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RESUMO 

Fundamentos:  O treinamento físico intervalado de alta intensidade (HIIT) e o jejum intermitente 

(JI), são intervenções que influenciam na matriz extracelular cardíaca (MEC). Contudo os efeitos 

das intervenções na MEC cardíaca não estão totalmente esclarecidos. Objetivos: Analisar a 

influência do HIIT e JI sobre a atividade da metaloproteinase 2, quantificar a fração intersticial do 

colágeno e expressão proteica do colágeno tipo III e TGF-β no miocárdio de ratos saudáveis. 

Métodos: Ratos Wistar machos (n=40), alocados em quatro grupos: Controle (C) Jejum 

Intermitente (JI), Treinamento Físico Intervalado de Alta Intensidade (T) e Treinamento Físico 

Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (TJI). Os grupos C e T, tratados diariamente 

com ração ad libitum; já os animais dos grupos JI e TJI receberam ração ad libitum em dias 

alternados. Os grupos T e TJI foram submetidos ao protocolo HIIT (5x/semana). Após 12 semanas 

de protocolo experimental, os animais foram eutanasiados. A morfologia cardíaca e a expressão de 

proteínas relacionadas à remodelação cardíaca foram analisadas. Resultados: A expressão proteica 

do TGF-β foi maior no grupo T do que em C (C: 1,00±0,27; JI: 1,23±0,49; T: 1,38±0,58; TJI: 

1,04±0,23 ua) p<0,05. A fração intersticial de colágeno foi maior em T do que em C e menor em 

TJI do que em T (C: 3,42±0,91; JI: 2,84±0,98; T: 4,48±1,30; TJI: 3,29±1,03 %) p<0,05. Conclusão: 

O HIIT modula a via do TGF-β e aumenta o colágeno intersticial no miocárdio, enquanto o JI 

atenua esses efeitos, proporcionando um efeito cardioprotetor. 

 

  



 
 
ABSTRACT 

Background:  High-intensity interval training (HIIT) and intermittent fasting (IF) are interventions 

that influence the cardiac extracellular matrix (ECM). However, the effects of these interventions 

on cardiac ECM are not fully understood. Objectives: To analyze the influence of HIIT and IF on 

metalloproteinase 2 activity, quantify the interstitial collagen fraction and protein expression of 

type III collagen and TGF-β in the myocardium of healthy rats. Methods: Male Wistar rats (n=40) 

were allocated to four groups: Control (C) Intermittent Fasting (IF), High-Intensity Interval 

Training (T) and High-Intensity Interval Training and Intermittent Fasting (T-IF). Groups C and T 

were treated with daily ad libitum feed, while the animals in groups IF and T-IF received ad libitum 

feed on alternate days. Groups T and T-IF were submitted to the HIIT protocol (5 times/week). 

After 12 weeks of the experimental protocol, the animals were euthanized. Cardiac morphology 

and the expression of proteins related to cardiac remodeling were analyzed. Results: TGF-β protein 

expression was higher in the T group than in C (C: 1.00±0.27; IF: 1.23±0.49; T: 1.38±0.58; T-IF: 

1.04±0.23 au) p<0.05. The interstitial collagen fraction was higher in T than in C and lower in T-

IF than in T (C: 3.42±0.91; IF: 2.84±0.98; T: 4.48±1.30; T-IF: 3.29±1.03 %) p<0.05. Conclusion: 

HIIT modulates the TGF-β pathway and increases interstitial collagen in the myocardium, while 

IF attenuates these effects, providing a cardioprotective effect. 
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INTRODUÇÃO 

As doenças cardiovasculares (DCV) são uma das principais causas de morbimortalidade no 

mundo.1, 2 Estresse contínuo ao miocárdio pode provocar alterações patológicas ou fisiológicas3,4, 

incluindo fibrose 5,6, caracterizando processo de remodelação cardíaca.  

A fibrose cardíaca é caracterizada pelo acúmulo de proteínas da matriz extracelular (MEC)7, 

com desbalanço entre os colágenos tipo I e III 8-10, é capaz de influenciar a rigidez tecidual. 6 O 

fator de transformação de crescimento-beta (TGF-β) atua como mediador da via central de fibrose, 

que modula a atividade dos fibroblastos11 e promove maior deposição de colágeno.12,13 

O colágeno intersticial da MEC é essencial para a integridade estrutural e força do 

coração.8,14 As metaloproteinases, fundamentais na remodelação cardíaca, são enzimas 

proteolíticas que degradam o colágeno intersticial.15-18 Todavia, estímulos mecânicos16-19 podem 

modular a ação dessas enzimas, que resulta no acúmulo da fração intersticial de colágeno.12,20 

