thus, the influence of clinical intervention, including calorie restriction and
regular physical exercise on health indicators and prevention of metabolic and heart
disease has been recently examined in clinical and experimental studies. The aim of
this study was to analyze the influence of the combination of intermittent diet and
physical exercise on functional capacity to stress, metabolic profile and morphological
indicators of myocardial remodeling. Wistar rats (n = 60) were divided into four groups:
control (C), physical exercise (PE), intermittent diet (DI) and physical and intermittent
diet exercise (EDI). While C and EF were treated daily with standard commercial diet
(3,64kcal / g) ad libitum, the DI and EDI groups received similar diet administered on
alternate days with days of fasting. The EF and EDI animals were subjected to daily
protocol running on a treadmill. After 12 weeks, were analyzed nutritional and
murinometric behavior, functional capacity, serum chemistry profile, as well as
macroscopic and microscopic morphology of the left ventricle. The experimental
results were expressed in descriptive form, using centrality and variability. The
nutritional behavior variables, murinometric and glucose tolerance were evaluated by
two-way ANOVA and repeated measures model, followed by the multiple comparison
test of Bonferroni. The other variables were evaluated using two-way ANOVA, and
Student-Newman-Keuls test. All statistical findings were discussed at a significance
level of 5%. In metabolic context, the intermittent diet caused improved in glucose
tolerance and reduced levels of blood cholesterol. Physical exercise alone also
decreased blood cholesterol without affecting glucose levels and the combination of
intermittent diet and exercise highlighted the improvement in glucose tolerance. In the
morphological context, physical exercise resulted interstitial myocardial remodeling,
and when associated with intermittent diet promoted retention of the cardiac
remodeling process, which was supported by lower morphometric values area and
cardiomiocities circumference and interstitial collagen fraction.

Key words: energy restriction, exercise, heart, cardiac remodeling, glucose tolerance,
fibrosis.
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1. INTRODUCAO

O estilo de vida da sociedade contemporanea é caracterizado pela adocéao de
hébitos sedentarios e consumo de dietas hipercaldricas palataveis, com alto aporte de
lipideos e carboidratos (MENSAH et al., 2004). Tal comportamento constitui
importante fator de risco na fisiopatologia de afec¢cdes metabdlicas, incluindo-se
dislipidemia, hiperglicemia e remodelacdo cardiaca, um processo predisponente a
ocorréncia de doencas cardiovasculares (MONTEIRO et al., 1995; ROSAMOND et
al.,1998; FRANCISCHI R.P, PEREIRA, L.O, LANCHA JR A.H, 2001; MENSAH et al.,
2004; SOUZA M.F.M, ALENCAR A.P, 2009).

Nesse contexto, a influéncia de algumas formas de intervencédo clinica,
incluindo-se restricdo caldérica (WEINDRUCH R, SOHAL R.S, 1997; OMEDEI D,
FONTANA L, 2011) e pratica regular de exercicio fisico (PAFFENBARGER R.S, HALE
W.E, 1975; PAULSON et al.,1987), sobre indicadores de salde e prevencao de
enfermidades metabdlicas e cardiacas tém sido amplamente analisada em estudos
clinicos (KLEMPEL et al.,2010; KLEMPEL M.C, KROEGER C.M, VARADY K.A, 2013)
e em pesquisas com modelos animais (VARADY K.A, HELLERSTEIN M.K, 2007
PINOTTI et al., 2010; SUGIZAKI et al.,, 2011; SMYERS et al., 2015). A restricao
calorica constitui-se em intervencdo de grande efetividade para melhorar a saude,
promover beneficios funcionais ao organismo e aumentar a longevidade em varias
espécies de animais (WEINDRUCH R, 1996; FONTANA L, PARTRIDGE L, LONGO
V.D, 2010). O aumento da longevidade causado pela restricdo calGrica ou por
alimentacao intermitente, um regime dietético em que o alimento é disponibilizado ad
libitum em intervalos alternados, tem se relacionado a reduc¢des na incidéncia de
doencas associadas ao envelhecimento como neoplasias, obesidade, diabetes e
doencas renais (GOODRICK C.L et al.,1983; INGRAM D.K, REYNOLDS M.A, 1987,
SOHAL R.S, WEINDRUCH R, 1996; WEINDRUCH R, SOHAL R.S, 1997; WAN et al.,
2010). Além disso, outros autores documentaram que a restricdo da ingestdo
alimentar confere, em geral, efeitos benéficos diversificados para os sistemas
endacrino e cardiovascular (MASORO E.J, SHIMOKAWA |, YU B.P, 1991; MATTSON
M.P, WAN R. 2005; KATARE et al., 2009; KLEMPEL M.C, KROEGER C.M, VARADY
K.A, 2013).

Paradoxalmente, entretanto, outros estudos mostraram respostas controversas
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da restricdo alimentar em varios 6rgaos e tecidos. No contexto metabdlico, evidéncias
apresentam que a restricdo calérica (ARGENTINO et al., 2005; PARK et al., 2005) e
a dieta intermitente (WAN et al., 2010) promoveram melhora da tolerancia glicémica.
Entretanto, estudo mais recente mostrou que a alimentacéo intermitente pode levar a
inativagdo oxidativa do receptor de insulina e reducdo da tolerancia a glicose apoés oito
meses de experimento CERQUEIRA et al.,, 2011). No aspecto cardiovascular, a
restricdo caldrica mostrou-se relacionada com disfuncdo contratii e danos
morfolégicos no miocardio (OKOSHI et al., 2001; GUO et al., 2002; GUT et al., 2003;
SUGIZAKI et al., 2005; AHMET et al., 2010; PINOTTI et al., 2010). Portanto, a
influéncia da restricdo caldrica em relacdo aos indicadores metabdlicos e
cardiovasculares se mostram ainda incipientes.

Por sua vez, a pratica regular de exercicio fisico (EF) é amplamente difundida
como medida de promocdo de saude e prevencdo de diferentes condicdes
metabdlicas e cardiovasculares (PAFFENBARGER R.S, HALE W.E, 1975; PAULSON
et al., 1987; BRODERICK et al., 2001; SUGIZAKI et al., 2011; BUTHANI et al., 2013)
A prética de EF é extensamente relacionada a maior variabilidade da frequéncia
cardiaca, aumento do débito cardiaco e do volume sistolico em humanos (SCHAIBLE
T.F, SCHEUER J, 1979). Contudo, estudos experimentais com preparac¢des isoladas
de musculo papilar (NUTTER D.O, PRIEST R.E, FULLER E.O, 1981; GWATHMEY
J.K, 1990), de cardiomidcitos (LAUGHLIN M.H, SCHAEFER M.E, STUREK M, 1992;
PALMER et al.,, 1998) e ensaios hemodinamicos (CODINI M.A, YIPINTSOI T,
SCHEUER J, 1977; FITZSIMONS et al., 1990) mostraram resultados controversos,
evidenciando que o EF néo afetou e, inclusive, reduziu o desempenho miocardico
(BRODERICK et al., 2001; SUGIZAKI et al., 2006; WEINER R.B, BAGGISH A.L,
2012). Portanto, o papel do EF sobre aspectos morfofuncionais do miocéardio ndo esta
plenamente esclarecido. Além disso, existem controvérsias e lacunas em relagcdo a
influéncia da combinacg&o entre restricdo calOrica intermitente e pratica de exercicio
fisico em esteira rolante sobre a estrutura cardiaca.

Sob essas consideracdes, como hipotese inicial do presente estudo, admite-se
que a dieta intermitente resulta em alteracdes metabodlicas que integram menor
tolerancia glicémica e dislipidemia, além de indicios morfologicos de remodelagéo
miocardica. Por sua vez, espera-se que o exercicio fisico em esteira rolante atenue

essas desordens metabdlicas e cardiacas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, as mudancas de estilo de vida contribuiram, ao longo do tempo, para
0 estabelecimento da transicdo nutricional, com diminuicdo progressiva da
desnutricdo e aumento exponencial da prevaléncia de obesidade, diabetes do tipo Il
e doencas cardiovasculares (MONTEIRO et al.,1995; FRANCISCHI R.P, PEREIRA,
L.O, LANCHA JR A.H, 2001). De fato, o estilo de vida da sociedade contemporanea é
caracterizado pela adocao de habitos sedentérios e consumo de dietas hipercaloricas
palataveis, com alto aporte de lipideos e carboidratos (MENSAH et al., 2004). Tal
comportamento constitui importante fator de risco na fisiopatologia de afeccbes
metabdlicas, incluindo-se dislipidemia e hiperglicemia, e remodelacédo cardiaca, um
processo predisponente a ocorréncia de doencas cardiacas (MONTEIRO et al., 1995;
ROSAMOND et al.,1998; FRANCISCHI R.P, PEREIRA, L.O, LANCHA JR A.H, 2001;
MENSAH et al., 2004; SOUZA M.F.M, ALENCAR A.P, 2009).

Nesse contexto, a influéncia de algumas formas de intervencdo clinica,
incluindo-se restricdo calérica (WEINDRUCH R, 1996; OMEDEI D, FONTANA L,
2011) e pratica regular de exercicio fisico (PAFFENBARGER R.S, HALE W.E, 1975;
PAULSON et al.,1987), sobre indicadores de saude e prevencdo de enfermidades
metabolicas e cardiacas tém sido crescentemente analisada em estudos clinicos
(MEYER et al., 2006; FONTANA L, PARTRIDGE L, LONGO V.D, 2010; KLEMPEL et
al.,2010; KLEMPEL M.C, KROEGER C.M, VARADY K.A, 2013) e pesquisas com
modelos animais (VARADY K.A, HELLERSTEIN M.K, 2007; KHABOUR et al., 2010;
PINOTTI et al., 2010; SUGIZAKI et al., 2011; RADAK et al., 2013; SMYERS et al.,
2015).

A restricdo calérica (RC) é definida como reducéo da ingestao cal6rica abaixo
do ad libitum, sem desnutrigdo, sendo uma das formas de interveng&o nutricional mais
discutidas (ROTH G.S.; INGRAM D.K.; LANE M.A, 2001; BORDONE L,
GUARENTE L, 2005). E vista por meio dos resultados de estudos como uma forma
efetiva para melhorar a saude e promover beneficios funcionais ao organismo
(WEINDRUCH R. 1996; FONTANA L, PARTRIDGE L, LONGO VD., 2010). Uma
alternativa para a restricao calorica convencional € o jejum em dias alternados ou dieta
intermitente (DI), como comumente é conhecida. A DI vem sendo considerada como
uma nova alternativa de restricdo alimentar e vem ganhando popularidade. Este

modelo tem sido testado e geralmente envolve um dia em que alimentacdo €
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disponibilizada a vontade ou ad libitum, e outro dia em que o alimento é retido ou
reduzido, pois o percentual de restricdo energética é normalmente de 50 a 100%. O
intervalo de jejum e alimentacdo normalmente € de 24 horas, porém pode variar
(quanto) (MATTSON MP, WAN R., 2005; VARADY et al., 2009; BUTHANI et al., 2010;
WAN et al., 2010; VARADY et al., 2013).

