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RESUMO

MOTTA, Victor Faria. Treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, em esteira) tem
efeitos benéficos em camundongos alimentados com dieta rica em frutose. 2018. 79 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Os adogantes caldricos ricos em frutose induzem altera¢fes adversas no metabolismo
dos seres humanos. O estudo avaliou os efeitos do treinamento intervalado de alta intensidade
(HIIT) em um modelo de alimentacdo rico em frutose, com foco no figado, tecido adiposo
branco epididimario e subcutaneo (TABe e TABs), musculo esquelético e suas interagdes.
Camundongos C57BL/6 machos foram alimentados durante 18 semanas uma das seguintes
dietas: controle (C;) ou frutose (F). Na 10 semana, durante um periodo adicional de 8
semanas, 0s grupos foram divididos em grupos nédo-treinados (NT) ou HIIT, totalizando
quatro grupos: C-NT, C-HIIT, F-NT e F-HIIT. No final do experimento, o consumo de
frutose no grupo F-NT levou a uma elevada pressao arterial sistolica, triglicérides plasmaticos
elevados, resisténcia a insulina com intolerancia a glicose e menor sensibilidade a insulina.
Também observamos esteatose hepatica, hipertrofia de adipocitos e expressfes genéticas
diminuidas de PGClo e da FNDCS5/Irisin) no grupo F-NT. Estes resultados foram
acompanhados por diminui¢cdo do NRF 1 e do TFAM (biogénese mitocondrial) e do PPARa e
do CPT1 (B-oxidacdo). O HIIT melhorou todos esses dados nos grupos C-HIIT e F-HIIT. O
grupo F-NT mostrou uma reducdo no gasto caldrico associada a diminuicdo da expressdo de
genes envolvidos no browning do TABs. Os grupos HIIT em comparagdo com os grupos NT
mostraram uma diminui¢do no ganho de MC, queda na massa de TABSs, associada a um
aumento no gasto de energia. Nos grupos HIIT em comparagdo com os grupos NT, a
expressao de marcadores de browning foi elevada, juntamente com genes envolvidos na
biogénese mitocondrial e na B-oxidagdo. Em conclusdo, camundongos alimentados com uma
dieta rica em frutose, HIIT melhorou a MC, PAS, metabolismo da glicose e triglicerideos
plasmaticos. HIIT estimulou o browning do TABs, em associagdo com alteracdes benéficas
na mitocondrial biogénese e marcadores de B-oxidacdo). Os drgdo-alvo foram modulados
positivamente pelo HIIT, indicando-o como um tratamento adjuvante para doengas que
afetam estes tecidos.

Palavras-chave: Frutose. HIIT. Figado. Tecido adiposo branco. Musculo esquelético.

Browning. Termogénese.



ABSTRACT

MOTTA, Victor Faria. High-intensity interval training (HIIT, treadmill) has beneficial effects
in mice fed a high-fructose diet. 79 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental)
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2018.

High-fructose caloric sweeteners induce adverse changes in the metabolism of
humans. The study evaluated the effects of high-intensity interval training (HIIT) on a
fructose rich diet model, focusing on liver, epididymal and subcutaneous white adipose tissue
(eWAT and sWAT), skeletal muscle and their interactions. Male C57BL/6 mice were fed for
18 weeks one of the following diets: control (C;) or fructose (F). In the 10th week, for an
additional 8 weeks, the groups were divided into untrained groups (NT) or HIIT, totalling four
groups: C-NT, C-HIT, F-NT and F-HIIT. At the end of the experiment, the consumption of
fructose in the F-NT group led to high systolic blood pressure (SBP), elevated plasma
triglycerides, insulin resistance with glucose intolerance and decreased insulin sensitivity. We
also observed hepatic steatosis, adipocyte hypertrophy and decreased genetic expressions of
PGCla and FNDC5/Irisin) in the F-NT group. These results were accompanied by a decrease
in NRF1 and TFAM (mitochondrial biogenesis) and PPARa and CPT1 (B-oxidation). HIT
improved these data in the C-HIIT and F-HIIT groups. The F-NT group showed a reduction in
caloric expenditure associated with decreased genes expression involved in SWAT browning.
The HIIT groups compared to NT groups showed a decrease in BM gain, decrease in SWAT
mass, associated with an increase in energy expenditure. In HIIT groups compared to NT
groups, expression of browning markers was high along with genes involved in mitochondrial
biogenesis and f-oxidation. In conclusion, mice fed a high fructose diet, HIIT improved BM,
SBP, glucose metabolism and plasma triglycerides. HIT stimulated browning of SWAT, in
association with beneficial changes in mitochondrial biogenesis and B-oxidation. The target
organs were positively modulated by HIIT, indicating it as an adjuvant treatment for diseases
that affect these tissues.

Keywords:  Fructose. HIIT. Liver. White adipose tissue. Skeletal muscle. Browing.

Thermogenesis.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -
Figura 13 -
Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -

LISTA DE FIGURAS

Frutose em drgaos-alvo e Sindrome metabolica..........c..cccvevivieievccisccice, 16
Frutose, Glicose & MetaboliSMO..........ccvvviiiiiiiee e 17
Diferencas morfoldgicas entre os tipos de tecido adip0S0.........cccceevvevrivruenne. 21
Metabolismo da frutose no figado e suas vias de atuagao..............ccceceervrerrrrerenen, 23
Evolucao da massa COrPOral..........ccviuveiiiiiiecie e 39
Evolucao da pressao arterial sistolica (PAS).......ccccccvevvevieeiieeieccee e 40
TOTG: EVOIUGAOD da gliCEMI@.......ccveeiieiieeie e 41
Triglicérides hepatico e densidade de volume de esteatose hepatica................ 43
Disperséo da area transversa média de adipOCitos...........ccovrererieerernieneniene 44
Expressodes génicas de PGClalfa, PGC1lbeta e FNDCS..........ccoevviiieininnene. 46
Expressdes génicas de NRFL e TFAM.........cccovivciiieie e 48
Expressdes génicas de PPARalfa e CPT1L........ccccoeveiiiiiie e 50
Marcadores de “Browning” no tecido adiposo SUDCUtANEO.............ccervevrenee, 56
Fotomicrografias do tecido adiposo subcutaneo: H&E e Confocal.................. 57
Marcadores de biogénese mitocondrial no TAB subCutaneo.............c.cce.v..... 58
Marcadores de beta-oxidacdo no TAB SUDCULANEO............cccveieciecieeiesnenne. 59



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicao e conteido energético das dietas experimentais............c..coc.v..... 30
Tabela 2 - Primers para RT-qPCR e respectivas SEQUENCIAS. ..........ccervererererereseeieennns 36
Tabela 3 - Ingestdo alimentar e metabolismo de carboidrato...........ccccceevieiieiieeciccnnens 38
Tabela 4 - ANOVA de dois fatores: Frutose VS. HHT .......cccooviiiiiiniiinie s, 52
Tabela 5 - Biometria e gasto eNErgétiCo.........ccoveviiiieiieieiieeie e 53

Tabela 6 - ANOVA de dois fatores: Frutose VS. HUT ......ooooiiioeeee e, 60



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP — adenosina trifosfato

CD137 - cluster de diferenciacao 137

CPT1a - carnitine palmitoyltransferase la

DHGNA — doenca hepética gordurosa ndo alcodlica

DURTP - Dummerstorf marathon mouse model

DM2 — diabetes mellitus do tipo 2

FGF21 - fibroblast growth factor 21

FNDCS - Fibronectin type 111 domain-containing protein 5
GLUT2 — glucose Transporter 2

GLUTS5 — glucose Transporter 5

HIIT — high-intensity interval training

IVC - indice de volume corporal

MC — massa corporal

NRF1 - nuclear respiratory factor 1

NT — néo treinado

PAS — pressdo arterial sistolica

PGClalfa - peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PGClbeta - peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-beta
PPARalfa - peroxisome proliferator-activated receptor alpha
PPARgama - peroxisome proliferator-activated receptor beta
PRDM16 - PR domain containing 16

QUICKI - quantitative insulin sensitivity check index

RNA — &cido ribonucleico

SVF - stromal vascular fraction

TAB — tecido adiposo branco

TABs — tecido adiposo branco subcutaneo

TAM - tecido adiposo marrom

TBP — tata box protein

TFAM - mitochondrial transcription factor A

TOTG - teste oral de tolerancia a glicose

UCP1 — uncoupling protein 1

VO, — volume de oxigénio



11
1.2
121
1.2.2
1.2.3
13
1.4

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
411
412

SUMARIO

[N EI0] 5101 07-X @ T 13
REVISAO DE LITERATURA ..ottt 15
FIULOSE. ..o s 15
TECIAO AQIPOSO. ...ttt 18
TeCido AdIPOSO BIaNCO.......cvereiieriieieie sttt 18
TeCido AdIPOSO MAITOM.......eiviiiiiieiieiieiieeee et 19
TeCido AdIPOSO BEOE.......eiueiiieiiiiietceie sttt 19
Esteatose Hepatica Nao AICOOlICa...........cccovviiieciieiic e, 21
Treinamento intervalado de Alta Intensidade.............ccooeoveiviiiiiiciennenn 23
HIPOTESE . ....iviiteiieiseeis sttt 25
OBIETIVO .. ettt 26
ODbJetivo PrinCIPal.......c.coiiiiiii e 26
ODbjJetivo €SPECITICO......eiiiiiie e 26
MATERIAIS E METODOS.........ooiieieeee et e ee e en s 27
ANTMAIS....ec et 27
Dietas € Treinamento fiSICO.........ccuririiieieieee e 27
Ingestdo alimentar, massa corporal € TOTG.........cccccoeiieeviecee e, 29
Pressdo arterial sistolica (PAS)........cooveiiiii e 29
Sacrificio dOS ANIMAIS.........oeiiiiieeee s 29
ANALISES PIASMALICAS. .......eoiiiiie e 30
FIQATO. .. e e 31
Area transversa média do adipOCito.............ccvveeeieeeeeeiseeee e 31
R -QICT e 32
WESTEIN BIOTEING.....eiitiiiiiie e 33
Microscopia confocal de varredura a laser e microscopia optica ........... 34
ANALISE ESTATISTICA. ... .ivvevecie e 34
RESULTADOS. ...ttt 37



5.1
5.11
5.1.2
5.13
5.14
5.15
5.1.6
5.1.7
5.18
5.1.9
5.1.10
5.2
521
5.2.2
5.2.3
524
5.25
5.2.6