Atualmente, o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) destaca-se pelos 

benefícios à saúde cardiovascular, caracterizado por períodos curtos ou longos de alta intensidade 

com períodos de recuperação.21-23 Em estudos experimentais em animais infartados, evidenciou-se 

efeitos cardioprotetores do HIIT.24 Já em ratos saudáveis, o HIIT promoveu hipertrofia e aumentou 

a densidade capilar.25 Entretanto, o HIIT também pode promover alterações na MEC, como 

aumento da fração intersticial de colágeno.26  

O jejum intermitente (JI) é uma estratégia nutricional benéfica à saúde, que consiste em 

períodos alternados de alimentação e jejum.27-30 Dentre os benefícios destacam-se o potencial de 

prevenir doenças cardiovasculares ao reduzir fatores de risco.31,32,33-35 No miocárdio, o JI reduz 

hipertrofia e dilatação do ventrículo esquerdo.36  

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, verificamos que o JI atenua fibrose 

induzida pelo exercício físico no coração de ratos saudáveis 26,37. Entretanto, há poucos estudos 

sobre a influência da associação de HIIT e JI sobre outros componentes da MEC cardíaca em 

animais saudáveis. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar a influência do HIIT e do JI sobre a 

MEC no miocárdio de ratos saudáveis. Os objetivos específicos incluem avaliar a atividade da 

metaloproteinase 2 (MMP-2), quantificar a fração intersticial de colágeno e expressão proteica do 

colágeno tipo III e TGF-β no miocárdio de ratos saudáveis. 
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METODOS 

 O projeto científico foi analisado e aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (CEUA/UNESP; Protocolo 1381/2021), estando em 

conformidade com os regimentos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). 

 

Animais e Protocolo experimental 

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos com sessenta dias de idade. Os animais foram 

mantidos em gaiolas coletivas alojados sob temperatura (22 ± 2°C) e umidade (55 ± 5%) 

controladas e iluminação com ciclos de 12 horas. Os animais foram aleatoriamente distribuídos em 

quatro grupos: Jejum Intermitente (JI), Treinamento Físico Intervalado de Alta Intensidade (T) e 

Treinamento Físico Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (TJI). Todos os grupos 

experimentais receberam dieta normocalórica comercial padrão para roedores. Os grupos C e T 

foram tratados diariamente com ração ad libitum, já os animais dos grupos JI e TJI receberam a 

mesma ração padrão, administrada ad libitum por períodos de 24 horas alternados período igual de 

jejum total. O consumo de ração foi controlado diariamente e a massa corporal dos animais 

mensurada semanalmente. Os animais dos grupos T e TJI foram submetidos a protocolo de corrida 

em esteira rolante, elaborado com base em estudos anteriores. 26,38,39 O período experimental 

totalizou 12 semanas. Todos os procedimentos experimentais foram realizados conforme o “Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National Institutes of Health” 

e conforme as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA).  

 

Teste de esforço e protocolo de treinamento intervalado 

Uma semana antes do início do protocolo de exercício, houve período de adaptação na 

esteira em cinco dias consecutivos, com velocidade constante de 10 m/ mim e duração crescente 

de 10, 15, 20, 25, 30 minutos, respectivamente. Para avaliar a capacidade funcional, foi realizado 

teste de esforço máximo, utilizando-se protocolo incremental para ratos26,38 com o propósito de 

determinar a velocidade máxima alcançada. O teste foi realizado no início para determinação da 

velocidade de treinamento e após 4 e 8 semanas de protocolo para ajuste da velocidade de 

treinamento. Posteriormente, foi iniciado o protocolo de exercício físico aeróbio intervalado, que 
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consistiu no modelo de corrida em esteira rolante com intensidades intercaladas. Foram realizadas 

cinco sessões semanais de exercício físico, com duração de 49 minutos cada, com 3 minutos a 60% 

da velocidade máxima alcançada no teste de esforço, seguidos por 4 minutos de corrida a 85% da 

velocidade máxima, com este ciclo sendo repetido por sete vezes. O protocolo foi realizado com a 

esteira rolante a 15° de inclinação.26,38 Um aquecimento prévio a cada sessão ocorreu na 

intensidade de 40% da velocidade máxima alcançada por 10 min. O teste de esforço e o protocolo 

de HIIT foram realizados no período escuro do ciclo de luminosidade. 