Dentre os efeitos positivos da dieta restritiva estd 0 aumento da expectativa de
vida. O aumento da longevidade causado pela restricado caldrica ou por alimentacdo
intermitente, tem se associado com reducdes na incidéncia de doencas associadas
ao envelhecimento como neoplasias, obesidade, diabetes e doengas renais
(GOODRICK C.L et al.982; GOODRICK C.L et al.,1983; INGRAM, D.K,
REYNOLDS, M.A, 1987; SOHAL R.S, WEINDRUCH R, 1996; WEINDRUCH R,
SOHAL R.S, 1997; WAN et al., 2010; KLEMPEL M.C, KROEGER C.M, VARADY K.A,
2013). Além disso, autores documentaram que a restricdo da ingestdo alimentar
confere, em geral, efeitos benéficos diversificados para os sistemas endocrino e
cardiovascular (MASORO E.J, SHIMOKAWA [, YU B.P, 1991; MATTSON M.P, WAN
R. 2005; KATARE et al., 2009; WAN et al., 2010; AHMET et al., 2011; BUTHANI et al.,
2012; KLEMPEL M.C, KROEGER C.M, VARADY K.A, 2013).

Por outro lado, estudos mostraram respostas controversas da restricao
alimentar em varios 6rgaos e tecidos. No contexto metabdlico, evidéncias apresentam
que a restricao calérica (ARGENTINO et al., 2005; PARK et al., 2006) e a dieta
intermitente (WAN et al.,, 2010) promoveram melhora da tolerancia glicémica.
Entretanto, estudo apresentou que ratos sob restricdo alimentar apresentaram
resisténcia a insulina (CRESCENZO et al., 2006). Estudo mais recente de Cerqueira
e colaboradores (2011) obtiveram uma evidéncia importante ao compararem 0S
efeitos da restricdo calorica e dieta intermitente de curto e longo prazo no peso
corporal, no acumulo de gordura intra-abdominal, na tolerancia a glicose e na
sinalizacdo da insulina em ratos da linhagem Sprague-Dawley. Os resultados
mostraram que dietas restritivas sao significativamente diferentes em seus efeitos
sobre a tolerancia a glicose e estado redox quando adotadas a longo prazo. Além
disso, foi apresentado que a alimentacao intermitente pode levar a inativacdo oxidativa
do receptor de insulina (qual receptor) e a intolerancia a glicose. Posteriormente,
Dorighello e colaboradores (2014) com a hip6tese de que a dieta intermitente poderia
melhorar distarbios metabodlicos no receptor LDL de ratos e diminuir a suscetibilidade

de aterosclerose no contexto de animais hipercolesterolémico, submeteram ratos com
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com defeito no receptor LDL e sem esse defeito genético a dieta intermitente por
periodo de 12 semanas. Encontraram que a restricdo caldrica promovida pela dieta
intermitente induziu a obesidade e a diabetes. Além disso, piorou o desenvolvimento
espontaneo de aterosclerose no receptor LDL nos animais. Concluiram que os
beneficios relatados da restricdo alimentar intermitente ndo s&o aplicaveis em
situacdes de hipercolesterolémia genética devido ao defeito no receptor LDL.

No aspecto cardiovascular, a restricdo caldrica e a dieta intermitente mostrou-
se relacionada com disfuncao contratil e danos morfolégicos no miocardio (OKOSHI
et al., 2001; GUO et al., 2002; GUT et al., 2003; SUGIZAKI et al., 2005; AHMET et al.,
2010; PINOTTI et al., 2010). Essas modificacdes morfolégicas envolveram dilatacao
de camaras ventriculares, degeneracdo dos cardiomidcitos, fibrose intersticial e
edema mitocondrial (CICOGNA et al.,, 1999; SCHOCKEN D.D, HOLLOWAY D,
POWERS O.S, 1989; PINOTTI et al., 2010).

Em modelos experimentais, Ahmet e colaboradores (2010) foram os primeiros
a realizar um exame abrangente dos efeitos a longo prazo da dieta intermitente sobre
a aptidao cardiovascular em ratos. Buscaram avaliar de forma detalhada os efeitos da
dieta intermitente prolongada sobre a estrutura e fungéo cardiaca em ratos durante
seis meses, por meio de exame ecocardiogréfico, avaliacdo hemodinamica, teste de
estresse e avaliacdo histoldgica, esta realizada ao final do experimento. Encontraram
gue esta dieta crénica em ratos resulta no desenvolvimento de disfuncéo diastélica
com diminuicdo da reserva cardiaca. Além disso, que esta restricdo intermitente € um
modelo experimental novo e Unico de disfuncao diastélica induzida por dieta. Em
relacdo aos efeitos deletérios deste modelo em ratos, foi sugerido que estudos
adicionais sao necessarios para avaliar a funcao cardiovascular em humanos.

Entretanto, pesquisa de Wan e colaboradores (2010) demonstrou que a dieta
intermitente melhora o controle glicémico e protege o miocéardio contra o dano celular
induzido por isquemia e inflamagéo em ratos. Esses autores deduziram que estes
efeitos benéficos da dieta intermitente podem estar associados com um aumento dos
niveis de adiponectina, o que sugere um papel da adiponectina como um mediador
do efeito cardioprotetor neste modelo de dieta (WAN et al., 2010). Pinotti e
colaboradores (2010) compararam a influéncia do jejum e ciclos de realimentacdo com
a restricado alimentar e dieta ad libitum sobre a morfologia e desempenho do miocardio
de ratos a um protocolo com 12 semanas. Foi encontrado que a restricdo alimentar

promove disfuncdo miocardica, ndo observada nos ratos do grupo de dieta
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intermitente. Além disso, constatou-se que a restricdo caldrica causou maiores danos
morfolégicos comparado com o grupo de dieta intermitente. Chausse e colaboradores
(2014) investigaram os efeitos da dieta intermitente em ratos com protocolo de dieta
intermitente por trés semanas. Como resultados, obtiveram que os animais com dieta
restrita apresentaram maior ingestdo alimentar e baixa eficiéncia energética. Os
autores sugerem que os resultados estéo relacionados as mudangas nos padroes
metabdlicos promovidos pela disponibilidade intermitente de alimentos.

Em humanos, Buthani e colaboradores (2010) examinaram os efeitos da dieta
intermitente nos parametros de risco de doencgas coronanianas em sujeitos obesos e
avaliaram as mudancas nos parametros dos adipocitos. Os resultados mostraram
reducdo de gordura visceral e de colesterol total, aumento dos niveis de LDL e nao
alteracdo nos niveis de HDL, demonstrando melhoras nos parametros de tecido
adiposo, composicao corporal e perfil da adiponectina. Desta forma, evidenciaram
beneficios da dieta intermitente como mediadora na prevencao dos fatores de risco
de doencas cardiovasculares. Nassar e colaboradores (2014) avaliaram o estresse
oxidativo e o perfil de acidos graxos incorporados ao tecido hepatico de animais
submetidos a alimentagc&do com alto teor de gordura apos restricao alimentar. De forma
geral, os ratos passaram pelo jejum intermitente de 24 horas, retroalimentacdo com
dieta hiperlipidica, sendo que cada grupo possuiu um dieta lipidica distinta e apés
foram eutanasiados. Como principal achado, encontraram que o consumo de dietas
ricas em gordura apos jejum prolongado favorece desequilibrio oxidativo no tecido
hepatico.

Varady e colaboradores (2013) em estudo de 12 semanas analisaram a dieta
intermitente como intervencdo para perda de peso e efeito cardioprotetor em
individuos ndo obesos. Os autores tinham como hipotese que a dieta intermitente
poderia reduzir peso corporal e o risco de doencas cardiovasculares em sujeitos com
peso normal e sobrepeso, quando comparado ao grupo controle. Os resultados
constataram que a dieta intermitente € uma estratégia viavel para perda de peso e
pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares em sujeitos com peso normal e
sobrepeso. Entretanto, esses achados precisam ser melhor investigado em estudos
futuros para confirmar este efeito da dieta intermitente, ja que o mesmo trata de um
estudo piloto. Portanto, a influéncia da restricdo caldrica intermitente em relagdo aos

indicadores metabdlicos e cardiovasculares se mostram ainda incipientes.
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Por sua vez, a pratica regular de exercicio fisico (EF) é amplamente difundida
como medida de promocdo e prevencdo de saude em diferentes condi¢cdes
metabdlicas e cardiovasculares (PAFFENBARGER R.S, HALE W.E, 1975; PAULSON
etal.,.1987; BRODERICK et al., 2001; PINHEIRO et al., 2007; SUGIZAKI et al., 2011,
BUTHANI et al., 2013). A pratica de EF é extensamente relacionada a maior
variabilidade da frequéncia cardiaca, aumento do débito cardiaco e do volume
sistélico em humanos (SCHAIBLE T.F, SCHEUER J, 1979).

Broderick e colaboradores (2001) examinaram os efeitos da restricdo alimentar
e exercicio fisico sobre a recuperacao da funcéo cardiaca apds isquemia. Os autores
constataram que o miocardio do rato treinado apresentou-se mais resistente a
isquemia. Contudo, estudos experimentais com preparacdes isoladas de musculo
papilar (NUTTER D.O, PRIEST R.E, FULLER E.O, 1981; GWATHMEY J.K, 1990), de
cardiomiécitos (LAUGHLIN M.H, SCHAEFER M.E, STUREK M, 1992; PALMER et al.,
1998) e ensaios hemodinamicos (CODINI M.A, YIPINTSOI T, SCHEUER J, 1977,
FITZSIMONS et al., 1990) mostraram resultados controversos, evidenciando que o EF
nao afetou e, inclusive, reduziu o desempenho miocardico (BRODERICK et al., 2001;
SUGIZAKI et al., 2005; SUGIZAKI et al., 2006; WEINER R.B, BAGGISH A.L, 2012).
Kemplel e colaboradores (2010) examinaram as adaptacdes que ocorrem com a
combinacao da dieta intermitente de curto prazo e a pratica de exercicio fisico, como
uma estratégia para reducdo de peso em individuos obesos. Dos resultados
encontrados, além da perda de massa corporal, a sensacdo de fome diminuiu e a
sensacao de saciedade foi aumentada durante o experimento.