6.1
6.2

10 o] 0] 0] 1] (o I PRSP 37

Ingestdo alimentar € Mmassa COrPOral..........cccuevereiiiiiiieieie e 37
Pressao arterial SIStOIICA. .........ccveveieieieieeee s 37
Teste oral de tolerdncia & gliCOSE. ........ccvviiiiriiiiieie e 37
ANALISES PIASMALICAS. ... ...eiveciieieiiii e 41
FIQAAO. ..ot 42
Avrea transversa média do adipOCito............ccevevueverrieerersieeieeieseeeee e, 43
Expressédo génica de PGC-lalfa, PGC-1beta € FNDCS...........ccovoviviniiiennns 45
Biogénese MItOCONAITAL........ccueeviiieiiiiecre s 47
BEta-0XIAAGAO. ... . vttt bbb 49
ANOVA de d0IS FALOIES. .....ccueiiieiiiiiieie e 51
YU o] 0] 0] =] (0 1 USSR 53
Ganho de massa corporal e gasto energétiCco...........coovrvrvrereiiirieineseennene 53
Tecido adiposo branco subcutdneo (TABS).......cciviiriririeice e, 54
BIOWNING. .. ettt 54
Biogénese mitocondrial do TABS........cccviiiiiiiiiieie et 55
Beta-0Xidagho dO TABS. .....coiiiiiieieieee e 59
ANOVA de d0IS FALOIES. ... .cueieeiiieiee e 59
DISCUSSAO ......couiiiiaiinereeiseeis ettt 61
SUBPIOJEIO L. .o 61
SUBPIOJEIO 2. 64
CONCLUSAO GERAL ..o ese s v snna s 66
REFERENCIAS. ..ottt ettt 67
APENDICE - Artigo aCeIt0. ..ottt 77
ANEXO A - Artigo SUDMELIO.........cviieiiieieicceeee e 78

ANEXO B - Aprovacio pelo Comité de EtiCa..........coovvvveveeeevresreriirenans 79



13

INTRODUCAO

O consumo exagerado de dietas rica em agUcares simples é precursor da manifestacéo
de condicdes clinicas da obesidade, do diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), da resisténcia a
insulina (RI), da hipertenséo arterial e da doenca hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA)
(1-3).

A epidemiologia mostra um aumento significativo no consumo diario de agucares (450
a 600kcal/pessoa) ao redor do mundo. O mesmo acontece com 0O CONSUMO excessivo de
gorduras. Atualmente, no mundo, sdo 650 milhdes de pessoas obesas. A escassez de tempo e
a falta do envolvimento com a atividade fisica concluem um ciclo nocivo com o aumento dos
fatores de risco (4).

A literatura tem de uma forma completa descrito os efeitos de um consumo excessivo
e continuo de dietas ricas em gordura sobre as valéncias fisicas do individuo e suas tentativas
de minimizar suas consequéncias (5-7). Mas, atualmente, novos estudos estdo aparecendo
para a tentativa de investigacdo dos efeitos da utilizacdo dos acucares simples como a frutose,
sacarose e outros, como possiveis “vildes” da saude do individuo (8, 9).

A Frutose é um monossacarideo encontrado em abundancia nas frutas, e é utilizado de
uma forma comercial e industrial como agucar adicionado em bebidas adocicadas, sucos,
refrigerantes, etc, e também sob a forma de xarope de milho rico em frutose. Seu poder de
adocar e o baixissimo custo de producdo favorece sua utilizacdo em larga escala (10). As
pesquisas mais atuais vém mostrando que a frutose, de alguma forma, € mais nociva a
pequeno, médio e longo prazo para o desenvolvimento de morbidades como inflamacédo
sistémica, dislipidemia, Rl, DHGNA, hipertensao artéria, etc (2, 8, 11, 12).

Em funcdo destes estudos, pesquisadores cada vez mais estdo interessados em
investigar mais a fundo as conexdes deste macronutriente com o metabolismo. Porém, as
conclusdes achadas nestes estudos ainda séo controversas (13).

Para uma tentativa de amenizacdo deste efeitos adversos providos pela frutose, o
treinamento fisico mostrou efeitos benéficos nas alteracBes adversas em roedores, como
aumento da pressdo arterial e alteragcdes no perfil de estresse oxidativo (14), o que impediu
alteracfes na sinalizagdo de insulina, sintese de Oxido nitrico (15) e inflamacéo (16). Do
mesmo modo, caminhar foi eficiente na diminuicdo da secrecdo de insulina pds-prandial em
humanos que consomem uma dieta rica em frutose (17). Nas adversidades induzidas pela

frutose, os efeitos benéficos do treinamento fisico foram observados quando o treinamento de
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intensidade baixa (15) ou moderada (14) foi aplicado, mas pouco se sabe sobre as
consequéncias do treinamento intervalados de alta intensidade (HIIT, periodos de exercicios
de alta intensidade combinados com pequenos intervalos de descanso). O HIIT é cada dia
mais considerado como uma possivel substituicdo do exercicio aerdbico tradicional (18),
devido & diminuicdo do tempo necessario para a atividade e a combinacdo de estimulos
aerobicos e anaerdbicos (19). Embora a maioria dos estudos tenha se concentrado nos efeitos
cardiovasculares do exercicio (14, 15), o figado, o tecido adiposo branco (TAB) e a
musculatura esquelético também sdo objetivos naturais de treinamento fisico (16, 20). TAB e
musculo esquelético tém uma relacdo bioldgica que ocorre de forma enddcrina através da
secrecdo de adipocinas (TAB) e miocinas (musculo). Os mediadores comuns que Sao
liberados por ambos os tecidos, chamados de adipomiocinas, tiveram um significado
aumentado na literatura (21), incluindo a Irisina (derivada da clivagem de FNDCS5,
aumentando o gasto de energia) (22). Recentemente, a expressao de RNAm do FNDC5 foi
identificada no figado (23), e as concentracBes séricas de irisina foram encontradas
inversamente correlacionadas com o acimulo de lipidios hepaticos (24). Portanto, é digno de
nota que esses mediadores, incluindo a irisina, podem ser modulados tanto pela obesidade
como pelo exercicio (21).

Aléem da funcdo de armazenamento de energia, o tecido adiposo branco (TAB)
também € considerado um tecido secretor metabolicamente ativo (25). O browning é
caracterizado pela formacdo de depoésitos de células adiposas bege (ou 'brite’) no tecido
adiposo subcutaneo (TABS) (26), o que confere um fendtipo semelhante ao do tecido adiposo
marrom (TAM), induzindo aumento da termogénese (27)[3]. Assim, em condi¢cfes basais,
essas células apresentam baixo teor de proteina de desacoplamento (UCP)1 mas, expressam
guantidades aumentadas de PRDM16 e UCP1 e aumento do contedo mitocondrial quando
estimuladas (28, 29). Por isso, podemos considerar um alvo promissor para o tratamento
futuro da obesidade ou do diabetes tipo 2, a estimulacdo da atividade do TAM e o
recrutamento de células positivas para UCP1 (30).

Levando os dados em consideragdo, estamos encorajados a investigar os efeitos do
HIIT em um modelo experimental com o consumo cronico de uma dieta rica em frutose. NOs
temos a hipotese que o HIIT poderia beneficiar o figado, o TAB (epididiméario), o musculo
esquelético contra os efeitos adversos induzidos pela frutose e que o HIIT poderia favorecer a
formacdo dos adipocitos beges (fenbmeno do browning) no tecido adiposo subcutaneo
(TABsS).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Frutose

E um monossacarideo também conhecido como levulose, ou aglicar que esta nas frutas
e € constituinte da sacarose e de outros polimeros (10). Ela pode ser obtida a partir do sorbitol
e essa reacdo é catalisada pela enzima sorbitol-desidrogenase, presente nas plantas e outras
fontes, como balas, gomas de mascar, sucos dietéticos, refrigerantes, etc (10). Sob um ponto
de vista comercial, € muito vantajoso a utilizacdo da frutose: maior poder edulcorante de
todos os tipos de acucar, poder umectante, traz vantagens na questdo de cor, aroma, ponto de
congelamento e estabilidade osmética (31). Este actcar também pode ser encontrado na forma
de xarope de milho rico em frutose, este cada vez mais utilizado na confec¢do de frutas
enlatadas, geleias, doces, po para bebidas e refrigerantes. Este xarope é quase 2 vezes mais
doce do que a sacarose e, sua utilizacdo é mais viavel por conta do baixissimo custo de seu
processamento (13, 31).

O xarope de milho rico em frutose é um adocante feito a partir da isomerizacao de
parte da glicose existente no xarope de milho. Com isso, podemos ter xaropes com diversos
percentuais de frutose no comércio. O principal deles é o xarope de milho 90 (90% de frutose
e 9% de glicose) e, este é diluido 42 (42% de frutose e 53% de glicose) e 55 (55% de frutose e
42% de glicose). O xarope de milho 55 é o mais utilizado nas indUstrias para a confeccéo de
refrigerantes, iogurtes, pées, etc (32). Assim, a utilizacdo da frutose e/ou do xarope de milho
nos produtos comercias trouxe uma serie de questionamentos com respeito a salude e
despertou na comunidade cientifica o interesse de se estudar seus efeitos em tecidos e 6rgaos-
alvo (33).

A prevaléncia da sindrome metabdlica aumentou em todo o mundo, e esse aumento
tem sido associado ao aumento da ingestdo de xarope de milho (34). A Sindrome metabdlica,
um conjunto de condigdes, incluindo aumento da presséo arterial, niveis elevados de glicose
no sangue, excesso de gordura corporal e niveis de colesterol anormais, 0 que aumenta o risco
de doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral e diabetes (35). Uma dieta rica em
frutose (60% de frutose) em roedores também tem causado distdrbios metabdlicos, incluindo
pressdo arterial elevada, intolerancia a glicose e hiperlipidemia, bem como uma desregulacéo

do sistema renina-angiotensina (SRA) (36).
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Os modelos em animais experimentais alimentados com dieta rica em frutose sdo
comumente utilizados para a investigacdo da hipertensdo arterial e disturbios. Estudos
recentes também observaram esses fendmenos em roedores hipertensos alimentados com
frutose (2, 11). No entanto, embora os estudos tenham demonstrado que a resisténcia a
insulina desempenha um papel na mediacdo da sindrome metabdlica, a patogénese desses

distarbios metabdlicos ainda ndo foi amplamente explicada.