 

Eutanásia dos animais e remoção dos tecidos 

Ao final do período experimental, os animais foram mantidos em jejum por período de 6 a 8 horas, 

submetidos a anestesia por via intraperitoneal com tiopental (120 mg/kg) e submetidos à eutanásia 

por decapitação. O coração foi retirado por toracotomia mediana. Os átrios, o ventrículo direito 

(VD) e o ventrículo esquerdo (VE), incluindo o septo, foram dissecados e pesados separadamente.40 

 

Análise morfológica da fração intersticial de colágeno  

Inicialmente, foram confeccionadas lâminas histológicas de acordo com métodos utilizados 

em estudos anteriores.40,41 Amostras anelares de VE foram fixadas em solução de formol a 10% 

por período de 24 horas e, a seguir lavadas em água corrente e transferidas para solução com etanol 

70% para posterior parafinização, de acordo com o método previamente descrito.40,41 Cortes 

histológicos de 7 µm de espessura foram coletados em lâminas histológicas e corados pela técnica 

de Picrosirius red para quantificação da fração intersticial de colágeno. A quantificação do colágeno 

intersticial do miocárdio foi realizada em lâminas coradas em Picrosirius red por meio de 

videodensitometria, com análise de 20 a 30 campos por animal. Os cortes histológicos foram 

projetados em aumento de 400 vezes com auxílio de microscópio LEICA DM LS, acoplado a uma 

câmera de vídeo que projeta imagens digitais em um computador IBM, equipado com programa 

para captura de imagens. Para quantificação da fração intersticial de colágeno, foi utilizado o 

software Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).  

 

Determinação da atividade de metaloproteinase cardíaca por zimografia  

A técnica de zimografia foi padronizada e executada de acordo com protocolo descrito em 

estudo previamente publicado.42 Aproximadamente 50 mg de tecido congelado foram utilizados 
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para extração de proteína em tampão de extração contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1% 

Triton X and 10 mM CaCl2. Para cada 50 mg de tecido foram adicionados 1,5 ml deste tampão. 

As amostras foram trituradas a 21.000 rpm utilizando o homogeneizador do tipo Polytron (Ultra 

Turrax, IKA, Germany) e centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi 

coletado e a proteína quantificada, utilizando método de Bradford e a concentração final ajustada 

para 1 mg/mL. As amostras foram diluídas em tampão da amostra contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; 

glicerol 100%, e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de separação utilizado foi de poliacrilamida 

a 8% e 1% de gelatina e a corrida foi realizada com aparato Bio-Rad mini-protean, a 80 V por 2 

horas, contendo tampão Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Após a corrida o gel foi lavado 2 vezes, por 30 

min cada vez, em 2,5% Triton X-100 e após, em tampão tris-HCl 50 mM pH 8,4. Em seguida, o 

gel foi incubado por 18 horas em tampão tris-HCl 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaCl2, em 

agitação contínua e à temperatura de 37°C. Após a incubação, o gel foi corado com Comassie blue 

2,5% por 1 hora e descorado com solução de 30% metanol e 10% ácido acético. O gel foi 

fotografado e a densidade da área de digestão da gelatina foi quantificada em unidade de imagem 

denominada pixel,utilizando o programa Gel Pro versão 3.1 (Media Cybernetics, Rockville, MD, 

USA). 

 

Quantificação das proteínas relacionadas à via de sinalização de fibrose no miocárdio por 

Western Blot  

A expressão das proteínas relacionadas à sinalização de fibrose, colágeno tipo III (anticorpo 

policlonal de coelho COL3A, ab7778, Abcam, Cambridge, Reino Unido) e TGF-β (anticorpo 

policlonal de coelho, #3711, Cell Signaling Technology, MA, EUA) foi analisada por meio da 

técnica de Western Blot.43 Resumidamente, amostras de fragmentos do ventrículo esquerdo (~ 50 

mg), foram homogeneizadas com tampão adequado para extração de proteínas. Após obtenção do 

lisado total e das frações subcelulares, alíquotas foram armazenadas a -80 °C. Uma das alíquotas 

foi utilizada para quantificação de proteína pelo método de Bradford.44 Posteriormente, os extratos 

proteicos (70 µg de proteína) foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 4 °C (30 

min a 50 V e 2 h a 120 V). Após eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose em sistema de transferência úmida por 90 min a 120 V a 4 °C. A membrana foi, então, 

lavada com TBST e incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primário específico para cada 

proteína. No dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e incubada à temperatura 
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ambiente por 90 min com anticorpo secundário conjugado a peroxidase (anticorpo monoclonal de 

camundongo anti-IgG de coelho-HRP, sc-2357, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EUA) 

adequado para ligação com o anticorpo primário utilizado, de acordo com recomendação do 

fabricante. A seguir, foi realizada lavagem com TBST e incubação da membrana com ECL 