Posteriormente, Buthani e colaboradores (2013) utilizaram a dieta intermitente
e 0 exercicio fisico para examinar as adaptacbes comportamentais que ocorrem
qgquando ambas intervencdes sdo combinadas e para determinar como essas
mudancas afetam a perda de peso. Para o estudo foram divididos 64 sujeitos em 4
grupos: dieta intermitente e exercicio fisico, dieta intermitente, exercicio e controle. Os
achados do estudo sugerem que o exercicio de endurance combinado com a dieta
intermitente aumenta a sensacdo de saciedade e diminui a fome emocional e
descontrolada. O papel do EF sobre aspectos morfofuncionais do miocardio néo esta
plenamente esclarecido. Além disso, existem controvérsias e lacunas em relagdo a
influéncia da combinacéo entre restricdo calorica intermitente e pratica de exercicio

fisico em esteira rolante sobre a estrutura cardiaca.
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3. OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia da combinacdo entre dieta intermitente e pratica de
exercicio fisico sobre a capacidade funcional ao esforco, perfil metabdlico e
indicadores morfolégicos de remodelacdo miocéardica.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar se a combinacéo entre dieta intermitente e exercicio fisico afeta a
capacidade funcional ao esforco;

2) Analisar se a combinacao entre dieta intermitente e exercicio fisico promove
alteracdes de tolerancia glicémica e perfil bioquimico sérico;

3) Analisar se a combinagéo entre dieta intermitente e exercicio fisico afeta a

morfologia miocérdica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Animais e protocolo de experimentacao

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados 60 ratos da linhagem
Wistar (Rattus novergicus albinus), machos, com 60 dias de idade, procedentes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas da Saude (CCBS), Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais foram mantidos nas seguintes
condic¢des: gaiolas coletivas, sendo trés animais por caixa, sob condi¢gbes controladas
de temperatura (22 £ 2°C), umidade (55 + 5%) e ciclos de iluminacdo de 12 horas
(claro/escuro).

Considerando-se o delineamento do estudo, os animais foram randomicamente
distribuidos em quatro grupos: Controle (C) n=15, Dieta Intermitente (DI) n=15,
Exercicio Fisico (EF) n=15 e Exercicio Fisico e Dieta Intermitente (EDI) n=15.
Enquanto os animais dos grupos C e EF foram tratados diariamente com racdo ad
libitum (Nuvilab®, Brasil), sem restricbes, os grupos DI e EDI receberam tratamento
similar, administrado em dias alternados com dias de jejum. Além do suporte
nutricional, os animais dos grupos EF e EDI foram submetidos a um protocolo de
corrida em esteira rolante, elaborado de acordo com estudos prévios (EMTER et al.,
2005; DAMATO RL, 2014; PAGAN, L.U, 2014), e descrito a seguir. O periodo
experimental perdurou por 12 semanas.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National Institutes of
Health” (COMMITTEE ON CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 1985). O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de ética no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS, com o protocolo 615/ 2014, de
27 de Novembro de 2014 (Apéndice A).

4.2- Estudo bromatolégico

O suporte nutricional foi designado por especificacdes regimentadas no guia
“Nutrient requirements of the laboratory rat” para roedores de laboratorio. (MERRILL
A.L, WATT B.K, 1973; BRASIL 2005; ANALYSIS OF ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2011). Para determinagdo da composicéo
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bromatoldgica da dieta, as analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério
de Fisico-Quimica da Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica (UTASP)
da UFMS.

A determinacdo de umidade foi realizada em estufa a 105°C até o peso
constante, segundo AOAC (2011). A taxa de cinzas foi analisada em forno mufla
(550°C) (AOAC, 2011). Para determinacdo de lipidios utilizou-se o método de
extracdo a quente, com extrator de Soxhlet e éter de petréleo conforme procedimento
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005). A quantidade de proteinas foi
avaliada por meio do teor de nitrogénio total da amostra, pelo método Kjeldahl,
determinado ao nivel semimicro (AOAC, 2011). Utilizou-se o fator de conversao de
nitrogénio para proteina de 6,25. A estimacdo da quantidade de carboidratos
(incluindo fibras) foi obtida a partir de célculo tedérico (por diferenca) nos resultados
das triplicatas, conforme a formula:

% Carboidratos = 100 — (% umidade + % proteina + % lipidios + % cinzas).

O total de calorias (kcal) foi calculado utilizando-se o0s seguintes valores
energéticos: lipidios (9 kcal/ g), proteina (4 kcal/ g) e carboidratos (4kcal/ g) (MERRIL
A.L, WATT B.K, 1973).

4 .3- Protocolo de exercicio fisico

Como procedimento padréo, para a familiarizagdo dos animais com o protocolo
de exercicio fisico, foi realizada uma fase de adaptacéo, conforme descrito abaixo:

Fase de Adaptacdo: Uma semana antes do inicio do protocolo, foram
realizadas cinco sessdes diarias com velocidade constante de 5 m/min e duracéo de
5, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente. Neste periodo foram selecionados os

ratos com melhor desempenho na esteira para 0s grupos de exercicio.

O protocolo de exercicio consistiu na realizagdo de exercicio cinco vezes por
semana durante todo o periodo experimental, totalizando 12 semanas. Na Tabela 1,
sdo apresentadas informacdes sobre o programa de intervencao, considerando-se

periodo de aplicacdo e velocidade média das sessdes:
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Tabela 1. Protocolo de exercicio em esteira rolante, segundo intervalo,
velocidade (Vel.) e duracéo das sessoOes de corrida

Intervalo Vel. Média (m/min) Duracéao (min)
12 — 32 semanas 10 60 - 40
43 — 62 semanas 15 40
72 — 92 semanas 18 35
102 — 122 semanas 19 25-15

4 .4- Teste incremental

Para determinar o comportamento da capacidade funcional ao esforco, foi
realizado um teste de esforco com estagios multiplos, baseado em estudos prévios
(CARVALHO et al., 2005; MENDES et al., 2013). O teste incremental foi realizado ao
término do periodo experimental.

Para tanto, o teste foi iniciado com aquecimento de 5 min em uma velocidade
de 5m/min. Ap6s 1 min de recuperacédo passiva, o animal foi submetido a um esfor¢o
progressivo, com velocidade inicial de 6m/min, seguido por incrementos de 3m/min a
cada estagio subsequente, que perdurou por 3 minutos. O protocolo foi finalizado
guando o animal atingiu a exaustdo, a qual foi definida pela vigéncia de recusa a
corrida, mesmo sob estimulacgéo fisica ou quando a coordenacao entre as passadas
se apresentou dificultada (CARVALHO et al., 2005). A esteira foi mantida ligada
durante o intervalo de 1 minuto entre as trocas de estagios e aumento de carga, € 0
animal foi retirado da esteira manualmente com o objetivo da coleta sanguinea.

Para a determinacao do limiar de lactato, foram coletadas amostras de 25ul de
sangue da cauda do animal, obtidas no repouso e entre cada aumento de carga. A
coleta foi realizada com laminas de vidro para microscopia 25x75x1nm (Sigma
Chemical Company®- EUA, modelo Techware S 8902) e pipeta digital com ponteiras
descartaveis. O sangue coletado foi imediatamente armazenado em tubo Eppendorf,
contendo 50ul de fluoreto de sodio (NaF) a 1%. As amostras de sangue foram
refrigeradas apos a coleta e, em seguida, mantidas em freezer (-20°C) até a sua
utilizacdo. A concentracdo de lactato foi determinada pelo método eletroenzimético
com o uso de um lactimetro (Yellow Springs Instruments®, 1500 Sport, USA). O

aparelho foi calibrado de acordo com as informacgdes do fabricante.
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As andlises sanguineas do Teste de Esforco foram todas realizadas no
Laboratorio de Fisiologia e Desempenho Esportivo (LAFIDE), coordenado pelo Prof.
Dr Alessandro Moura Zagatto na Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus
de Bauru/SP.

Os resultados foram dados em mmol/L e a determinacdo do limiar de lactato
(LL) foi realizada por plotagem gréafica do comportamento das concentracdes durante
o teste. O LL foi determinado pelo momento de quebra da linearidade em funcao do
aumento de carga, obtido mediante inspecdo visual. A capacidade funcional foi
avaliada pela velocidade no limiar de lactato (VL), distancia percorrida, concentracéo
de lactato sanguineo no limiar de lactato (LacLL) e no momento da exaustao (Lace),
determinados durante o teste de esforco. Além disso, para melhor detalhar a cinética
de lactato, foi considerado também a variacao relativa (%) da lactateemia, obtida a
partir das medidas de lactato Lac.. e Lace. Nas analises de lactateemia, foram

utilizados quatro a sete animais por grupo.

4.5- Comportamento nutricional e murinométrico

O comportamento nutricional envolveu avaliagdo da ingestdo alimentar,
ingestdo caldrica e eficiéncia energética, a cada més de experimentacdo. A ingestao
alimentar foi obtida por meio da média do consumo diario de ragéo (g), obtido a cada
dois dias. A ingestdo caldrica foi calculada pela seguinte féormula: ingestédo alimentar
(g) multiplicada pelo valor caldrico da dieta. Para determinar a eficiéncia energeética,
definida como a capacidade de conversao da energia alimentar consumida em massa
corporal, foi considerada a raz&o entre a variacdo ponderal(g) e energia total ingerida
(Kcal).

A composi¢cado murinométrica envolveu o comportamento da massa corporal em
valores absolutos, indice de massa corporal (IMC), taxa de ganho de massa, indice
de Lee e adiposidade. A massa corporal foi mensurada semanalmente, utilizando-se
uma balanca digital. O indice de Lee foi calculado ao final do experimento, a partir da
relacdo entre a raiz cubica do peso corporal e o comprimento nasoanal o animal
[3VPeso (g)/CNA(cm)] (NOVELLI et al. 2007). A taxa especifica de ganho de massa
(g/kg) foi determinada a partir da relacdo entre dM e Mdt; em que dM representa o
ganho de massa corporal durante todo o periodo experimental e Mdt corresponde a
massa corporal inicial (NOVELLI et al., 2007).
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Concluidos os procedimentos de analise in vivo, os animais foram mantidos em
jejum por um periodo de 8 horas, submetidos a anestesia intraperitoneal com
cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda —
Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10mg/kg/ip;
Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda — Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o
Paulo, Brasil). Apds a eutanasia por decapitacdo, foram executadas toracotomia e
laparotomia mediana para remocéo de fragmentos cardiopulmonares e retirada de
tecido adiposo branco dos compartimentos retroperitoneal e epididimal (OLIVEIRA et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2014). A
soma dos dois compartimentos em valores absolutos e relativos foi considerada para

a determinacao da adiposidade corporal.

4.6- Caracterizacdo metabdlica

4.6.1- Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Com o objetivo de avaliar a resposta metabdlica em relacdo a administracéo de
glicose, foi realizado o TTG, ao final do periodo experimental. Para isso, 0s animais
foram mantidos em jejum durante um intervalo de oito horas. Em seguida, foram
coletadas amostras por meio de uma pequena incisdo junto a artéria caudal para
mensuracdo da glicemia basal. Na sequéncia, foi aplicada uma injecdo na regido
intraperitoneal com solucdo de glicose com concentracdo de 20% (glicose
monohidratada, Campo Grande, Brasil), dosagem equivalente a trés gramas por quilo
de massa corporal (DINIZ et al., 2004). As demais afericdes foram realizadas em 15,
30, 60, 90, 120 e 180 minutos, contados a partir do estado de repouso. Para a
medicdo, foi utilizado um glicosimetro da marca ACCU-CHEK GO KIT (Roche
Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil).