Figura 1 - Efeitos da frutose em 6rgdos-alvo e na Sindrome Metabdlica
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Figura 2 - Frutose, Glicose e Metabolismo
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1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo composto principalmente de adipocitos.
Além dos adipdcitos, o tecido adiposo contém a fracdo vascular estromal (SVF) de células,
incluindo preadipocitos, fibroblastos, células endoteliais vasculares e uma variedade de
células imunes, como macrdfagos (38). O tecido adiposo € derivado de preadipocitos. Seu
principal papel é armazenar energia na forma de lipidios, embora também ajude no
preenchimento corporal. Longe de ser hormonalmente inerte, o tecido adiposo, nos ultimos
anos, foi reconhecido como um 6rgdo enddcrino, pois produz horménios como leptina,
estrogénio, resistina e TNFalfa (39). Os dois tipos de tecido adiposo sdo o tecido adiposo
branco (TAB), que armazena energia em forma de lipidio e tecido adiposo marrom (TAM),
responsavel por gerar calor (40). Mais recentemente se descreveu a presenga de um tipo de
adipdcito com caracteristicas de TAB e funcdo de TAM; o chamado adipécito “bege” (ou

brite, em inglés) (41).

1.2.1 Tecido adiposo branco (TAB)

Nos seres humanos, o tecido adiposo estd localizado abaixo da pele (gordura
subcutanea), em torno de 6rgéos internos (gordura visceral), na medula 6ssea, intermuscular
(sistema muscular) e no tecido mamaério. O tecido adiposo é encontrado em locais especificos,
que sdo referidos como depositos adiposos. O tecido adiposo contém numerosos vasos
sanguineos pequenos. No sistema tegumentar, que inclui a pele, acumula-se no nivel mais
profundo, a camada subcutanea, proporcionando isolamento do calor e do frio (42). Ao redor
dos 6rgdos, ele fornece um preenchimento protetor. No entanto, sua principal funcéo é ser
uma reserva de lipidios, que podem ser oxidados para atender as necessidades energéticas do
corpo e protegé-lo do excesso de glicose, armazenando triglicérides produzidos pelo figado a
partir de agUcares, embora algumas evidéncias sugeriram que a maior parte da sintese lipidica
de carboidratos ocorre no proprio tecido adiposo (43).

A gordura visceral ou gordura abdominal estd localizada dentro da cavidade
abdominal entre os 6rgaos. A gordura visceral no camundongo tem varios depoésitos adiposos,
incluindo o tecido adiposo branco epididimario (TABe) e depositos perirrenais. O excesso de
gordura visceral é conhecido como obesidade central. Novos indices como o indice de

Volume Corporal (IVC) séo projetados especificamente para medir o volume abdominal e a
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gordura abdominal. O excesso de gordura visceral tem associacdo com o DM2 (44),
resisténcia a insulina, doencas inflamatorias e outras doencas relacionadas a obesidade (45).

A maioria da gordura ndo-visceral restante é encontrada logo abaixo da pele em uma
regido chamada hipoderme (46). Esta gordura subcutanea ndo esta relacionada a muitas das
patologias classicas relacionadas & obesidade (como doencas cardiacas, cancer e acidentes
vasculares cerebrais), mas sugere-se que ela pode ser protetora (46).

1.2.2 Tecido adiposo marrom (TAM)

O TAM ¢é encontrado em quase todos os mamiferos. A classificacdo da gordura
marrom refere-se a duas populag¢Ges de células distintas com fungdes semelhantes. O primeiro
compartilha uma origem embriolégica comum com células musculares, encontradas em
depdsitos "classicos™ maiores. O segundo se desenvolve a partir de adipdcitos brancos que sdo
estimulados pelo sistema nervoso simpatico. Estes adipdcitos sdo encontrados intercalados em
tecido adiposo branco e também sdo chamados de "bege" (26, 47, 48).

O TAM é especialmente abundante em recém-nascidos e em mamiferos que hibernam
(49). Também esta presente e metabolicamente ativo em humanos adultos (50, 51), mas sua
prevaléncia diminui a medida que os seres humanos envelhecem (52). Sua principal funcéao é
a termorregulacdo. Além do calor produzido pelo tremor do mdsculo, o tecido adiposo
marrom produz calor por termogénese sem tremor.

Em contraste com os adipdcitos brancos, que contém uma Unica gota de lipidios, os
adipdcitos marrons contém numerosas goticulas pequenas de gordura e um numero elevado
de mitoc6ndrias (que da ao tecido sua aparéncia marrom) (47). O TAM também contém mais
capilares do que o TAB, que serve para fornecer mais oxigénio e nutrientes a0 TAM e

distribuir o calor produzido para todo o corpo.

1.2.3 Tecido adiposo bege

A transformagdo ‘“bege” ocorre quando adipécitos dentro de depdsitos de TAB

desenvolvem caracteristicas de TAM. Os adip6citos bege assumem uma aparéncia
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multilocular (contendo vérias goticulas lipidicas) e aumentam a expressdo da proteina
desacopladora 1 (UCP1) (29). Ao fazé-lo, esses adipdcitos normalmente armazenam energia e
se tornam adipacitos liberadores de energia.

A UCP1 é uma proteina predominantemente encontrada no TAM (53). A liberacdo de
catecolaminas de nervos simpaticos resulta em ativacdo de UCP1 e geralmente ocorre apos
longos periodos de exposicdo ao frio ou em resposta a hiperalimentagéo (53). A atividade de
UCP1 ¢ estimulada por acidos graxos de cadeia longa que sdo produzidos ap0s a ativacdo do
receptor beta-adrenérgico (40). A capacidade de queima de calorias de TAM e adipdcitos
“bege” tem sido mais estudada no conjunto de esforgos de pesquisa em terapias direcionadas
para tratar obesidade e diabetes (30).

O frio é um regulador primério dos processos do TAM e um indutor de browning do
TAB. O browning, em resposta a exposi¢do cronica ao frio, € um processo reversivel. Um
estudo em ratos demonstrou que este processo induzido pelo frio pode ser completamente
revertido em 21 dias, com diminui¢cBes mensuraveis na expressao de UCP1 observadas dentro
de um periodo de 24 horas (54). Em animais reexpostos a um ambiente frio, 0s mesmos
adipdcitos adotardo um fenotipo bege, sugerindo que os adipdcitos bege sdo retidos na
reversdo do browning (55).

Trés reguladores da transcricdo sdo fundamentais para o processo de browning do
TAB e servem como alvos para muitas das moléculas que influenciam este processo. Estes
incluem o receptor de PPARgama, PRDM16 e PGC-lalfa (55). A lista de moléculas
conhecidas que influenciam o browning cresceu em proporc¢do direta a popularidade deste
topico e estd em constante evolucdo a medida que mais conhecimento é adquirido. Entre estas
moléculas estd a FNDC5/Irisina, que hoje é bem estudada e se acredita ser um importante
regulador do browning. A irisina é secretada pelo musculo esquelético em resposta ao
exercicio e aumenta de expressdo na formacdo de preadipocitos bege (27). FGF21, um
horménio secretado principalmente pelo figado, foi identificado como um potente estimulador
na absorc¢éo de glicose e um regulador de browning através de seus efeitos no PGC-1alfa (29).
O FGF21 também pode ser segregado em resposta ao exercicio e a dieta de baixa proteina
(41, 56). Os dados desses estudos sugerem que fatores ambientais como a dieta e o exercicio

fisico podem ser importantes mediadores do browning.
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Figura 3 - Diferencas morfoldgicas entre os trés tipos de adipécitos
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Legenda: Adaptado de (57).

1.3 Esteatose hepatica ndo alcoolica

A doenca gordurosa ndo alcodlica do figado (DHGNA) € uma desordem caracterizada
pelo excesso de acumulo de gordura na forma de triglicérides nos hepatocitos, referida como
esteatose hepética. Essa condicdo, na presenca de outras morbidades, pode provocar lesbes e
morte celular, inflamacdo portal e lobular, “balonizacdo” dos hepatdcitos, levando a esteato-
hepatite ndo alcodlica (EHNA) (58, 59). Com a progressiva deposicdo de colageno e
subsequente remodelacdo vascular, um processo cirrtico pode acontecer e tornar-se uma
causa importante de uma insuficiéncia hepética (60).

A DHGNA geralmente est4 associada com outras entidades e desordens metabdlicas,
como obesidade, DM2, resisténcia insulinica, dentre outras (60). Vale lembrar que a DHGNA
¢ atualmente a causa mais comum de alteracBes enzimaticas nos paises ocidentais, sendo a
maior prevaléncia no DM2 (40 a 80%) e obesidade (30 a 90%) (61).

O acumulo de acidos graxos nos hepatdcitos promove a sintese de triglicérides. O
figado pode contribuir de uma forma propria para a esteatose hepatica pela producdo de
lipidios a partir de carboidratos, processo este chamado de lipogénese de novo. Este excesso
acaba desencadeando uma disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, ativacdo de células
estreladas hepaticas, comprometimento na producdo de ATP e consequente morte celular. A
ativacdo das células estreladas hepaticas leva a uma maior producdo de colageno e fibrose

hepaética, estagio inicial da cirrose hepatica (62).
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A frutose é capturada pelo enterdcito via GLUT5 e este processo acontece
independentemente da insulina e da hidrolise de ATP. Parte da frutose é transformada em
lactato e, apds, segue para 0s vasos sanguineos via GLUTZ2, pela membrana basolateral do
enterdcito, chegando ao figado através da veia porta hepatica e, a partir da frutoquinase, €
fosforilada em frutose-1P (63). Um outro derivado fosforilado da frutose é responsavel por
seu metabolismo: a frutose-2,6-difosfato, que estd presente em todos os tecidos dos
mamiferos, sendo o mais potente efetor da fosfofrutoquinase. Ela desempenha um papel na
regulacdo da glicolise e no controle da gliconeogénese nas células que possuirem esta
habilidade (64).

A frutose desabilita a oxidacdo de lipidios no figado, favorecendo a formacdo de
triglicérides e VLDL. Mesmo sendo uma pequena porcdo de frutose convertida em acidos
graxos, a ingestdo continuada de frutose pode levar ao desenvolvimento da DHGNA. A
associacdo da frutose com a dislipidemia e a DHGNA se deve ao aumento da lipogénese de
novo. Todos estes fatores agrupados direcionam a estocagem de gordura nos hepatécitos na
forma de macro e microvesiculas (65).