SupersignalTM West pico chemiluminescent substrat (Thermo Fisher Scientific, USA) para 

detecção do anticorpo ligado à membrana, foi obtida por autorradiografia. Após obtenção do filme, 

a membrana foi incubada com ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution, 10x (Millipore 

Corporation, USA) para remoção dos anticorpos ligados à membrana. Novamente, foi realizado o 

processo de bloqueio e a membrana foi incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primário 

para a proteína constitutiva gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, mIgGk BP-HRP, sc-

516102). O procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito anteriormente até a detecção 

do sinal e obtenção da autorradiografia. Ao final, os filmes foram digitalizados e as bandas 

quantificadas por densitometria utilizando-se o programa Gel Pro 3.1 (Media Cybernetics, 

Rockville, MD, USA). Os resultados obtidos para as proteínas alvo foram normalizados pelos 

resultados da proteína constitutiva GAPDH. 

 

Análise Estatística  

Os dados são apresentados em medidas descritivas de posição e variabilidade. Para analisar 

a distribuição dos dados, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparação entre os 

grupos, foi realizada análise de variância de duas vias (ANOVA) complementada com pós teste de 

Tukey. Com nível de significância de 5%. 

 

RESULTADOS 

A fração intersticial de colágeno foi maior em T do que em C e menor em TJI do que em T 

(C: 3,42±0,91; JI: 2,84±0,98; T: 4,48±1,30; TJI: 3,29±1,03 %).  
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Figura 1. Valores referentes à fração intersticial de colágeno no miocárdio. C: Controle (n=10); JI: Jejum Intermitente 

(n=10); T: Treinamento físico de Intervalado de Alta Intensidade (n=10); TJI: Treinamento físico de Intervalado de 

Alta Intensidade e Jejum Intermitente (n=10). Valores expressos em média ± desvio padrão; ANOVA de duas vias e 

Tukey. * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. T. 

 

A atividade da metaloproteinase-2 não diferiu entre os grupos (C: 1,11±0,12; JI: 1,15±0,23; 

T: 1,06±0,042; TJI: 1,03±0,17 unidades arbitrárias). 

 

Figura 2. Valores referentes à atividade da metaloproteinase-2 no miocárdio. C: Controle (n=10); JI: Jejum 

Intermitente (n=10); T: Treinamento físico de Intervalado de Alta Intensidade (n=10); TJI: Treinamento físico de 

Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (n=10). Valores expressos em média ± desvio padrão; ANOVA 

de duas vias e Tukey. 

 

A expressão proteica do colágeno tipo III não diferiu entre os grupos (C: 1,00±0,11; JI: 

0,86±0,31; T: 0,88±0,14; TJI: 0,84±0,14 unidades arbitrarias). 
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Figura 3. Valores referentes à expressão proteica do colágeno tipo III no miocárdio. C: Controle (n=10); JI: Jejum 

Intermitente (n=10); T: Treinamento físico de Intervalado de Alta Intensidade (n=10); TJI: Treinamento físico de 

Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (n=10). Valores expressos em média ± desvio padrão; ANOVA 

de duas vias e Tukey. 

 

A expressão proteica do TGF-β foi maior no grupo treinado quando comparado ao grupo 

controle (C: 1,00±0,27; JI: 1,23±0,49; T: 1,38±0,58; TJI: 1,04±0,23 unidades arbitrarias). 

 

Figura 4. Valores referentes à expressão proteica do TGF-β no miocárdio. C: Controle (n=10); JI: Jejum Intermitente 

(n=10); T: Treinamento físico de Intervalado de Alta Intensidade (n=10); TJI: Treinamento físico de Intervalado de 

Alta Intensidade e Jejum Intermitente (n=10). Valores expressos em média ± desvio padrão; ANOVA de duas vias e 

Tukey . * p<0,05 vs. C.  

 

DISCUSSÃO  

Neste estudo, analisamos a expressão de proteínas e aspectos histológicos relacionados à 

remodelação da MEC miocárdica em ratos saudáveis submetidos a HIIT e JI. Após 12 semanas de 
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protocolo, observamos que o HIIT aumentou significativamente a fração intersticial de colágeno 

no ventrículo esquerdo, além de elevar a expressão proteica do fator de transformação de 

crescimento beta (TGF-β). Por outro lado, o JI foi capaz de atenuar o acúmulo de colágeno no 

ventrículo esquerdo. Além disso, não houve alterações significativas na atividade da 

metaloproteinase-2 nem na expressão do colágeno tipo III entre os grupos experimentais. 