4.6.2- Perfil bioquimico sérico

Para explorar se a combinacéo entre restricao calorica intermitente e exercicio
fisico promove alteracdes do perfil bioquimico sérico, amostras sanguineas, coletadas
no momento da eutanasia, foram submetidas a centrifugagéo (3000 rpm) durante 10

minutos e, em seguida, foram armazenadas sob temperatura de -20° C.
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Posteriormente, foram avaliadas as concentracfes séricas de triglicerideos (TG),
colesterol total, lipoproteinas de muito baixa (VLDL), baixa (LDL) e alta (HDL)
densidades, proteina e albumina por método enziméatico com kit especifico (Kovalent

diagnosis, Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ).

4.7- Caracterizacdo morfologica do coracéo

4.7.1- Anélise morfolégica macroscopica

Para avaliar a morfologia cardiaca macroscopica, foram consideradas as
seguintes variaveis: valores absolutos de massa de atrios (MA), massa de ventriculo
direito (MVD) e ventriculo esquerdo (MVE), bem como suas respectivas relacbes com

a massa corporal final (MCF) e comprimento da tibia (cm).

4.7.2- Andlise morfolégica microscopica

Para a analise morfométrica dos cardiomiocitos, foram consideradas as
seguintes variaveis: area e perimetro celulares, e fracdo intersticial de colageno do
miocardio. Para tanto, foram confeccionadas laminas histologicas coradas em
hematoxilina-eosina (HE) e picro-sirius red (PSR), seguindo-se procedimentos
descritos em estudo prévios (MATSUBARA et al., 2006; ZORNOFF et al., 2006). Os
procedimentos foram realizados no Laboratério Experimental de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp.

ApOs toracotomia mediana e remocéao do coracao, foram retiradas amostras do
ventriculo esquerdo, a partir de incisdo transversal a seis mm do apice. Como
procedimento de fixagdo, os fragmentos foram imersos em solucdo tamponada de
formol a 10%, na qual foram mantidos por 48 horas. Em seguida, cada fragmento
miocardico foi banhado em agua corrente e imersos em solucdo de etanol a 70%,
condicdo na qual foram mantidos por mais 48 horas. Apés a etapa de fixacdo, os
materiais foram inclusos em blocos de parafina.

Laminas contendo secc¢des teciduais de quatro a sete um de espessura foram
submetidas a coloracdo com técnica de HE e PSR. Para o célculo morfométrico do
tamanho celular, foram utilizadas laminas coradas em HE. Considerando as medidas

de areas seccionais, foram amostrados de cada animal, um minimo de 100 mid6citos
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cardiacos, sendo que estas células deveriam provir da camada subendocéardica
ventricular. As laminas coradas por PSR foram utilizadas somente para a
quantificacdo do conteudo de colageno do meio intersticial miocardico. Fixado o
campo de imagem, os componentes do tecido cardiaco foram identificados, segundo
a cor realcada. Os filamentos de colageno refletiram a cor vermelha enquanto os
miocitos revelaram a coloragdo amarela. A fracdo intersticial de colageno
correspondeu a medida relativa (%) do conteddo de colageno sob toda a extensao
tecidual. Um minimo de 20 campos foi utilizado e regides perivasculares foram
desconsideradas.

Como instrumental analitico, os cortes histolégicos foram projetados em
aumento de 40 vezes com o auxilio de microscoépio (LEICA DM LS) acoplado a uma
camera de video que projeta imagens digitais em um microcomputador IBM, equipado
com programa analisador de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA).

4 8- Procedimentos de analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos na forma descritiva, utilizando-
se de medidas de centralidade e variabilidade. As variaveis de comportamento
nutricional, murinométrico e tolerancia glicémica, em funcéo do periodo experimental,
foram avaliadas pelo método de andlise de variancia, no esquema 2x2 (Two-Way
ANOVA), e modelo de medidas repetidas, seguido do teste de comparacdes multiplas
de Bonferroni. As demais variaveis foram avaliadas por meio de Two-Way ANOVA,
complementada com teste de Student-Newman-Keuls. Todas as conclusdes

estatisticas foram discutidas sob nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1- Composicao dos grupos

No decorrer do periodo experimental, trés animais do grupo Exercicio Fisico
(EF) e cinco animais do grupo Dieta Intermitente e Exercicio Fisico (EDI) foram
removidos da pesquisa por apresentarem resisténcia a corrida ou por se machucarem
na esteira, restando 12 unidades no grupo EF e 10 no grupo EDI, respectivamente.
Nos demais grupos ndo ocorreram descartes de animais no decorrer do experimento.

Obteve-se entdo a seguinte distribui¢cdo de frequéncia, segundo o grupo:

- Grupo Controle: 15 animais;
- Grupo Dieta Intermitente: 15 animais;
- Grupo Exercicio Fisico: 12 animais;

- Grupo Dieta Intermitente e Exercicio Fisico: 10 animais.

Portanto, para as demais analises, foi considerada esta constituicdo amostral.

5.2- Bromatologia

Na analise bromatoldgica, foram realizadas analises em triplicata para defini¢éo
da composicdo nutritiva da dieta utilizada no presente estudo. Na Tabela 2, séo
apresentados os resultados obtidos na composi¢do centesimal, acompanhada do

valor calérico da dieta.

Tabela 2. Composic¢ao centesimal e valor cal6rico da dieta experimental

Componentes Valores
Umidade (%) 10,86+0,06
Cinzas (%) 7,46%0,03
Lipideos (%) 7,37+0,18
Proteinas (%) 22,42+0,23
Carboidratos (%)* 51,89+0,49
Valor calorico (kcal/g) ** 3,64+0,01

Valores em média + desvio padrédo; * Determinagdo de carboidratos realizada por diferencga.
** Calculado pela soma: (proteinas x 4 kcal) + (lipideos totais x 9 kcal) + (carboidratos x 4 kcal).
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5.3- Comportamento nutricional e murinométrico

5.3.1- Ingestédo alimentar

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados de ingestdo alimentar diaria,
segundo grupo e momento de avaliagdo. Em relagéo ao efeito da dieta, os grupos
Controle (C) e Dieta Intermitente (DI) apresentaram diferencas entre si, sendo que
maiores valores de ingestdo alimentar foram verificados no grupo DI nos trés
momentos de analise. Da mesma forma, na comparacdo entre 0s grupos Exercicio
Fisico (EF) e Exercicio Fisico e Dieta Intermitente (EDI), constatou-se que o0 grupo
EDI consumiu mais racédo do que o grupo EF durante todo o periodo experimental.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, ndo foram observadas alteracfes de
ingestao alimentar em momento algum; nos trés meses, tanto as comparacoes entre
os grupos C e EF, quanto entre DI e EDI ndo revelaram diferencas estatisticamente
significativas. Considerando-se o efeito dos periodos avaliados, o grupo C ingeriu
guantidade similar de racdo em todos os meses. Entretanto, o grupo DI exibiu maior
consumo no segundo més. Ja os grupos EF e EDI mostraram um aumento de ingestao

alimentar no segundo més, que se perdurou até o final do experimento.

Tabela 3. Medidas descritivas da ingestdo alimentar (g), segundo os momentos
de avaliacdo

Momentos
Grupos 1° Més 20 Més 30 Més
C 23,31 + 0,212A0 23,21 + 0,892A0 23,36 + 1,022A0
DI 33,46 + 1,92bAa 36,70 + 2,36bAE 35,66 + 1,720A8
EF 22,38 + 1,132 23,25 + 0,892AdB 23,83 + 0,722A8
EDI 34,19 + 2,41bA 36,91 + 1,710A8 36,51 + 0,608

Valores em média + erro padrdo; C: ratos sedentérios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparacdes entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparac¢fes entre intervengbes fisicas em momento similar; a, B, £: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.
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5.3.2- Ingestao caldrica

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados da ingestéo caldrica (kcal/g), por
dia de alimentacdo. Em relacdo ao efeito da dieta, os grupos C e DI apresentaram
diferengas entre si, sendo que maiores valores de ingestéo caldrica foram verificados
no grupo DI, em todos os momentos avaliados. De forma similar, constatou-se que o
grupo EDI apresentou maior consumo do que o grupo EF, durante o segundo e
terceiro més do experimento.

Em consideragéo ao efeito do exercicio, verificou-se auséncia de alteragbes
significativas nos valores de ingestédo calérica em todos os momentos avaliados. Em
relacdo a progressao dos meses de experimento, o grupo C ingeriu quantidade similar
de calorias em todos os momentos. Entretanto, o grupo DI revelou maior valor de
ingestdo caldrica no segundo més, o que ndo perdurou no terceiro més. O grupo EF
apresentou valores similares, diferindo apenas no terceiro més. Todavia, o grupo EDI
apresentou maior ingestao caldrica no segundo més, comportamento que se perdurou

até o final do experimento.

Tabela 4. Medidas descritivas da ingestdo caldrica (kcal/g) diaria, segundo os
momentos de avaliacao

Grupos Momentos

1° Més 2° Més 3° Més
C 84,77 + 0,783Ac 84,40 + 0,843Ac 84,94 + 0,963Ac
DI 121,68 + 1,80QPAc 133,44 + 2,210A% 129,65 + 1,620A8
EF 81,38 + 1,192Ac 82,84 + 0,572Ac 86,63 + 0,768
EDI 124,31 + 2,773Ac 134,21 + 1,978 132,74 + 2,178

Valores em média + erro padrdo; C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparac¢des entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparac¢fes entre intervengbes fisicas em momento similar; a, B, £: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados de ingestao caldrica total (g/kcal),
considerando intervalos mensais de avaliacdo. Em relacdo ao efeito da dieta,
observou-se que os grupos DI e EDI apresentaram menores valores de ingestao
caldrica total nos trés momentos de avaliacdo, comparados aos grupos C e EF,

respectivamente.
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Ao verificar-se o efeito do exercicio, foi constatado diferenca significativa
apenas no primeiro més na comparacéo entre os grupos C e EF, sendo que o grupo
C apresentou maior ingestao calorica total. Considerando o momento de avaliacao, o
grupo C nao apresentou alteracdo do comportamento de ingestao calorica total
durante os meses. Ja no grupo EF, observou-se um aumento progressivo na ingestao
caldrica total ao longo do periodo experimental. O grupo DI, por sua vez, mostrou um
acréscimo de ingestdo no segundo més, seguido por decréscimo no ultimo instante
de avaliacdo. No grupo EDI, foi constatado aumento da ingestao calorica total a partir

do segundo més, que se perdurou até o final do experimento.