Os efeitos da administracdo cronica de uma dieta rica em frutose e o aparecimento de
DHGNA néo sdo conclusivos. Dose-resposta, tempo de administracdo, e veiculo de oferta da
frutose divergem entre os estudos experimentais (66). Camundongos da linhagem C57BL/6
alimentados com dieta rica em frutose mostraram a presenca de esteatose hepéatica macro e
micro vesicular, demonstrando ser um bom modelo para o desenvolvimento de
DHGNA/EHNA (2, 11).
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Figura 4 - Metabolismo da frutose no figado e suas vias de atuagdo
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1.4 Treinamento intervalado de alta intensidade

O treinamento intervalado de alta intensidade (ou HIIT, do inglés “high-intensity
interval training”) pode ser descrito como uma sessao de exercicios composta inteiramente de
técnicas HIIT, ou como componente de um plano fracionado de exercicios. As sessdes de
HIIT geralmente consistem em um periodo de aquecimento e, em seguida, Vvarias repeticdes
de exercicios de alta intensidade separados por exercicio de moderada/baixa intensidade para
recuperacdo. O exercicio de alta intensidade deve ser feito com uma intensidade quase
méaxima. O exercicio de moderada/baixa deve ser por volta de 30% de intensidade. O nimero
de repeticbes vai depender do tipo de exercicio, mas por exemplo, podem ser apenas trés
repeticbes com 20 segundos de exercicio intenso (68). Os exercicios especificos realizados
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durante as sessdes de alta intensidade variam. A maior parte da pesquisa sobre o HIIT foi feita
usando um ergbmetro de ciclismo, mas outros exercicios como corrida, escalada e caminhada
podem também ser utilizados (69).

N&o existe uma férmula especifica para o HIIT. Uma formula comum envolve uma
proporcdo 2:1 de trabalho para periodos de recuperacdo, por exemplo, 30-40 segundos de
corrida em alta intensidade alternada com 15-20 segundos de jogging ou caminhada,
repetidamente até a fadiga completa. Uma sessdo de HIIT pode durar entre quatro e trinta
minutos, o que significa que pode ser considerada uma excelente maneira de maximizar um
treino limitado pelo tempo (68).

HIIT e treinamento de resisténcia tradicional levaram a uma melhora cardiovascular
em adultos saudaveis de 18 a 45 anos, com mais melhorias no VO,nax NOS participantes do
HIIT (70). Outra andlise relatou que HIIT de um més ou mais efetivamente melhora a aptiddo
cardiovascular em adolescentes e levam a melhorias significativas na composic¢éo corporal
(71). Além disso, HIT (definido como quatro intervalos de quatro minutos a 85-95% da
frequéncia cardiaca maxima com intervalos de trés minutos a 60-70% da frequéncia cardiaca
méaxima) foi mais eficaz do que o treinamento continuo de intensidade moderada (MICT) para
a melhora da funcdo vascular (72).

Em pessoas com doenga arterial coronariana, HIIT levou a significativas melhorias no
VOzmax, mas MICT levou a uma maior reducdo na massa corporal e na frequéncia cardiaca
(73). A aptiddo cardiorrespiratoria (medida pelo VOzmax de individuos com doencas
cardiovasculares ou metabolicas cronicas induzidas pelo estilo de vida, incluindo pressao alta,
obesidade, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronariana ou sindrome metabdlica) no
HIIT foi quase o dobro dos individuos que completaram um programa de MICT (74).

O HIIT reduziu significativamente a resisténcia a insulina, levando a uma diminuicao
moderada dos niveis de glicemia em jejum e aumento da perda de massa corporal em
comparacdo com individuos sedentarios (75). Outro estudo relatou que HIT foi mais eficaz
do que MICT nos niveis de insulina em jejum (diminuigdo de 31% no HIIT vs. diminuicdo de
9% no MICT) (76).

O efeito do HIIT sobre o desempenho cognitivo num grupo de criangas (n=318)
mostrou que HIIT é benéfico para o controle cognitivo e capacidade de memdria de trabalho e
que esse efeito € mediado pelo polimorfismo do fator neurotrofico derivado do cérebro, o que
sugere uma alternativa promissora para melhorar a cognicgdo, através de sessdes de exercicios

curtos e potentes (77).
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2 HIPOTESE

Temos a hipotese que o HIIT tera um efeito benéfico relevante no figado, musculo
esquelético e tecido adiposo em animais com um insulto metabdlico grave devido a ingestao

cronica de dieta com alto teor de frutose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Investigar os efeitos do HIIT (em esteira) em camundongos alimentados com dieta rica
em frutose frente aos efeitos deletérios resultantes em Orgédos-alvo: figado, tecido adiposo

branco (epididimario e subcutneo) e musculo esquelético.

3.2 Objetivos especificos

a) Subprojeto 1, avaliar as alteracdes promovidas pelo HIIT na expressdo  de
FNDC5/Irisina e PGClalfa, na biogénese mitocondrial e na beta-oxidacdo no
figado, tecido adiposo e musculo esquelético;

b) Subprojeto 2, avaliar as alteracbes promovidas pelo HIIT na formacdo de

adipdcitos “beges” (fenbmeno de browning) no tecido adiposo branco subcutaneo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os procedimentos seguiram as diretrizes em voga para experimentagdo animal
(publicacdo NIH nimero 85-23, revisado em 1996) e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo n°
CEUA/012/2014, Anexo).

Foram estudados 40 camundongos C57BL/6 machos ndo consanguineos com trés
meses de idade, com massa corporal de 20-22 g. Os animais foram mantidos em ambiente
estdvel (estantes ventiladas Nexgen System, Allentown, PA, EUA) com temperatura
controlada e ciclo de luz claro-escuro invertido de 12-12 h, cinco animais por caixa em

“cama” de Xilana. Os animais tiveram livre acesso a alimentos e agua.

4.2 Dietas experimentais e treinamento fisico

As dietas foram confeccionadas pela Pragsolucoes (Jau, Sdo Paulo, Brasil) seguindo
recomendacdes do American Institute of Nutrition (AIN 93) para roedores (78) e estdo
detalhadas na Tabela 1.

As dietas foram oferecidas aos animais durante 18 semanas. Os animais foram
alocados aleatoriamente nos grupos (n=20/grupo): dieta de controle (C) e dieta rica em frutose
(F).

A dieta C teve 5% da energia total a partir da sacarose, enquanto a dieta F teve uma
adicdo de frutose (474,3g/kg de dieta), totalizando 55% da energia total a partir da frutose.
Nas oito semanas finais do experimento (da semana 10 a semana 18), os camundongos foram

submetidos ao protocolo HIIT e os grupos foram subdivididos (n=10/grupo):

a) dieta controle, ndo-treinado (grupo C-NT);
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b) dieta controle, treinados (grupo C-HIIT);
C) dieta rica em frutose, ndo-treinado (grupo F-NT);

d) dieta rica em frutose, treinado (grupo F-HIIT).

A adaptacédo da terminologia utilizada para monitorar e promover a atividade fisica e o
exercicio num modelo animal é um desafio (79). Observamos um esquema de codificacdo que
classifica o exercicio fisico especifico pela taxa de gasto de energia, especificando atividades
com a sua intensidade, definida como a proporcdo da taxa metabdlica do trabalho para um
metabolismo de repouso padréo (80).

No presente estudo os animais realizaram um teste de VO,nmax € um teste de velocidade
méaxima de corrida para se estimar a porcentagem de intensidade (Oxylet, Panlab/Harvard
Apparatus, Barcelona, Espanha). Portanto, para os animais, consideramos HIIT como o
seguinte protocolo:

a) Teste consistindo em corrida (10 cm/s de aumento de velocidade a cada 2
min sem inclinac¢do) onde mediu-se 0 VO,max quando 0s animais atingiram e
sustentaram a velocidade méaxima de corrida. O teste foi encerrado quando o
animal parou de responder ao estimulo de corrida e se recusou a correr na
esteira (modelo LE8710, Panlab/Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha);

b) Nas primeiras quatro semanas de treinamento, os animais foram submetidos
a uma porcentagem de 80% do VO,max, conforme estipulado nos testes
preliminares. No inicio da quinta semana, 0 VOymax foi aferido novamente e,
nas Gltimas quatro semanas de treinamento, os animais foram submetidos
uma porcentagem de 90% do VOmax. Utilizamos um esquema de proporc¢éo
2:1 (2 min de exercicio por 1 min de recuperacdo ativa);

c) Os animais realizaram o treinamento trés vezes por semana, 12 minutos por
sessdo (comecando as 14h), nas segundas, quartas e sextas feira, durante

0ito semanas.



29

4.3 Ingestdo alimentar, massa corporal e teste oral de toleréncia a glicose

Mensuramos a ingestdo alimentar diariamente, a massa corporal (MC) semanalmente,
e o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) (n=10/grupo).

O TOTG foi realizado no dia seguinte a Gltima sessdao HIIT. Cada animal recebeu 1
o/kg de glicose a 25% dissolvida em uma solucéo salina fisiologica - NaCl a 0,9% - no tempo
0 (gavagem orogéstrica). Em seguida, a glicemia foi mensurada aos 15, 30, 60 e 120 minutos
(glicémetro AccuCheck, Roche, SP, Brasil) estabelecendo-se curvas glicémicas e a area sob
as curvas (AUC) foram analisadas (GraphPad Prism versdo 7.03 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

4.4 Pressdo arterial

A pressdo arterial sistolica (PAS) foi aferida semanalmente em animais sem anestesia
(pletismografia de artéria caudal, Letica LE 5001, Harvard/Panlab, Barcelona, Espanha). Os
animais (n=10/grupo) foram previamente treinados durante duas semanas para minimizar o

estresse durante o manuseio que poderia interferir com a afericéo.

4.5 Sacrificio dos animais

Os animais foram submetidos a um jejum de seis horas antes do sacrificio para
mensurarmos a glicemia (glicometro Accu-Check, Roche, SP, Brasil). Apds, foram
anestesiados profundamente com pentobarbital sodico por via intraperitoneal (150 mg / kg).
Em seguida colheu-se amostras de sangue e o plasma foi separado por centrifugacédo (120G
durante 15 minutos a temperatura ambiente) e armazenado a -80°C.

O figado, tecido adiposo epididimario (dissecado na parte inferior do abdome e
conectado ao epididimo) e musculo esquelético (gastrocnémio direito) foram dissecados

rapidamente e retirados. Varios fragmentos de cada 6rgdo foram congelados e armazenados a
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-80°C para anélises posteriores, ou mantidos em fixador (recentemente preparado formaldeido
4% peso/volume, tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2) para microscopia de luz.