O exercício físico é capaz de provocar diversas adaptações fisiológicas no organismo, 

incluindo alterações cardíacas associadas ao aumento da sobrecarga e do débito cardíaco, com o 

objetivo de atender às demandas impostas pela atividade física.25,45,46 Dessa maneira, a 

continuidade da prática de exercícios físicos promove adaptações estruturais no coração, um 

fenômeno que é condicionado pela intensidade, frequência e duração da atividade física.46,47  Entre 

as adaptações estruturais identificadas em vários estudos, ressalta-se a hipertrofia dos 

cardiomiócitos, associada ao aumento da fração intersticial de colágeno. Essas alterações podem 

estar ligadas ao enrijecimento cardíaco em resposta a diversos estresses fisiológicos e 

patológicos.26,48,49 

O protocolo de HIIT resultou em um aumento significativo na deposição de colágeno na 

matriz extracelular (MEC), indicando uma remodelação cardíaca em resposta ao treinamento. A 

literatura mostra que, em modelos patológicos, como infarto do miocárdio e obesidade, o HIIT 

exerce um efeito protetor no miocárdio, reduzindo a fração intersticial de colágeno e prevenindo a 

fibrose.24,50 Em ratos com diabetes tipo 2, o HIIT também foi eficaz em atenuar a hipertrofia 

patológica, promovendo uma hipertrofia adaptativa considerada benéfica.51 Entretanto, em 

modelos saudáveis, o HIIT promoveu um aumento na fração intersticial de colágeno, resultado que 

corrobora com os resultados do presente estudo.26 

O aumento da deposição de colágeno no interstício pode ocorrer em resposta ao estresse 

mecânico induzido pela sobrecarga durante o treinamento, o que estimula os fibroblastos a 

sintetizarem colágeno, com o resultado do fortalecimento da matriz extracelular e do enrijecimento 

do miocárdio. Além disso, fatores estressores podem induzir alterações na liberação de citocinas e 

fatores de crescimento, os quais podem estimular a síntese de colágeno.52,53 Dessa forma, o estresse 

mecânico associado ao treinamento pode resultar em uma resposta fisiológica que eleva a síntese 

de TGF-β no coração, o que pode aumentar a estimulação da produção de colágeno e, 

consequentemente, levar ao seu acúmulo aumentado no interstício.54,55 No presente estudo, o grupo 

HIIT apresentou um aumento na expressão proteica de TGF-β, que se correlaciona com o aumento 
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da fração intersticial de colágeno. Este fator é um componente importante da via de sinalização 

responsável pela síntese e deposição de colágeno na MEC, sugestivo de enrijecimento do 

miocárdio. 

Ademais, a estimulação do TGF-β pode desempenhar ação inibitória sobre as 

metaloproteinases 2 e 9, além de estimular seus inibidores, que pode promover maior síntese, 

deposição intersticial e expressão proteica de colágeno, características de remodelação 

cardíaca.54,56,57 Entretanto, apesar do aumento observado no TGF-β induzido pelo HIIT, a análise 

da atividade da MMP-2 e do colágeno tipo III não apontou diferenças significativas entre os grupos. 

Considerando aumento da expressão de TGF- β e da fração intersticial de colágeno no miocárdio 

na ausência de alterações na expressão de colágeno III e da atividade da MMP-2, é possível sugerir 

que a remodelação da MEC relacionada ao HIIT não parece ser um processo patológico. Porém, 

estudos futuros são necessários para confirmar esta hipótese e verificar a reversibilidade dessas 

alterações. 

Na associação entre as intervenções, o jejum intermitente apresentou redução na fração 

intersticial de colágeno no miocárdio em relação ao aumento evidenciado no grupo de treinamento. 

Os dados apresentados corroboram as evidências obtidas em estudos anteriores do laboratório do 

presente estudo, nas quais observou-se uma redução na fração intersticial de colágeno no 

miocárdio, juntamente com a diminuição da hipertrofia dos miócitos em ratos saudáveis 

submetidos ao JI e ao treinamento físico.26,37 Assim, a atenuação dos efeitos do HIIT na estrutura 

cardíaca, mediada pelo JI, ressalta seu potencial efeito cardioprotetor em resposta a fatores que 

provocam alterações fisiológicas no coração. Portanto, evidencia-se que a associação das 

intervenções oferece maiores benefícios em comparação com sua aplicação de forma isolada. 

 

CONCLUSÃO 

O HIIT modula a via do TGF-β e aumenta o colágeno intersticial no miocárdio, enquanto o 

JI atenua esses efeitos. Portanto, a associação de HIIT e JI pode representar uma estratégia eficaz 

para minimizar a remodelação da MEC induzida pelo HIIT no coração. 
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