Tabela 5. Medidas descritivas da ingestdo caldrica total (g/ kcal), segundo os
momentos de avaliacao

Grupos Momentos

1° Més 2° Més 3° Més
C 2374 + 858 2363 + 9bAa 2378 + 104PAd
DI 1703 + 983Ad 1868 + 1203 1815 + 883AF
EF 2279 + 115bAa 2319 + 568 2426 + 74°A¢
EDI 1740 + 1232Ac 1879 + 8738 1858 + 963AP

Valores em média + erro padrdo; C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparac¢des entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparagdes entre intervengdes fisicas em momento similar; a, B, £: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

5.3.3 - Eficiéncia alimentar

Na Tabela 6, sdo apresentados os resultados da eficiéncia alimentar (g/kcal),
segundo grupo e momento de avaliacdo. Em relacdo ao efeito da dieta, observou-se
gue os grupos DI e EDI apresentaram menores valores de eficiéncia alimentar no
primeiro més, valores similares no segundo més e maiores medidas de eficiéncia no
altimo més do experimento, em comparacao aos seus respectivos controles, C e EF.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, foi constatado diferenca significativa na
eficiéncia alimentar apenas entre os grupos DI e EDI no primeiro més, quando o grupo
DI apresentou maior eficiéncia alimentar que o grupo EDI.

Considerando a progressao dos meses do experimento, de modo geral, 0s

grupo C e EF apresentaram um decréscimo da eficiéncia alimentar no decorrer do
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periodo experimental. Por sua vez, o grupo DI ndo apresentou diferencga significativa
na eficiéncia alimentar, enquanto o grupo EDI mostrou aumento da eficiéncia

alimentar a partir do segundo més, que se perdurou até o final do experimento.

Tabela 6. Medidas descritivas da eficiéncia alimentar (g/ kcal), segundo os
momentos de avaliacao

Grupos Momentos

1° Més 2° Més 3° Més
C 0,119 + 0,012bA¢ 0,082 + 0,0132A8 0,048 + 0,0043Ac
Dl 0,062 + 0,00423Ba 0,059 + 0,0063A¢ 0,082 + 0,005PA
EF 0,104 + 0,005°A8 0,058 + 0,0063A¢ 0,046 + 0,0043Ac
EDI 0,026 + 0,0113Aa 0,054 + 0,0132Ad8 0,079 + 0,004°A8

Valores em média + erro padrdo; C: ratos sedentérios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparac6es entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparagbes entre intervengdes fisicas em momento similar; a, B, £: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

5.3.4 - Comportamento murinométrico

Na Tabela 7, sdo apresentados os resultados do massa corporal (g), analisada
mensalmente. Em relacdo ao efeito da dieta, comparando os grupos C e DI, observou-
se que o grupo DI apresentou menores valores de massa corporal entre todos 0s
momentos de avaliagdo. Ja na comparacao entre os grupos EF e EDI, constatou-se
que o grupo EF apresentou maior massa corporal somente no segundo més do
experimento.

Ao verificar-se o efeito do exercicio na massa corporal, ndo foram encontradas
alteracdes significativas. Considerando os momentos de avalia¢do, todos grupos, em
geral, apresentaram um aumento progressivo da massa corporal no decorrer do

periodo experimental.
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Tabela 7. Medidas descritivas do massa corporal (g), segundo os momentos de

avaliacéo
Grupos Momentos
Inicio 1° Més 2° Més 3° Més
C 232 + 292Ad 310 + 370A8 363 + 4QPAL 395 + 46PA¢
DI 243 + 342Ac 272 + 323A8 303 + 373AF 344 + 373A¢
EF 242 + 333Ac 308 + 33248 345 + 31bAE 376 + 3934€
EDI 266 + 312Ad 279 + 273Ad 306 + 223AB 347 + 223AF

Valores em média + erro padrao; C: ratos sedentarios sob dieta normocal6rica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparac¢des entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparag8es entre intervengdes fisicas em momento similar; a, B, £, €: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados da taxa de ganho de massa
corporal (g/kg). Em relacdo ao efeito da dieta, comparando os grupos C e DI,
observou-se que o grupo DI apresentou menores valores ponderais nos dois primeiros
meses de avaliacdo. Na comparacdo entre os grupos EF e EDI, o grupo EDI
apresentou menor taxa de ganho ponderal no primeiro més, ndo diferindo
significativamente no segundo e terceiro més, em relacdo ao grupo EF.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, foi encontrado no grupo C maior taxa de
ganho de massa corporal em relacdo ao grupo EF. Na comparacéo entre DI e EDI,
nao foram encontradas mudancas significativas na taxa de ganho de massa corporal.
Considerando os momentos de avaliacdo, o grupo C apresentou um decréscimo nos
valores durante o decorrer do periodo experimental. Os grupos DI e EDI nédo
apresentaram alteracfes significativas na variagdo da massa corporal durante todos
0s momentos de avaliagdo. O grupo EF apresentou maior valor de ganho ponderal no
primeiro més, comparado com o segundo e terceiro més, sendo que os valores do

segundo e terceiro més néo foram diferentes entre si.
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Tabela 8. Medidas descritivas da taxa de ganho de massa corporal (g/ kg),
segundo os momentos de avaliacao

Grupos Momentos

1° Més 2° Més 3° Més
C 31,35 + 5,278 12,87 + 22,6588 2,91 + 0,413Aa
DI 3,85 + 0,592Ad 3,64 + 0,592Ad 5,19 £ 0,613A¢
EF 18,36 + 1,758 4,62 + 0,853 2,70 £ 0,43%Aa
EDI 1,54 + 0,612Ac 3,85 + 0,58%Aa 4,77 + 0,493/

Valores em média + erro padrdo; C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparacdes entre dietas em momento similar; A,
B: p<0,05 para comparagdes entre intervencdes fisicas em momento similar; a, B, £: p<0,05 para
comparacdes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente
significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

Na Tabela 9, sdo apresentados as medidas descritivas de adiposidade
corporal, indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee. Em relacdo ao efeito da
dieta, o grupo DI mostrou menores valores de IMC e indice de Lee em comparacao
ao grupo C. Nao foram constatadas diferencgas entres os grupos EF e EDI.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, comparando os grupos C e EF, foi
encontrado maiores medidas de adiposidade corporal no grupo C. Na comparacéo
entre DI e EDI, foram encontradas mudancas significativas na adiposidade, sendo que
0 exercicio resultou em menor adiposidade corporal. Além disso, o grupo EDI

apresentou maior indice de Lee comparado ao grupo DI (Tabela 9).

Tabela 9. Medidas descritivas da adiposidade corporal, IMC e indice de Lee

Grupos Adiposidade (%) IMC (g/cm?) indice de Lee (g/cm3)
C 2,11+£0,51 155+1,6 0,290 = 0,008

D] 1,91 +0,77 139+x12* 0,282 £ 0,007 *
EF 1,62+0,40* 149+1,2 0,284 + 0,005

EDI 1,39+0,28 # 14,3+ 0,9 0,285 = 0,006 #

Valores em média + desvio padrdo; C: ratos sedentarios sob dieta normocaldrica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; * p<0,05 versus C; # p<0,05 versus DI; ANOVA Two Way
complementada com teste post hoc de Student-Newman-Keuls.
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5.4- Capacidade Funcional

5.4.1 - Teste Incremental

Na Figura 1, sdo mostrados os valores referentes a distancia total (m) e
velocidade final (m/min) atingidos no Teste de Esforgo, que foi realizado no final do
periodo experimental.

Considerando o efeito do exercicio, ambos os grupos exercitados, EF e EDI,
apresentaram maiores valores de distancia total e velocidade final, em comparacao
aos seus respectivos controles, C e DI. O efeito da dieta ndo foi significativo nas
comparacoes efetivadas (Figura 1A e 1B).

Considerando-se as medidas de lactato final, referente ao momento de
exaustdo (Lace), verificou-se efeito significativo (p=0,04) do exercicio fisico (C e DI:
8,16+0,94; EF e EDI: 5,34+0,88 mmol.L 1), sem ocorréncia de interacao fatorial. Além
disso, o valor de inflexdo lactacidémica e quebra da maxima fase estavel (MFEL),
correspondente ao limiar de lactato (LL), foi similar entre os grupos (C: 2,51+1,18; DI:
3,90+0,64; EF: 2,70+0,23; EDI: 3,04+1,33 mmol.LY). A variacdo de lactatemia entre
o ponto de inflexdo e o momento final do teste foi maior (p=0,04) nos grupos
sedentérios (C e DI: 156+19; EF e EDI: 98+18 %).
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Figura 1. Valores referentes a (A) distancia total (m) e (B) referentes velocidade final (m/min)
atingida no Teste de Esforco. C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI:
ratos exercitados sob dieta intermitente; * p<0,05 versus C; t p<0,05 versus DI; ANOVA Two Way
complementada com teste post hoc de Student-Newman-Keuls.
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5.5 - Comportamento Glicémico

Na Tabela 10, sdo apresentados os valores de glicemia durante o teste de
tolerancia a glicose. Considerando o0 momento, todos 0s grupos apresentaram
ampliagdo glicémica aos 15 minutos de avaliacdo. No geral, esse aumento foi
progressivo nos grupos C e EF, que apresentaram reduc¢des glicémicas a partir de 60
até 180 minutos. Por sua vez, os grupos DI e EDI revelaram reducdes na glicemia ja
a partir de 30 minutos (p<0,05).

Em relagcéo ao efeito da dieta, comparando os grupos C e DI, foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos em 60 minutos, quando o grupo DI revelou
menor valor de glicemia. Nas comparacdes entre os grupos EF e EDI, a dieta
intermitente acarretou diminuicdo da glicemia apés 15 e 30 minutos do momento
basal. Ao verificar-se o efeito do exercicio, ndo foram encontradas alteracbes

significativas.

Tabela 10. Medidas descritivas da glicemia (mg/dL) obtidas no teste de
tolerancia glicémica

G Momento (minutos)

Basal 15 30 60 90 120 180
C 90+22Ac  232+7142A0  251+15aAb  D(Q7+10bA€ 150+72A8  132+G3ABE  1(04+42AdB
DI 86123Ac  244+173r¢ 234+103/A0  157+1083A€E 139+62A£ 127+63ABE 98+4ahap

EF 94+32Ac  260+15bPA0 262111040 184+93A€ 13948348 1209+103ABE 99+3aAaB

EDI 00+33Ac  209+183A0  202+153A€0  140+G3AE 131+5aABE 117+48h0t 101+3aAdB

Valores em média + erro padrdo; G: grupos; C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum;
DI: ratos sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum;
EDI: ratos exercitados sob dieta intermitente; a, b: p<0,05 para comparac¢des entre dietas em momento
similar; A, B: p<0,05 para comparagdes entre intervengdes fisicas em momento similar; a, 8, £, €, o, ¢:
p<0,05 para compara¢fes entre momentos, fixado o grupo; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA Two Way complementada com Teste de Bonferroni.