O tecido adiposo branco subcutaneo localizado na parte inferior da caixa toracica foi
cuidadosamente dissecado, pesado e congelado a -80°C para andlises adicionais. Algumas
partes deste tecido foram mantidas em fixador recém-preparado (formaldeido 4%

peso/volume, tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2) para microscopia de luz.

Tabela 1 - Composicéo e conteudo energético das dietas experimentais (78)

Ingredientes (9/Kg) Controle Frutose
Caseina 140,0 140,0
Amido de milho 620,692 146,392
Sacarose 100,0 100,0
Frutose - 474,3
Oleo de soja 40,0 40,0
Fibras 50,0 50,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0
Mix de minerais 35,0 35,0
Cisteina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidantes 0,008 0,008
Total 1000 1000
Carboidratos (% energia) 76 76
Proteina (% energia) 14 14
Lipidios (% energia) 10 10

Total energético (kcal/kg) 3804 3804

4.6 Analises plasmaticas

Os triglicérides totais foram mensurados (TG, espectrofotdmetro automatico e kit
comercial Bioclin System Il, Quibasa, Belo Horizonte, MG), bem como os niveis de insulina
(Single Plex kit, EZRMI-13K rat/mouse insulin ELISA, Millipore Merck, Darmstadt,

Germany) (n=10/grupo para cada analise). Também determinamos:

a) o indice de avaliacdo do modelo de homeostase - resisténcia a insulina
(HOMA-IR) [(insulina x glicose) /22,5] (81);
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b) o indice quantitativo de verificacdo da sensibilidade a insulina (QUICKI) [1
/'log (insulina em jejum pU / ml) + log (glicemia de jejum em mg/dl)] (82).

4.7 Figado

Os triglicérides hepaticos foram mensurados. As amostras congeladas de figado
(~50mg) em 1 ml de isopropanol foram colocadas em um processador ultrassdnico. O
homogenato foi centrifugado a 120 G e 5 ml do sobrenadante foram analisados por um
analisador automatico (83) (K55, Bioclin System IlI, Quibasa) usando um kit para
quantificacdo de triglicérides (n=5/grupo).

Fragmentos representativos de cada lobo hepéatico foram incluidos em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e secOes de 5 um de espessura foram obtidas e coradas
com hematoxilina e eosina (n=5/grupo). Imagens digitais foram adquiridas de forma cega e
aleatéria (Nikon modelo 80i, camera digital DS-Ril, Nikon Instruments, Melville, Nova
lorque, EUA). A estimativa de esteatose hepatica foi determinada por estereologia com o
método de “contagem de pontos”. Sistemas-teste com 36 pontos foram produzidos com o
programa STEPanizer (84) e sobrepostos as imagens digitais. Os pontos amostrados sobre as
goticulas de gordura (da esteatose) (Pp) foram relacionados aos “pontos totais” (Pt) do
sistema levando a estimativa da densidade de volume (Vv) da esteatose hepéatica nos
hepatdcitos (85, 86):

Vv|esteatose, hepatdcito] = E—P 1)
T

4.8 Area transversa média do adipdcito

Os fragmentos de tecido adiposo epididimario foram incluidos em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foram cortados com 5 um de espessura e corados com
hematoxilina e eosina (n=10/grupo). Imagens digitais foram obtidas de modo “cego” e
aleatdrio (Nikon modelo 80i, camera digital DS-Ri1, Nikon Instruments) e, em cinco cortes
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por animal, foram utilizadas para estimar a é&rea transversa média do adipocito

(a[adipbcitos]):

Vy[adipécitos] 2 (2)
Qaladipécitos]

aladipdcitos] =
[sendo a densidade de volume dos adipdcitos, Vv[adipécitos] e o dobro da densidade

numérica por area de adipdcitos, Qa[adipdcitos], considerando o critério de “linha-proibida”

(87)]

4.9 RT-gPCR

Extraimos o RNA total com TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) em 30 mg de tecido
hepéatico, tecido adiposo epididimario e mausculo gastrocnémio (quantificado com
espectrofotdbmetro Nanovue, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA) (n=6/grupo,
para os trés tecidos e todos os primers usados).

Entdo, 1 pg de RNA foi tratado com DNase | (Invitrogen). O cDNA de primeira
cadeia foi sintetizado usando primers Oligo (dT) para RNAm e transcriptase reversa
Superscript 111 (ambos Invitrogen). O PCR quantitativo em tempo real foi realizado usando
um termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e SYBRGreen mix (Invitrogen).
ApO6s um programa de pré-desnaturacdo e ativacdo de polimerase (4 min a 95°C), 44 ciclos de
95°C por 10s e 60°C por 15s foram seguidos por um programa de curva de derretimento (60 a
95°C com uma taxa de aquecimento de 0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em pocos
nos quais 0 cDNA era substituido por agua desionizada.

A razdo de expressdo relativa do RNAm foi calculada usando a equagdo 2 <!, na
qual -ACT representa a diferenca entre o nimero de ciclos dos genes alvo (CT) e o controle
enddgeno. Os primers estdo detalhados na Tabela 2 e sua definicdo seguiu a “Informacéo
Minima para Publicacdo de diretrizes Quantitativas de Experimentos de PCR em Tempo
Real” (88). Avaliamos a expressao génica dos seguintes marcadores:

a) ativador ativado por proliferador de peroxisoma ativado por ativacgao do
receptor 1 (PGC1) -alfa;
b) ativador ativado por proliferador de peroxisoma ativador gama 1 (PGC1) -

beta;
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c) dominio de fibronectina tipo 111 contendo 5 (FNDC5);
d) fator respiratdrio nuclear 1 (NRF1);
e) fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM);
f) receptor ativado por proliferador de peroxisoma (PPAR)-alfa;
g) carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1).
Padronizamos a expressao destes genes selecionados com as expressdes enddgenas de
beta-actina e proteina TATA-box (TBP).
Para o tecido adiposo subcutaneo, foram usados os respectivos primers para a
avaliagdo génica dos seguintes marcadores:
a) cluster de diferenciagédo 137 (CD137);
b) carnitina palmitoiltransferase 1a (CPT1a);
c) fibronectina tipo Il dominio 5 (FNDC5);
d) fator respiratorio nuclear (NRF) 1;
e) receptor de ativador ativado por proliferador de peroxisoma (PGC1)-alfa;
f) proliferador de peroxisoma receptor alpha ativado (PPARalfa);
g) PPARgama; dominio PR contendo 16 (PRDM16);
h) fator de transcricdo mitocondrial (TFAM);
i) proteina de desacoplamento (UCP) 1.
Padronizamos a expressao destes genes selecionados com as expressdes enddgenas de

beta-actina.

4.10 Western blotting

As proteinas totais foram extraidas do tecido adiposo subcutaneo usando tampédo de
lise e inibidores de protease. As quantidades equivalentes de proteina total, ressuspendidas em
tampdo contendo SDS, foram aquecidas durante 5 min a 100°C e separadas por SDS-PAGE.
Apbs a eletroforese, as proteinas foram identificadas em uma corrida com gradiente elétrico
em membranas de transferéncia de difluoreto de polivinilo (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA). O blogueio da membrana foi feito com leite desnatado. As membranas
foram incubadas durante a noite a 4°C com os anticorpos primarios:

a) CD137 (60 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-11819);
b) PRDM16 (140 kDa; Abcam, ab-106410);
c) UCP1 (33 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-6529).
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A beta-actina (43 kDa, Santa Cruz, sc-47778) foi utilizada para padronizacdo dos
dados. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario durante uma hora a temperatura ambiente. Utilizamos ECL para a
deteccdo de expressao proteica no equipamento ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). A intensidade de quimiluminescéncia das bandas foi quantificada usando o
programa ImageJ, verséo 1.48 (NIH, imagej.nih.gov/ij, EUA).

4.11 Microscopia de luz e confocal por varredura a laser

Os tecidos foram incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), e
os blocos foram cortados com 5 um de espessura. Para microscopia 6ptica, as laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina, e as fotomicrografias digitais foram obtidas com um
microscopio Olympus BX51 e uma camera DP71 (Olympus Co. Americas, Center Valley,
PA, EUA). Para a imunofluorescéncia de UCP1, as secOes de tecido adiposo subcutaneo
foram colocadas em um tampéo de citrato, pH 6,0, a 60°C durante 20 min para recuperacdo de
antigenos, 2% de glicina e bloqueador (PBS / 5% de BSA). As secGes de tecido adiposo
subcutaneo foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo anti-UCP1 (SC-6529, Santa
Cruz Biotechnology), diluidas 1:50 em PBS / 1% BSA, seguido por uma hora de incubacéo
com lgG-Alexa 546 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) diluido 1:50 em
PBS/1% de BSA. Apoés a lavagem em PBS, as laminas foram montadas com Slow Fade
Antifade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). As imagens digitais foram
feitas por um microscopio confocal de varredura a laser (Nikon Model C2, Nikon

Instruments, Inc., Nova York, EUA).

4.12 Andlise estatistica

Os dados foram testados para a distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e
igualdade de variancia (teste de Brown-Forsythe) e depois relatados como média e desvio

padréo. As diferencas entre os grupos foram testadas com a analise de variancia de um fator
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(ANOVA) e 0 po6s-teste de Holm-Sidak. Além disso, analisamos os efeitos da dieta e do HIIT
como fatores independentes e as possiveis interacdes entre eles com a ANOVA de dois
fatores (GraphPad Prism versdao 7.03 para Windows, San Diego, Califérnia, EUA) e foi

considerado estatisticamente significativo um valor de P <0,05.



Tabela 2 - Primers para RT-qPCR e respectivas sequéncias

Genes (5-3’) Primers
beta-actina FW TGTTACCAACTGGGACGACA
RV GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
CPT-1a FW GCAGAGCACGGCAAAATGA
RV GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
CD137 FW CCCACATATTCAAGCAACCA
RV GCTCATAGCCTCCTCCTCCT
ENDCS FW GGTGCTGATCATTGTTGTGG
RV CGCTCTTGGTTTTCTCCTTG
NRF1 FW GTTGGTACAGGGGCAACAGT
RV GTAACGTGGCCCAGTTTTGT
PGC-1alfa FW AACCACACCCACAGGATCAGA
RV TCTTCGCTTTATTGCTCCATGA
PGC-1beta FW CCATGGCAGAAGAGGTGAGA
RV TTTCACCTCCAGCCTCAGAG
PPARalfa FW CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC
RV GCCGAATAGTTCGCCGAAA
PPARgama FW AACTCCCTCATGGCCATTGA
RV CCTTGCATCCTTCACAAGCA
PRDML16 FW AGGGCAAGAACCATTACACG
RV GGAGGGTTTTGTCTTGTCCA
TBP FW CAGCCTTCCACCTTATGCTC
RV TTGCTGCTGTCGTCTTTGTT
TEAM FW GAAGAACGCATGGAGGAGAG
RV TTCTGGGGAGAGTTGCAGTT
UCP1 FW TCTCAGCCGGCTTAATGACT
RV TGCATTCTGACCTTCACGAC

36

Legenda: CPT1, Carnitina Palmitoiltransferase 1; FNDCS5, Fibronectina de tipo Il contendo 5; NRF1, fator
respiratorio nuclear 1; PGC-1lalfa, receptor de ativagdo ativada por proliferador de Peroxisoma lalfa;
PPARalfa, receptor alfa ativado por proliferador de peroxisoma; TBP, proteina de ligacdo TATA;
TFAM, fator de transcri¢do mitocondrial A.
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5 RESULTADOS

5.1 Subprojeto 1

Alteracdes promovidas pelo HIIT na expressdo de FNDC5/Irisina e PGClalfa, na

biogénese mitocondrial e na beta-oxidacao no figado, tecido adiposo e muasculo esquelético;

5.1.1 Ingestdo alimentar e massa corporal

A ingestdo alimentar ndo foi diferente entre os grupos ao longo do experimento
(Tabela 3). Nas primeiras 10 semanas (antes do HIIT), a MC néo foi diferente. Ap6s o HIIT, a
MC foi 12% menor no grupo C-HIIT em comparacdo com o grupo C-NT (P < 0,001) e 7%
menor no grupo F-HIIT em comparagdo com o grupo F-NT (P = 0,001) (Fig. 5).

5.1.2 Presséo arterial sistolica

Apoés as primeiras 10 semanas da dieta, a PAS elevou-se 4% no grupo F-NT em
comparagdo ao grupo C-NT (P = 0,0017). Apds o HIIT, a PAS diminuiu 6% no C-HIT em
comparagdo com o grupo C-NT (P < 0,001) e diminuiu 9% no grupo F-HIIT em comparagéo
com o grupo F-NT (P < 0,001) (Fig. 6).

5.1.3 Teste oral de tolerancia a glicose

Houve uma reducdo de 19% no TOTG do grupo C-HIIT quando comparado com o
grupo C-NT (P < 0.001) e uma diminuicdo de 16% do grupo F-HIIT em comparagdo com o
grupo F-NT (P < 0,001) (Fig. 7).
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Tabela 3 - Ingestdo alimentar e metabolismo de carboidrato

Dados C-NT C-HIIT F-NT F-HIT
Ingestdo alimentar (g) 2.9+0.06 2.7+0.46 2.8+0.44 2.6+0.84
Glicose (mmol/L) 8.2+0.5 5.8+0.4% 10.1+0.4% 7.6+0.31§
Insulina (LIU/ml) 22.0£11.0 9.9+7.9% 27.4+8.17 10.9+£13.08
HOMA-IR 8.3x1.9 2.5+1.2F 12.3+2.9¢ 3.7£1.5%§

QUICKI 0.28+0.08  0.38+0.02t 0.24+0.03+ 0.29+0.05%§

Triglicerides (mg/dL) 69.0+2.2 54.6+2.3+ 78.7+6.9t 63.8+10.48

Legenda: Os dados sdo expressos em média £ DP (n=10). ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak, P <

0,05 quando: 1 # C-NT, { # C-HIIT e § # F-NT. Grupos: C (controle); F (frutose), NT (néo treinado),
HIIT (treinamento de intervalo de alta intensidade).



Figura 5 - Evolugéo da massa corporal
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Legenda: Média + DP; n=10. ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak, P < 0,05, quando { # C-NT, § #
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Figura 6 - Evolucdo da presséo arterial sistolica
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Legenda: Média + DP; n=10. ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak, P < 0.05, quando 1 # C-NT, { #

C-HIIT, § # F-NT.



Figura 7 - TOTG: Evolucéo da glicemia
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Legenda: Média + DP, n=10. One-way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak, P < 0,05, quando 1 # C-NT, { # C-

HIIT, § #F-NT.

5.1.4 Andlises plasmaticas

Glicemia em jejum: o grupo F-NT apresentou um aumento de 23% quando

comparado ao grupo C-NT (P < 0.001). A glicemia em jejum foi 29% menor no grupo C-

HIIT quando comparado ao grupo C-NT (P < 0.001). Da mesma forma, a glicemia em jejum

foi 25% menor no grupo F-HIIT comparado ao grupo F-NT (P < 0.001) (Tabela 3).
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Insulina em jejum: o grupo F-NT mostrou um aumento de 24% quando comparado
com o grupo C-NT (P < 0.001). A insulina foi 55% menor no grupo C-HIIT quando
comparada ao grupo C-NT (P = 0.0078) e 60% menor no grupo F-HIIT quando comparada
com o grupo F-NT (P < 0.001) (Tabela 3).

HOMA-IR: o grupo F-NT teve HOMA-IR 48% maior quando comparado com 0
grupo C-NT (P = 0.0168). O HOMA-IR foi 70% menor no grupo C-HIIT quando comparado
com o grupo C-NT (P = 0,0004) e 70% menor no grupo F-HIIT quando comparado com o
grupo F-NT (P < 0.001) (Tabela 3).

QUICKI: o grupo F-NT teve um indice QUICKI 14% menor quando comparado com
0 grupo C-NT (P < 0.001). Este mesmo foi 36% maior no grupo C-HIT quando comparado
com o grupo C-NT (P < 0.001). Da mesma forma, este indice foi 21% maior no grupo F-HIIT
quando comparado com o grupo F-NT (P < 0.001) (Tabela 3).

Triglicérides: o grupo F-NT teve uma concentragéo de triglicérides 14% maior do que
0 grupo C-NT (P = 0,0469). O nivel de triglicérides foi 21% menor no grupo C-HIIT do que
no grupo C-NT (P = 0,0016) e foi reduzido no grupo F-HIIT em compara¢do com o grupo F-
NT (-19%; P = 0,0012) (Tabela 3).

5.1.5 Figado

Os triglicérides hepaticos apresentaram um aumento no grupo F-NT em comparagdo
com o grupo C-NT (+17%; P = 0,0006). O HIIT diminuiu os valores de triglicérides
hepéticos no grupo C-HIIT em comparacdo com o grupo C-NT (-34%; P < 0,001), bem como
no grupo F-HIIT em comparacdo com o grupo F-NT (-33%; P < 0,001) (Fig. 8).

Houve um aumento da esteatose hepatica no grupo F-NT quando comparado com o
grupo C-NT (+498%; P < 0.001). Além disso, ambos os grupos HIIT apresentaram grau de
esteatose hepatica reduzida em comparacdo aos grupos NT (-57%, para o grupo C-HIIT em
comparagdo com o grupo C-NT e -53% para o grupo F-HIIT em compara¢do com o grupo F-
NT; P < 0,001). O grupo F-HIIT também ainda teve mais esteatose hepatica do que o grupo
C-HIT (+557%; P < 0.001) (Fig. 8).
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Figura 8 - Triglicérides hepatico e densidade de volume de esteatose hepética [Vv (figado,

esteatose)]
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Legenda: Média £ DP; n =5. ANOVA de um fator e pds-teste de Holm-Sidak, P < 0.05, quando { # C-NT, §
#C-HIIT, § # F-NT. As fotomicrografias representativas foram coradas com hematoxilina e eosina e
estdo no mesmo aumento.

5.1.6 Area transversa média do adipécito

A area transversa média dos adipdcitos foi 24% maior no grupo F-NT do que no grupo
C-NT (P < 0.001), mas nenhuma diferenca foi observada entre os grupos C-HIIT e C-NT. A
area transversal de adipdcitos foi 17% menor no grupo F-HIIT em comparagdo com 0 grupo
F-NT (P < 0.001) (Fig. 9).



Figura 9 - Dispersdo da area transversa média de adipdcitos
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Legenda: Mediana, n=10/grupo. ANOVA de um fator e pés-teste de Holm-Sidak, P < 0,05, quando

#C-NT, § #C-HIIT, § # F-NT.
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5.1.7 Expressdo génica de PGC1lalfa, PGClbeta e FNDC5

Figado: a expressdo de PGC-1alfa foi 272% maior no grupo C-HIIT em comparacéao
com o grupo C-NT (P = 0,0002). Por outro lado, no grupo F-HIIT, o resultado do PGC-1alfa
foi semelhante ao grupo F-NT e reduzido em comparacdo com o grupo C-HIIT (-84%; P <
0.001). PGC-1beta foi aumentado no grupo F-NT em comparacdo com o grupo C-NT (+38%,
P = 0,0318). Foi reduzido no grupo F-HIIT quando comparado com o0s grupos C-HIIT (-49%,
P = 0.0169) e F-NT (-66%, P < 0,0001) (Fig. 6B). O FNDCS5 foi 147% maior no grupo C-
HIIT quando comparado com o grupo C-NT (P = 0.0023) e 58% menor no grupo F-HIIT em
comparagdo com o grupo C-HIIT (P = 0.0024) (Fig.10).

Tecido adiposo branco (epididimario): a expressdo de PGC-1alfa foi 94% menor no
grupo F-NT em comparacdo ao grupo C-NT (P = 0,0024), 463% maior no grupo C-HIIT
guando comparado com o grupo C-NT (P = 0,0002) e 6712% maior no grupo F-HIIT em
comparagdo ao grupo F-NT (P = 0,0013). A expressdo de FNDCS5 foi 67% menor no grupo F-
NT em comparacdo ao grupo C-NT (P = 0.0052), 206% maior no grupo C-HIIT em
comparagdo ao grupo C-NT (P = 0.001) e 713% maior no grupo F-HIIT quando comparado
ao grupo F-NT (P < 0.001) (Fig. 10).