Na Figura 2, sdo mostrados os valores referentes a area sob a curva de
tolerancia glicémica. Ao verificar-se o efeito isolado da dieta (Figura 2A), constatou-se
gue a dieta intermitente foi associada com menor area de resposta glicémica. Ao
verificar-se o efeito isolado do exercicio (Figura 2C), ndo foram observadas diferencas

significativas.



39

40000 1

# p= 0,004

30000 - T

Q
O 20000 H
<

10000 A

40000 - B

¥ p=0,016

30000 - '[

20000 -

ACG

10000 -

40000 1

30000

20000

ACG

10000 H

C EF

Figura 2. Valores referentes a area sob a curva de tolerancia glicémica (ACG); (A) efeito isolado da
dieta, # p<0,05; (B) delineamento de quatro grupos no esquema fatorial 2x2: C: ratos sedentarios sob
dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob
dieta normocaldrica ad libitum; EDI: ratos exercitados sob dieta intermitente, ¥ p<0,05 versus EF; (C)
efeito isolado do exercicio fisico. ANOVA Two Way complementada com teste de post hoc de Student-
Newman-Keuls.
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Considerando-se o delineamento original (Figura 2B), o grupo EDI mostrou
menor valor de area sob a curva glicémica em relacdo ao grupo EF. N&do foram
constatadas diferencas nas demais comparacdes entre grupos.

Na Tabela 11, sdo apresentadas as medidas descritivas do perfil bioquimico
sérico, que inclui concentracdes de glicose, colesterolemia, lipidemia, proteina total e
albumina. Em relacao ao efeito da dieta, comparando os grupos C e DI, observou-se
que o grupo DI apresentou menores valores de colesterol total, LDL e proteina em
relacdo ao grupo C. Na comparacdo entre os grupos EF e EDI, o grupo EDI
apresentou menor valor de LDL e maiores valores de glicose, VLDL e TG, em relagao
ao grupo EF.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, comparando os grupos C e EF, foram
observados maiores valores de colesterol total, LDL e proteina total no grupo C, em
relacdo ao grupo EF. Entre os grupos DI e EDI, foram constatados menores valores
de VLDL, TG e albumina no grupo DI (Tabela 11).
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Tabela 11. Medidas descritivas das concentracdes séricas de glicose, colesterol
total, lipoproteinas de alta (HDL), baixa (LDL) e muito baixa (VLDL) densidades,
triglicérides (TG), proteina total e albumina

Variaveis Grupos
C DI EF EDI

Glicose (mg/dL) 139,6 + 38,6 161,0+ 25,4 136,1 £ 34,1 184,4+ 18,11
Colesterol Total (mg/dL) 64,6 £ 14,0 53,1+7,7* 56,7+ 8,7* 54,6 + 8,6
HDL (mg/dL) 26,5+ 4,8 26,4+29 26,0+ 3,5 29,0£3.3
LDL (mg/dL) 28,7+6,7 16,8 +5,8* 21,8+£58* 12,0+6,41
VLDL (mg/dL) 9,4+4,3 10,2+ 2,0 8,8+45 13,7+ 4,4 #
TG (mg/dL) 46,6 + 21,3 51,4+94 44,8 +,3,2 67,9 + 22,4 #
Proteina Total (g/dL) 5,65+ 0,23 532+0,16 * 5,47 +0,17 * 5,38+ 0,20 #
Albumina (g/dL) 3,14 £ 0,11 3,11+0,13 3,20+0,18 3,23+ 0,09 #

Valores em média * desvio padrdo; C: ratos sedentarios sob dieta normocaldrica ad libitum; DI: ratos
sedentarios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos
exercitados sob dieta intermitente; * p<0,05 versus C; # p<0,05 versus DI; t p<0,05 versus EF. ANOVA
Two Way complementada com teste de post hoc de Student-Newman-Keuls.

5.6- Caracterizacdo morfolégica e umidade cardiopulmonar e hepéatica

Na Tabela 12, s&o apresentados os valores estimados de morfologia
macroscopica do coracdo. Em relacdo ao efeito da dieta, comparando os grupos C e
DI, observou-se alteracéo significativa apenas nos valores de VE e VE/Tibia, sendo
gue o grupo DI apresentou menores valores. Na comparacao entre os grupos EF e
EDI, o grupo EDI apresentou menores valores de atrios e A/Tibia, em relagdo ao grupo
EF.

Ao verificar-se o efeito do exercicio, ndo foram encontradas diferencas

significativas tanto entre os grupos C e EF quanto entre DI e EDI.
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Tabela 12. Média e desvio-padrao dos estimadores de morfologia macroscopica

do coracéo
Variaveis Grupos
C DI EF EDI

Atrios () 0,059 + 0,012 0,052 + 0,009 0,062 + 0,010 0,051 + 0,013 }
A/MCF (mg/g) 0,152 + 0,030 0,152 + 0,026 0,164 + 0,026 0,143 +£ 0,035
AlTibia (mg/cm) 0,015 + 0,003 0,013 + 0,002 0,016 + 0,002 0,013 £ 0,003 t
VD (9) 0,13 + 0,02 0,12 + 0,03 0,14 + 0,02 0,12 +£ 0,02
VD/MCF (mg/g) 0,345 + 0,033 0,346 + 0,101 0,359 + 0,033 0,344 = 0,050
VD/Tibia (mg/cm) 0,034 + 0,004 0,030 = 0,009 0,034 + 0,005 0,032 + 0,004
VE (9) 0,48 = 0,07 0,40+ 0,04 * 0,48 + 0,06 0,44 £ 0,07
VE/MCF (mg/g) 1,24 £ 0,14 1,18+ 0,10 1,27 £ 0,07 1,24 £ 0,16
VE/Tibia (mg/cm) 0,121 + 0,015 0,104 = 0,009 * 0,121 + 0,012 0,114 + 0,016

Valores em média + desvio padrdo; MA: massa de atrios; MA/MCF: razdo entre massa de atrios e
massa corporal final; MA/Tibia: razéo entre massa de atrios e comprimento da tibia; MVD: massa de
ventriculo direito; MVD/MCF: razao entre massa de ventriculo direito e massa corporal final; MVD/Tibia:
razdo entre massa de ventriculo direito e comprimento da tibia; MVE: massa de ventriculo esquerdo;
MVE/MCF: razédo entre massa de ventriculo esquerdo e massa corporal final; MVE/Tibia: razdo entre
massa de ventriculo esquerdo e comprimento da tibia. * p<0,05 versus C; # p<0,05 versus DI; t p<0,05
versus EF. ANOVA Two Way complementada com teste post hoc de Student- Newman-Keuls.

Na Tabela 13, sdo apresentados os valores do conteudo relativo de agua do
tecido cardiaco. Nao foram encontradas alteracfes significativas tanto em relacéo a

dieta quanto ao exercicio.

Tabela 13. Média e desvio padrao do conteudo relativo de agua do tecido
cardiaco

Variaveis Grupos

C DI EF EDI
Atrios 71,4+47 64,9+9,2 739+2,8 71,3+6,3
Ventriculo Direito 69,7 £6,2 69,8 +£6,3 729122 71,2+45
Ventriculo Esquerdo 742 +47 69,6 + 8,0 72,1+6,8 72,8+ 3,8
Pulmao 76,64 + 0,81 75,67 + 1,00 76,55+ 1,00 76,60 + 1,55
Figado 70,58 + 7,29 67,91+ 1,98 68,97 + 1,05 68,66 + 0,85

Valores em média + desvio padrdo; ANOVA Two Way complementada com teste post hoc de Student-
Newman-Keuls.
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Na Figura 3 (A e B), sdo mostradas as medidas descritivas da morfometria do
miocardio. A combinacdo entre dieta intermitente e exercicio fisico resultou em
menores valores de area (C: 250+40; DI: 257+20; EF: 254+31; EDI: 226+26um?) e
perimetro celular (C: 66,8+5,5; DI: 68,2+2,6; EF: 67,1+4,2; EDI: 62,5+3,6um), no grupo
EDI, que se mostrou diferente dos grupos EF e DI.

Em relagdo ao conteudo de colageno, o exercicio fisico, isoladamente
promoveu aumento da fracéo intersticial de colageno (C: 5,16+0,91; DI: 5,79+2,40;
EF: 6,96+2,78; EDI: 4,431£0,79%). Levando-se em conta o efeito da dieta, foi
constatado que o grupo EDI apresentou menor concentracdo de coldgeno do que o
grupo EF (Figura 3C).

Na figura 4 (A e B), sdo mostradas as imagens representativas de cortes
histol6gicos teciduais da parede do ventriculo esquerdo, caracterizando a area
seccional transversa dos cardiomidcitos e ao conteudo de colageno intersticial

miocardico.
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Figura 3. Medidas descritivas da area seccional transversa cardiomiocitaria (A); perimetro do
cardiomiécito (B); fragdo intersticial de colageno (C); C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad
libitum; DI: ratos sedentdrios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad
libitum; EDI: ratos exercitados sob dieta intermitente, * p<0,05 versus C; # p<0,05 versus DI; ¥ p<0,05
versus EF; (C) efeito isolado do exercicio fisico. ANOVA Two Way complementada com teste post hoc

de Student-Newman-Keuls.
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Figura 4A. Cortes histolégicos transversais do musculo cardiaco corados com hematoxilina-eosina (HE)
40 X; (C); C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos sedentarios sob dieta
intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta normocaldrica ad libitum; EDI: ratos exercitados sob dieta

intermitente.

Figura 4B. Cortes histolégicos transversais do musculo cardiaco corados com picro-sirius red 40 X; (C);
C: ratos sedentarios sob dieta normocalérica ad libitum; DI: ratos sedentarios sob dieta intermitente;
EF: ratos exercitados sob dieta normocalérica ad libitum; EDI: ratos exercitados sob dieta intermitente.
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6. DISCUSSAO

Sob a hipdtese inicial de que a dieta intermitente resulta em alteracbes
metabdlicas sistémicas e na morfologia cardiaca, e que o exercicio fisico em esteira
rolante atenua essas desordens metabdlicas e teciduais, a proposta do presente
trabalho foi analisar a influéncia da combinacao entre dieta intermitente e pratica de
exercicio fisico sobre a capacidade funcional ao esforco, tolerancia glicémica, perfil
bioguimico sérico e indicadores morfoldgicos de remodelacao miocérdica. No contexto
metabalico, a dieta intermitente ocasionou melhora na tolerancia glicémica e reducao
nos niveis de colesterolemia, em oposicdo a hipbtese proposta inicialmente.
Surpreendentemente, o exercicio fisico também diminuiu a colesterolemia sem afetar
a glicemia, e a combinagéo entre dieta intermitente e exercicio fisico acentuou a
melhora na tolerancia glicémica. No contexto cardiovascular, o exercicio fisico, per se,
acarretou remodelacao intersticial do miocardio e, quando associado com a dieta
intermitente, constatou-se retencéo do processo de remodelagéo cardiaca, o que foi
sustentado por menores valores morfométricos de é&rea, perimetro e intersticio
tecidual.