Musculo gastrocnémico: a expressao de PGC-lalfa foi 85% menor no grupo F-NT
quando comparado ao grupo C-NT (P = 0.0081), 783% maior no grupo C-HIT em
comparagdo ao grupo C-NT (P < 0.001) e 4.759% maior no grupo F-HIIT em comparacao ao
grupo F-NT (P < 0.001). A expressdao de FNDC5 foi 82% menor no grupo F-NT em
comparacdo com o grupo C-NT (P = 0.0053). No entanto, o0 FNDC5 foi 130% maior no
grupo C-HIT em comparagédo ao grupo C-NT (P = 0.0002) e 818% maior no grupo F-HIIT
comparado com o grupo F-NT (P < 0.001) (Fig. 10).
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de PGClalfa, PGClbeta e FNDC5
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5.1.8 Biogénese mitocondrial

Figado: a expressdo de NRF1 foi reduzida no grupo F-NT em comparagdo ao grupo
C-NT (-70%; P = 0.0067), porém a expressdo de NRF1 foi elevada no grupo F-HIIT quando
comparado ao grupo F-NT (+255%; P = 0.0038). O TFAM foi reduzido no grupo F-NT em
comparagdo com o grupo C-NT (-86%; P = 0,0002). Nos grupos HIIT, a expressdao de TFAM
foi aumentada (+86%; P = 0,0002 no grupo C-HIIT vs. C-NT e 213%; P = 0,0157 no grupo
F-HIIT vs. F-NT) (Fig. 11).

Tecido adiposo epididimario: as expressdes de NRF1 e TFAM foram menores no
grupo F-NT quando comparadas ao grupo C-NT (NRF1: -51%, P = 0.0045; TFAM: -76%, P
= 0.0428). No grupo F-HIIT, NRF1 foi 315% maior (P < 0,0001) e TFAM foi 832% maior
(P < 0,0001) em comparagéo ao grupo F-NT (Fig. 11).

Musculo Gastrocnémio: as expressdes de NRF1 e TFAM foram menores no grupo F-
NT vs. C-NT (NRF1: -93%, P = 0.0053; TFAM: -89%, P = 0,0002). O NRF1 e 0 TFAM
foram aumentados no grupo F-HIIT (NRF1: +1291%, P = 0.0104; TFAM: +675%, P =
0.0021) em comparagéo ao grupo F-NT (Fig. 11).
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5.1.9 Beta-oxidagéo

Figado: as expressdes para ambos PPARalfa e CPT1 foram reduzidas no F-NT grupo
em comparacdo com o grupo C-NT (PPARalfa: -76%, P = 0,0005; CPT1: -60%, P = 0,0019).
Em contraste, essas expressdes foram elevadas no grupo C-HIIT vs. C-NT (PPARalfa: +67%,
P =0.0025; CPT1: +280%, P < 0,0001) e no grupo F-HIIT vs. F-NT (PPARalfa: +139%, P =
0,0374; CPT1: +99%, P = 0,0177) (Fig. 12).

Tecido adiposo epididimario: as expressdes de PPARalfa e CPT1 foram reduzidas
no grupo F-NT em compara¢do com o grupo C-NT (PPARalfa: -97%, P = 0.0173; CPT1: -
95%, P = 0.0075). Em contraste, PPARalfa e CPT1 foram aumentados no grupo C-HIIT vs.
C-NT (PPARalfa: +196%, P = 0,0006; CPT1: +311%, P = 0,0001). As expressdes de
PPARalfa e CPT1 foram aumentadas no grupo F-HIIT vs. F-NT (PPARalfa: +4777%, P =
0.0017; CPT1: +3350%, P = 0.0002) (Fig. 12).

Musculo gastrocnémio: as expressdes de PPARalfa e CPT1 foram diminuidas no
grupo F-NT em comparacdo com o grupo C-NT (PPARalfa: -58%, P = 0.0121; CPT1: -76%,
P = 0.0236) e foram aumentadas no grupo C-HIT em comparacdo ao grupo C-NT
(PPARalfa: +203%, P = 0.0001; CPT1: +115%, P = 0.0021). As expressdes de PPARalfa e
CPT1 foram aumentados no grupo F-HIIT vs. F-NT (PPARalfa: +631%, P < 0.0001; CPT-1:
+500%, P = 0.0006) (Fig. 12).
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5.1.10 ANOVA de dois fatores

A Tabela 4 resume os achados da ANOVA de dois fatores para dieta vs. HIIT: para
biometria, houve interagdo na massa corporal e pressdo arterial sistdlica; para a bioquimica,
ndo houve interacdo significativa; para 0 musculo, a interagdo ocorreu nos genes relacionados
a biogénese mitocondrial e PPARalfa; para o tecido adiposo epididimario, a interacao ocorreu
nos genes envolvidos na biogénese mitocondrial e CPT1; e para o figado, as interagdes
estavam nos genes da biogénese mitocondrial, CPT1, PGClalfa, PGClbeta, FNDC5 e na

esteatose hepatica.



Tabela 4 - ANOVA de dois fatores: Frutose vs. HIIT

% de variacao e teste de significancia

ANOVA dois fatores Interacdo Frutose HIT

% P % P % P
BIOMETRIA
Massa corporal 3.2 0.045 0.3 ns 69,7 <0.001
Ingestéo alimentar 0 Ns 0.8 ns 0 ns
Pressdo arterial 2.9 <0.001 63.7 <0.001 325 <0.001
BIOQUIMICA
Glicose de jejum 0 Ns 34.4 <0.001 60.3 <0.001
Insulina de jejum 0.8 Ns 1.8 ns 36.0 0.003
HOMA-IR 2.7 Ns 9.2 0.001 70.9 <0.001
QUICKI 34 Ns 22.7 0.011 30.3 0.004
Triglicérides 0 Ns 20.2 0.002 48,5 <0.001
FIGADO
Triglicérides 0.3 Ns 12.6 <0.001 78.0 <0.001
Esteatose 9.0 <0.001 71.9 <0.001 188 <0.001
PGC-1alfa 14.6 0.003 45.7 <0.001 284 <0.001
PGC-1beta 334 <0.001 0.19 ns 50.7 <0.001
FNDC5 7.11 0.031 3457 <0.001 37.88 <0.001
NRF1 31.2 0.001 14.8 0.014 22.8 0.004
TFAM 3.7 0.005 68.7 <0.001 219 <0.001
PPARalfa 2.2 Ns 65.5 <0.001 19.1 0.002
CPT1 19.7 <0.001 445 <0.001 347 <0.001
TEC.ADIP. EPIDIM
Adipadcito 3.1 Ns 20.8 0.034 14.0 ns
PGC-1alfa 0.6 0.018 8.2 <0.001 89.8 <0.001
FNDC5 0.5 Ns 4.7 0.003 914  <0.001
NRF1 43.2  <0.001 4.8 0.004 449  <0.001
TFAM 30.7 <0.001 0.5 ns 50.9 <0.001
PPARalfa 0.4 Ns 23.8 <0.001 624 <0.001
CPT1 4.8 <0.001 28.1 <0.001 642 <0.001
MUSCULO
PGC-1lalfa 0 Ns 2.0 <0.001 97.3 <0.001
FNDC5 0.4 Ns 19.6 <0.001 757 <0.001
NRF1 8.5 0.016 34.6 <0.001 381 <0.001
TFAM 9.2 0.007 454  <0.001 295 <0.001
PPARalfa 1.7 0.011 1.2 0.032 93.8 <0.001
CPT1 0 Ns 23.7 <0.001 63.0 <0.001

52
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5.2 Subprojeto 2

Alteragoes promovidas pelo HIIT na formacdo de adipdcitos “beges” (fendmeno de

browning) no tecido adiposo branco subcutaneo.

5.2.1 Ganho de massa corporal e gasto energético

Os grupos HIIT mostraram uma perda de MC em comparagdo aos seus respectivos
grupos NT (C-HIIT vs. C-NT, -86%, P < 0.001; F-HIIT vs. F-NT, -18%, P < 0.001). Além
disso, a MC também foi menor comparando C-HIIT vs. F-HIT (-47%, P < 0.001). Um gasto
energético aumentado acompanhou a reducdo da MC nos grupos HIIT (C-NT vs. C-HIIT,
+14%, P < 0.001; F-NT vs. F-HIIT, +12%, P < 0.001). Além disso, F-HIIT mostrou menor
gasto energético em comparagdo com o grupo C-HIIT (-8%, P < 0.001) (Tabela 5).

Tabela 5 - Biometria e gasto energético

Dados C-NT C-HIT F-NT F-HIT

Ganhode MC (g) +1.11%£0.10  2.06+0.18F  +0.93£0.08F  -1.10 £ 0.10§

Gasto energético

206.9+4.8  2352+29 193.0 + 4.3 2163 +6.7
(kcal/day/kg®"™) f f H

Massa TABs. (g)  0.46+0.08  0.23+0.04f  0.51£0.09F  0.39+0.031§

Legenda: Os dados sdo expressos como a média + DP (n = 6). P <0,05, ¥ em comparagdo com o grupo C-NT, i
em comparacdo com o grupo C-HIIT, § comparado ao grupo F-NT (ANOVA de um fator e pos-teste

de Holm-Sidak). AbreviagBes: C, controle; F, frutose; HIIT, treinamento de intervalos de alta
intensidade; NT, ndo-treinado.
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5.2.2 Tecido adiposo branco subcutaneo (TABS)

O consumo de frutose aumentou a massa do TABs (C-NT vs. F-NT, +11%, P =
0.0402; C-HIT vs. F-HIIT, +70%, P < 0.0001). Os grupos HIIT tiveram uma redugdo da
massa de TABs quando comparados com os respectivos grupos NT (C-HIIT, -50%, P <
0.0001; F-HIIT, -24%, P = 0.0388) (Tabela 5).

5.2.3 Browning

O consumo crénico da dieta rica em frutose (F-NT) resultou em uma diminuicdo da
expressao génica de UCP1 (-41%, P = 0.0029), FNDC5 (-48%, P = 0.0109), CD137 (-54%,
P = 0.0004) e no aumento da expressdao génica de PPARgama (+38%, P < 0.0001), quando
comparado ao grupo C-NT. Consequentemente o grupo F-NT também teve uma diminuicédo
na expressao proteica de UCP1 (-45%, P = 0.0408), PRDM16 (-57%, P = 0.0197) e CD137
(-35%, P = 0.0397) quando comparado ao grupo C-NT (Fig. 13).