Em relacdo ao modelo de experimentacdo, dietas restritivas vém sendo
comumente estudadas com o objetivo de reduzir o risco de doencgas cronicas, como
obesidade, diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertensdo e enfermidades
cardiovasculares. Sendo assim, essa intervencdo tem o propésito de aumentar a
expectativa de vida, pois doencas cronicas relacionadas com a idade diminuem a
longevidade humana (FONTANA L, PARTRIDGE L, LONGO V.D., 2010). O aumento
progressivo das doencas cronicas € decorrente principalmente da adocao de habitos
alimentares inadequados, como consumo excessivo de carboidratos e lipideos, além
de estilo de vida sedentario (MENSAH et al., 2004). A investigacdo da restricao
alimentar em modelos animais tem como intuito reproduzir, de alguma forma, os
efeitos desse tipo de intervengdo em humanos. Atualmente, sdo conhecidos diversos
protocolos de restri¢cdo caldrica e o adotado no presente estudo integra uma forma de
restricdo alimentar comumente conhecida como dieta ou jejum intermitente, que é
apresentada como uma opc¢ao interessante de restricdo energética (ANSON et al.,
2003; VARADY et al., 2009).

A dieta intermitente ndo se diferencia da dieta do grupo controle em

composicdo nutricional, e sim, na disponibilidade do alimento, que € alternada com
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periodos de jejum (CERQUEIRA F.M, KOWALTOWSKI A.J, 2010; AHMET et al.,
2011; JEONG et al., 2011). Alguns estudos (CERQUEIRA F.M, KOWALTOWSKI A.J,
2010; ANSON R.M, JONES B, DE CABO R, 2005) mostraram que a dieta intermitente
promoveu a reducédo da massa corporal, sem modificacdes de ingestéo caldrica total.
Embora parcialmente diferentes dos achados do presente estudo, essa ocorréncia
poderia indicar que a baixa conversao de eficiéncia energética pode resultar em
mudancas na regulacéo periférica e/ ou central do metabolismo energético. Em
suporte a tanto, no estudo de Chausse e colaboradores (2014), protocolo de
intervencédo intermitente similar ao modelo de nosso estudo resultou em reduzida
eficiéncia energética, apds trés semanas. Além disso, foi detectado aumento na
expressdo dos neurotransmissores que estimulam o apetite e a conservacdo de
energia, demonstrando que, embora essa intervencao dietética possa trazer reducao
ponderal, a mesma altera o0 metabolismo energético e a sinalizacdo hipotalamica,
interferindo na sensacéao de saciedade. Portanto, ainda que a dieta intermitente possa
trazer alguns beneficios para a saude, ha também consequéncias indesejaveis ao
metabolismo.

Nessa perspectiva, foi encontrado que o jejum intermitente pode levar a
inativacéo oxidativa do receptor de insulina e a intolerancia a glicose (CERQUEIRA et
al., 2011). Levando-se em conta que essas afec¢cdes podem ser acompanhadas de
remodelacdo cardiaca (RUTTER et al., 2003; OKOSHI et al., 2006; TAKATSU et al.,
2013), foi elaborada a primeira hipotese do presente estudo: a dieta intermitente
promoveria desordens metabdlicas e alteracbes morfolégicas do coracéo.
Considerando-se o potencial da pratica de exercicio fisico como intervencdo para
amenizar ou reduzir riscos de doencas metabdlicas e cardiovasculares (SCHAIBLE
T.F, SCHEUER J, 1979; PAULSON et al., 1987; BRODERICK et al., 2001; PINHEIRO
et al.,, 2007; SUGIZAKI et al., 2011; BUTHANI et al., 2013), a segunda parte da
hipotese do presente estudo foi de que o exercicio atenuaria as desordens
decorrentes da dieta intermitente. Nesse sentido, o protocolo de exercicio fisico
integrou corrida em esteira rolante, com predominio do metabolismo aerdbio. Além de
maior estimulo a oxidacdo de gorduras, este tipo de exercicio melhora o
condicionamento fisico e cardiovascular, conforme demonstrado por inumeros
estudos prévios (CARVALHO J.F, MASUDA M.O; POMPEU F.A.M.S, 2005; SERRA
et al., 2008; PINHEIRO et al., 2010).
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Levando-se em conta 0 comportamento nutricional e murinométrico, a dieta
intermitente se associou com maiores valores diarios de consumo alimentar e
energético nos dias de oferta, menor ingestao calorica total e menores medidas de
massa corporal na maior parte do periodo experimental. Como referido anteriormente,
maior consumo alimentar decorrente da dieta intermitente pode ser explicado por
alteracdes na sensacdo de saciedade (CHAUSSE et al., 2014; CHAUSSE et al.,
2015). O hipotdlamo € um dos principais responsaveis pela homeostase corporal,
exercendo diversas funcdes, dentre elas, a promocéo de saciedade. Sabe-se que
alteracdes no hipotalamo lateral levam a afagia (inanicdo do apetite), enquanto que
desordens no hipotalamo medial conduzem a hiperfagia (aumento do apetite) (LENT
R, 2010).

Outros estudos (PINOTTI et al., 2010; CHAUSSE et al., 2014) mostraram que
a dieta intermitente repercutiu em maior consumo alimentar nos dias de oferta, como
apresentado no presente trabalho. Da mesma forma, Dorighello e colaboradores
(2014) mostraram gue a dieta intermitente resultou em menor ingestéao calorica total,
corroborando nossos achados. A vigéncia do exercicio fisico ndo afetou as respostas
do consumo alimentar e da ingestao caldrica, decorrentes da dieta intermitente.
Buthani e colaboradores (2013), em estudo com humanos, demonstraram que
voluntarios exercitados, mesmo apresentando aumento de fome, ndo exibiram
significativo aumento da ingestéo alimentar.

Por sua vez, embora reduzida no grupo DI no inicio da intervencdo, a eficiéncia
energética mostrou-se ampliada no fim do experimento; a taxa de ganho de massa foi
inalterada com a dieta intermitente no ultimo instante de avaliagdo. Ndo obstante, os
valores de IMC e indice de Lee mantiveram-se menores no grupo DI comparado ao
C, ainda que os valores de adiposidade tenham se mostrado inalterados entre os
grupos. Da mesma forma, essas alteracdes derivadas da dieta se reproduziram entre
os grupos EF e EDI (Tabela 6 e 8). O aumento da eficiéncia energética pode estar
associado a melhor sensibilidade & agéo insulinémica, o que é sustentado pela melhor
tolerancia glicémica derivada da dieta intermitente (Tabela 10; Figura 3A). Inclusive, a
insulina tem propriedades lipogénicas sobre o tecido adiposo (CARVALHEIRA, J.B.C,
ZECCHIN, H.G, SAAD, M.J.A, 2002; FONSECA-ALANIZ et al., 2006), fato que explica
porque os grupos sob dieta intermitente, mesmo com massa corporal inferior, ndo
apresentaram diferencas significativas de adiposidade corporal quando comparados

aos respectivos controles (Tabela 9).
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A insulina aumenta sua liberacdo quando ha maior oferta de nutrientes, como
no periodo pés-prandial. O aumento desse hormonio estimula a lipogénese (FARIAS,
T.S.M, 2010). A melhora da sensibilidade a insulina pela adocao da dieta intermitente
foi encontrada também em estudos recentes com ratos (BAUMEIER et al., 2015;
GOTTHARDT et al., 2015). Por sua vez, a combinacéo entre dieta intermitente e
exercicio fisico resultou em menor adiposidade corporal e maior valor de indice de
Lee, quando comparado ao grupo dieta intermitente sedentario (DI). Tanto em
modelos experimentais como em humanos, o exercicio fisico promove adaptacdes e
ajustes de natureza cardiorrespiratoria, neural e hormonal (RONDON et al., 2006). No
contexto hormonal, a secrecdo dos horménios é também alterada pelo exercicio. No
estudo de Evans e colaboradores (2005) com sujeitos idosos durante 12 meses, com
a pratica de exercicio fisico aerdbio, resultou em melhora na sensibilidade a insulina,
com diminuicdo de 19,4% da area da curva de tolerancia oral a glicose. Portanto, a
interacdo entre dieta e exercicio pode ter potencializado os efeitos hormonais do
metabolismo insulinémico, como sustentado pelos achados entre os grupos EF e EDI.

Apesar da melhora do metabolismo glicémico e insulinémico, os resultados
evidenciaram que a dieta intermitente, por si s0, ndo interferiu na lactacidemia ao teste
de esfor¢o. Como visto na Tabela 10, entre os grupos C e DI, constatou-se uma sutil
melhora do metabolismo glicémico, aos 60 minutos, que ndo se materializou a partir
dos dados de area sob a curva de glicemia (Figura 1B). Sendo assim, é possivel que
a formacéo de lactato durante o exercicio ndo tenha efetivamente sido afetada por
essa melhora no metabolismo de glicose, observado em circunstancia de repouso.

Em geral, o teste de esforco é utilizado para avaliacdo nao invasiva da doenca
cardiovascular, serve para detectar disfuncdes cardiacas ndo observaveis em repouso
(SULLIVAN, M.J, HAWTHOME, M.H, 1995; CHALELA, W.A, MOFFA, P.J, 2005) e a
tolerancia ao teste de esforco € uma medida para avaliar o condicionamento
cardiorrespiratério e a capacidade aerébia (OLGA et al.,2013). Nesse contexto, o
exercicio optado foi em esteira rolante, por esse ergdbmetro revelar um comportamento
na curva lactacidémica mais similar ao observado em humanos (LANGFORT et al.,
.1996; CARVALHO et al., 2005). Além disso, este ergbmetro permite controle mais
preciso da intensidade de exercicio fisico, em termos de velocidade e inclinagédo
(PEREIRA B, JUNIOR T.D.S, 2007). Para a determinacédo do limiar anaerdbio (LAN),
a mensuracgao dos niveis de lactato € um dos parametros mais utilizados para estimar

a capacidade aerobia e tem se mostrado um eficaz indice de avaliacdo desta
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capacidade (PEREIRA B, JUNIOR T.D.S, 2007). O limiar de lactato pode ser definido
como a intensidade de exercicio em que a concentragdo sanguinea de lactato tem um
aumento abrupto (PEREIRA B, JUNIOR T.D.S, 2007). Nesse sentido, o protocolo de
corrida em esteira rolante repercutiu melhor desempenho funcional dos grupos
exercitados EF e EDI, o que foi sustentado por menores valores de lactato final (LacE),
menor variacdo metabodlica de lactacidemia e maiores valores de velocidade e
distancia percorrida durante o teste final. Portanto, pode-se afirmar que o exercicio
fisico promoveu melhora da capacidade aerébia, confirmando achados de estudos
anteriores (DOWNING et al.,2011; PAGAN, L.U, 2014).

No contexto metabdlico, além da melhor resposta glicémica, a dieta intermitente
culminou em reducao dos niveis de colesterol total e LDL, corroborando achados de
estudos realizados anteriormente em modelos animais (MULAS, M.F et al., 2005;
VARADY et al., 2007) e em humanos (VARADY et al., 2009; BUTHANI et al., 2010;
KEMPLEL et al., 2013). O tecido adiposo é considerado o principal reservatério
energético e os adipdcitos, sao células especializadas que trabalham tanto na sintese
de triglicerideos (lipogénese), quanto no estoque em periodos de grande oferta de
alimento. Varady e colaboradores (2007) constataram que a dieta intermitente causa
oscilagdo no metabolismo dos lipideos entre anabolismo (lipogénese) e catabolismo
(lipdlise). Nesse contexto € importante esclarecer que roedores da linhagem Wistar
apresentam resisténcia no desenvolvimento de dislipidemia e aterosclerose.
Diferentemente do metabolismo lipidémico humano, com transporte dependente de
LDL, o processamento e transito lipidico desses animais sdo dependentes da
formacao de HDL (RUSSELL J, PROCTOR S, 2006). Essas caracteristicas podem
explicar as alteracdes metabdlicas observadas.

Com relacao ao efeito isolado do exercicio, foram constatados menores valores
de colesterol total, LDL e proteina, em relacao ao grupo C. Dentre seus varios efeitos,
o treinamento fisico aprimora o catabolismo de gorduras (DUARTE, A.F.A; MOREIRA,
S.B, 2001). As catecolaminas plasmaticas aumentam com a intensidade do exercicio
e esta é fator principal e determinante para o grau de utilizacdo de carboidratos e
lipideos, sendo que a oxidacéo dos acidos graxos € mais importante nos exercicios
prolongados moderados (PEREIRA, B; JUNIOR, T.D.S, 2007). A energia proveniente
da oxidacao das gorduras € aumentada significativamente durante exercicio constante
e de longa duragdo (MCDARLE, W.D; KATCH, F.I; KATCH, V.L, 2011). Este fato

explica os baixos indices de colesterol total e LDL nos grupos exercitados. A



51

combinacao da dieta intermitente e exercicio potencializou a diminuicdo dos niveis de
LDL no grupo EDI, demonstrando que essa associa¢cdo pode permitir uma reducéo
ainda maior nos niveis de colesterol, melhorando o perfil dos lipideos.

Surpreendentemente, o grupo EDI mostrou maiores valores de glicemia basal,
triglicérides e VLDL em comparacdo ao EF. A hiperglicemia e hipertrigliceridemia
basal contrastam com a melhor tolerancia glicémica observada no EDI (Figura 3). O
aumento desses indices pode estar relacionado com sobrecarga de catecolaminas
circulantes (LEVINE, T.B; LEVINE, A.B, 2006), o que pode ter decorrido da condi¢céao
de jejum pré-eutandsia. As catecolaminas exercem funcdes metabdlicas, hormonais
moduladoras e hemodinamicas (MELO et al., 2005). Consideradas como importantes
neurotransmissores e horménios circulantes, as catecolaminas podem explicar os
maiores valores de triglicérides e VLDL encontrados no grupo EDI. A resposta
hormonal estimula a liberacéo de varios horménios, e isso depende da intensidade e
da duracdo do estimulo (MELO et al.,, 2005; SANCHES, A; DE MENEZES, M.L;
PEREIRA, O.C.M, 2002). Além disso, a epinefrina promove também hiperglicemia
induzida pelo estresse ao aumentar a producdo hepatica de glicose e ao reduzir a
captacdo periférica de glicose. O estresse produzido pelo exercicio fisico é
acompanhado por um aumento da descarga de catecolaminas, que influenciam varios
processos fisiolégicos. A resposta a esse estresse resulta em diversas mudancas,
dentre elas, efeitos bioquimicos, endocrinolégicos, hematolégicos e fisioldgicos.
Essas alteracbes buscam conduzir o organismo a homeostase (MARTINEZ, A.C;
ALVAREZ-MON, M, 1999). Isto explica os achados na combinacdo da dieta
intermitente e exercicio fisico, que pode ter decorrido de uma condi¢éo estressora que
repercutiu em hiperglicemia e hipertrigliceridemia.

A remodelacdo miocardica é um predisponente para eventos cardiovasculares.
E constituida por mudancas que se manifestam mediante alteracdes de tamanho,
forma e funcdo do coracdo. Influenciado por sobrecarga hemodinamica, ativacao
neuro-hormonal e diferentes condi¢bes nutricionais, o processo de remodelagao
cardiaca envolve células cardiacas, intersticio, fibroblastos, colageno e eventos como
isquemia, necrose e apoptose celular (COHN et al.,, 2000). Levando-se em
consideracao a relevancia de investigar melhor a ocorréncia deste processo devido
ao alto indice de doencas cardiovasculares, nosso estudo analisou aspectos
estruturais e morfoldégicos do miocéardio e sua relacdo com a dieta intermitente. Em

relacdo aos valores estimados de morfologia macroscopica do coracdo, a dieta
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intermitente resultou em menores valores de VE e VE/Tibia, atrios e A/Tibia. Wan e
colaboradores (2010) constataram que a dieta intermitente n&o alterou o tamanho do
VE em ratos induzidos ao infarto, o que poderia indicar possivel atenuacdo do
processo de remodelacdo cardiaca. Além disso, os autores verificaram que a dieta
intermitente reduziu o dano do tecido cardiaco, apoptose das células cardiacas e
inflamacéo sistémica, além de aumentar os niveis circulantes de adiponectina, que
pode proteger a integridade dos cardiomiocitos (WAN et al., 2010).

Entre os fatores estimulantes a proliferacdo e estimulacdo do processo de
remodelacdo miocéardica, incluem as moléculas biotivas de angiotensina I,
aldosterona, endotelinas, citocinas inflamatérias e catecolaminas (YAMAZAKI,
KOMURO, YAZAKI, 1998; LEE; LAMMERDING, 2002). O transtorno da homeostasia
tecidual esta associado com producdo desses agentes, resultando em remodelacéo
do tecido e possivel fibrose intersticial (WEBER, 2000; GOLDSMITH & BORG, 2002;
KACIMI & GERDES, 2003). No presente estudo, levando-se em conta o efeito da
dieta, foram constatados menores valores da concentracéo de colageno no grupo sob
exercicio fisico e dieta intermitente (EDI) em relac&o ao DI (Figura 4). Em geral, esse
efeito da dieta intermitente € potencializado na vigéncia de condi¢cdes que causam
remodelacdo cardiaca, incluindo-se modelos de obesidade, diabetes e isquemia
(DORIGHELLO etal., 2014; WAN et al., 2010), além do exercicio fisico (WEINER R.B,
BAGGISH A.L, 2012). O exercicio pode ter ocasionado essa quebra da homeostase
tecidual, resultando em fibrose intersticial.

Por sua vez, a combinac¢éo de dieta intermitente e exercicio fisico resultou em
diminuicdo do conteudo de colageno intersticial, menores valores de atrios e Altibia e
menores valores de area e perimetro celular cardiaco indicando essa combinacao
como um potencial para atenuar o processo de remodelacdo miocardica. No estudo
de Sugizaki et al., (2011), envolvendo restricdo energética e treinamento fisico por
meio de natacdo, os autores encontraram que a restricao alimentar promoveu reducao
da massa cardiaca e o exercicio fisico, isolado ou associado com a dieta, ndo
promoveu hipertrofia cardiaca, corroborando nossos achados de morfologia
macroscopica. Além disso, essa condicionante confere explicacédo para a auséncia de
diferencas morfométricas entre os grupos sedentarios (C = DI).

Considerando-se o efeito isolado do exercicio, embora ndo tenham sido
encontradas alteracbes de morfologia macroscopica e das medidas dos

cardiomiocitos, o exercicio fisico em esteira rolante promoveu aumento da fracao
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intersticial de coldgeno. Com a pratica prolongada de treinamento fisico, ocorrem
adaptacdes cardiovasculares (BEVEGARD S, HOLMGREN A, JOHNSON B, 1963;
FRICK MH, KONTTINEN A, SARAJAS HSS,1963; SALTIN B, ASTRAN PO, 1967).
Essas adaptacdes incluem alteracées morfolégicas e funcionais, com o intuito de
melhorar a funcdo do coragdo no bombeamento de sangue e na capacidade do
sistema cardiovascular de fornecer oxigénio aos musculos recrutados durante o
esforco. As alteracdes estruturais dependem de diversos fatores do treinamento fisico,
como natureza, duracao e intensidade do exercicio (GHORAYEB et al., 2004). Dentre
essas adaptacdes do exercicio, inclui-se a hipertrofia ventricular esquerda.
Desenvolvida como uma forma de compensar e se adaptar a um estimulo
hemodinamico, a hipertrofia ventricular esquerda, representa a resposta a condicdes
de sobrecarga de presséo e/ou volume (COHN et al., 2000). Assim, pode se traduzir
mediante aumento da dimenséao diastdlica final da cavidade ventricular esquerda, da
espessura parietal e da massa ventricular esquerda, conferindo melhora do
enchimento diastdlico e reducao da frequéncia cardiaca (GHORAYEB et al., 2004).
Nessa perspectiva, 0 aumento de colageno intersticial encontrado no grupo EF,
pode se configurar como indicio do processo de remodelacao ventricular fisiologica,
ainda que os achados morfoldgicos ndo tenham confirmado a ocorréncia de
hipertrofia. Para avaliar a ocorréncia da hipertrofia miocéardia, utiliza-se normalmente
a mensuracdo da &area miocitaria, coradas com hematoxilina — eosina em
procedimentos especificos e ja estabelecidos (MATSUBARA et al.,2000; OLIVEIRA et
al., 2008; ZORNOFF et al., 2006). Entretanto, este método possui limitacbes que
podem conduzir a interpretacbes incorretas. Dentre esses fatores, inclui-se a
variabilidade do angulo de corte dos tecidos, podendo haver neste caso uma
superestimacdo da area dos midcitos (GERDES, A.M, 2002). Portanto, outros
indicadores de andlise poderdo ser adotados para investigar a ocorréncia de
hipertrofia ventricular de modo mais preciso, incluindo-se analise do menor didmetro

celular e/ou mensuracao do volume nuclear (AHMET et al., 2010; AHMET et al., 2011).
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, no contexto metabdlico, os resultados indicaram que a dieta
intermitente ocasionou melhora na tolerancia glicémica e redugdo nos niveis de
colesterolemia, em oposicdo a hipotese proposta inicialmente. O exercicio fisico
reduziu também a colesterolemia sem afetar a glicemia, e a combinacdo entre dieta
intermitente e exercicio fisico acentuou a melhora na tolerancia glicémica.

No contexto cardiovascular, o exercicio fisico, isoladamente, resultou em
remodelacdo intersticial do miocardio e, quando associado com a dieta intermitente,
atenuou o processo de remodelacdo cardiaca, sustentado por menores valores

morfométricos de area, perimetro e intersticio tecidual.
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