Os grupos HIIT, quando comparado aos seus respectivos grupos NT, tiveram um
aumento na expressao génica de UCP1 (C-HIT +87%, P < 0.0001; F-HIT +124%, P <
0.0001), PRDM16 (C-HIIT +59%, P = 0.0180; F-HIIT +83%, P = 0.0318), FNDC5 (C-HIIT
+154%, P < 0.0001; F-HIT +187%, P < 0.0001) e CD137 (C-HIT +35%, P = 0.0123; F-
HIT + 127%, P = 0.0003), e diminuicdo na expressao génica de PPARgamma (C-HIIT -
33%, P = 0.0002; F-HIIT -22%, P = 0.0003). Da mesma forma, viu-se a expressao proteica
de UCP1 (C-HIIT +66%, P = 0.0082; F-HIIT +90%, P = 0.0329), PRDM16 (C-HIIT +45%,
P = 0.0353; F- HIIT +123%, P = 0.0240) e CD137 (C-HIIT +68%, P = 0.0007; F-HIIT
+69%, P = 0.0148) (Fig. 13).

O consumo de frutose nos grupos HIT (C-HHT vs. F-HIIT) resultou em uma
diminuicdo na expressdo génica de UCP1 (-30%, P = 0.0003), FNDC5 (-42%, P < 0.0001),
CD137 (-24%, P = 0.0166), e um aumento no PPARgama (+ 61%, P < 0.0001). Nao houve
diferenga significativa na expressdo génica de PRDM16. Do mesmo modo, foram encontrados
resultados semelhantes na expresséo proteica de UCP1 (-37%, P < 0.0001), PRDM16 (-33%,
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P <0.0001) e CD137 (-35%, P < 0.0001) (Fig.9). Os grupos HIIT tiveram imunomarcacao de
UCP1 na imunohistoquimica mais evidente, e adipocitos multiloculares no TABs (Fig. 13).

5.2.4 Biogénese mitocondrial do TABs

O uso crénico da dieta rica em frutose nos grupos NT (F-NT vs. C-NT) levou a uma
diminuicdo da expressdo génica de PGClalfa (-60%, P = 0.0219), NRF1 (-41%, P = 0.0287)
e TFAM (-62%, P = 0.0026) (Fig. 15).

Os grupos HIIT, quando comparados aos grupos NT, apresentaram uma maior
expressao génica de PGClalfa (C-HIIT +419%, P < 0.0001; F-HIIT +836%, P < 0.0001) e
NRF1 (C-HIT +45% P = 0.0287; F-HIIT + 232%, P < 0.0001). No grupo F-HIIT, a
expressao do gene TFAM foi diferente em relagéo ao grupo F-NT (+190%, P = 0.0009) (Fig.
15).

O consumo cronico de frutose nos grupos HIIT (C-HIT vs. F-HIIT) resultou em uma
diminuicdo da expressdo génica de PGClalfa (-28%, P < 0.0001) e um aumento de NRF1
(+34%, P = 0.0247). A expressao génica do TFAM ndo apresentou diferenga entre 0s grupos
(Fig. 15).
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Figura 13 - Marcadores de browning no tecido adiposo subcutaneo
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Legenda: Os valores sdo da média = DP. ANOVA de um fator e pés-teste de Holm-Sidak), * P < 0.05, ** P <
0.001, *** P < 0.0001. Expressdes génica e proteica de UCP1, PRDM16 e CD137, expressdo génica
de FNDCS5 e expressdo génica de PPARgama. ExpressGes proteicas de UCP1, PRDM16 (e acima,
bandas representativas das expressfes proteicas).
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Figura 14 - Fotomicrografias de tecido adiposo subcutaneo
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Legenda: A calibragdo da barra € a mesma para todas as fotomicrografias. Linha superior: coloracdo por
hematoxilina e eosina. Linha inferior: imunofluorescéncia e microscopia confocal a laser.

O grupo C-NT apresentou adip6citos brancos tipicos, enquanto o grupo F-NT
apresentou adipocitos aumentados. Ambos o0s grupos treinados (C-HIIT e F-HIT)
apresentaram adipdcitos semelhantes a gordura marrom dispersos em TABs. O aumento da
imunomarcacdo de UCP1 (vermelho) confirmou esses resultados nos grupos HIT em
comparacdo com os grupos NT (C-NT e F-NT). Grupos: C, controle; F, frutose; NT, ndo
treinado; HIIT, treinamento de intervalo de alta intensidade. AbreviagBes: dominio PR
contendo 16 (PRDM16), proteina de desacoplamento (UCP) 1, tecido adiposo branco
subcutaneo (TABS).
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Figura 15 - Marcadores de biogénese mitocondrial no tecido adiposo subcutaneo
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Legenda: Expressdo génica de PGClalfa, NRF1 e TFAM. Os valores sdo apresentados por média + DP.
ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak. Grupos: C, controle; F, frutose; NT, ndo-treinado;
HIIT, treinamento intervalado de alta intensidade. Abreviaturas: fator respiratério nuclear (NRF) 1,
receptor de ativador ativado por proliferador de peroxisoma 1 alfa (PGC1lalfa) e fator de transcrigdo

mitocondrial (TFAM).
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5.2.5 Beta-oxidacdo do TABs

O consumo de frutose nos grupos NT (F-NT vs. C-NT) diminuiu as expressdes génicas
de CPT1la (-60%, P = 0,0346) e PPARalfa (-56%, P = 0.0031). No entanto, observou-se
aumento nas expressodes génicas quando comparando os grupos HIIT vs. NT (CPT1a: C-HIIT
vs. C-NT, +265%, P < 0.0001; F-HIT vs. F-NT, +440%, P < 0.0001; PPARalfa: C-HIIT vs.
C-NT, +268%, P < 0.0001; F-HIIT vs. F-NT, +314%, P < 0.0001). Além disso o consumo de
frutose nos grupos HIIT (C-HHT vs. F-HIIT) diminuiu a expressdo génica de PGClalfa (-
28%, P < 0.0001) e aumentou NRF1 (+34%, P = 0.0247). A expressdo do gene TFAM néao
mostrou a diferenca entre os grupos (Fig. 16).

Figura 16 - Marcadores de beta-oxidacao no tecido adiposo subcutaneo
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Legenda: Expressdo génica de CPT1a e PPARalfa. Os valores séo apresentados por média £ DP. ANOVA de um
fator e pos-teste de Holm-Sidak, * P < 0.05, ** P < 0.001, *** P < 0.0001. Grupos: C, controle; F,
frutose; NT, ndo-treinado; HIIT, treinamento intervalado de alta intensidade. Abreviaturas: Carnitina
Palmitoil Transferase la (CPT1a), receptor ativado por proliferador de peroxisoma (PPARalfa).

5.2.6 ANOVA de dois fatores

A Tabela 6 resume os resultados do ANOVA de dois fatores para dieta vs. HIIT no

TABs: para a biometria ocorreu interagdo apenas no gasto energético, para o Western blot,
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ndo houve interacdo nas expressdes proteicas do TABs e no RT-gPCR houve uma interacéo
nas expressdes génicas de FNDC5, CPTla e PPARalfa) e na biogénese mitocondrial, a

interacdo ocorreu em NRF1 e PGClalfa.

Tabela 6 - ANOVA de dois fatores: Frutose vs. HIIT

% de variacao e teste de significancia

?al;lo?;gA de dois Interacéo Frutose HIT

% P % P % P
Biometria
Massa corporal 3,2 0,0450 0,3 NS 69,7 <0,001
Gasto energético 0,5 NS 21,1 <0,001 523 <0,001
Massa de TABs 5,0 0,0114 184 <0,001 51,1 <0,001
RT-gPCR
UCP1 0,6 NS 23,7 <0,001 66,2 <0,001
PRDM16 0,2 NS 23,0 =0,0044 43,3 0,0003
PPARgama 0,1 NS 54,7 <0,001 34,7 <0,001
FNDC5 34 0,0158 24,6 <0,001 644 <0,001
CD137 2,5 NS 36,7 <0,001 431 <0,001
PGClalfa 1,1 0,0252 65 <0,001 89,6 <0,001
NRF1 14,9 0,0018 0,3 NS 67,7 <0,001
TFAM 51 NS 28,3 =0,007 408 =0,001
CPT1la 2,9 0,0282 159 <0,001 732 <0,001
PPARalfa 6,6 <0,001 231 <0,000 67,0 <0,001
Western-blot
UCP1 0,7 NS 31,1 <0,001 376 <0,001
PRDM16 0,3 NS 355 <0001 31,1 <0,001
CD137 1,9 NS 30,7 <0,001 439 <0,001

Abreviagoes: CD137, cluster de diferenciacdo 137; CPT-1a, carnitina palmitoiltransferase-1a; FNDCS5, proteina
contendo o dominio da fibronectina tipo I11-5; NRF1, fator respiratério nuclear 1; PGC1lalfa, ativador ativado por
proliferador de peroxisoma ativado por gamma coactivator 1 alfa; PPARalfa, receptor alfa ativado por proliferador
de peroxissoma; PPARgama, receptor gamma de ativado por proliferador de peroxissoma; PRDM16, dominio PR
contendo 16; TABs, tecido adiposo branco subcutdneo; TFAM, fator de transcricdo mitocondrial A; UCP1,
proteina de desacoplamento 1.
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6 DISCUSSAO

6.1 Subprojeto 1

O estudo do consumo cronico de frutose é relevante hoje porque inimeros produtos
contém frutose e estes podem causar efeitos metabdlicos adversos nas pessoas (13). No
modelo gue analisamos, encontramos pressao arterial elevada, resisténcia a insulina, elevacéao
dos triglicérides plasmaticos, esteatose hepatica e adipdcitos hipertrofiados o que concordou
com relatos prévios (89, 90). Além disso, observamos os efeitos adversos da frutose
associados as expressdes alteradas em PGClalfa, PGClbeta, FNDC5 e expressdes de genes
da beta-oxidacdo e marcadores de biogénese mitocondrial. No figado, os efeitos da frutose
reduziram o PGClalfa em associacdo com o aumento do acumulo de triglicérides, o que
concorda com relato prévio (12). De acordo, a frutose também mostrou um efeito inibitério
sobre o PPARalfa e CPT1, corroborando para o acumulo de lipidios (91), bem como a
reducdo de PGC1b preveniu a hipertrigliceridemia induzida por frutose (92).

Os efeitos da frutose no TAB epididimario estdo relacionados com o aumento do
adipdcito, que € um efeito ja relatado (90) e adipdcitos hipertrofiados tém diminuicdo da beta-
oxidacgéo e da biogénese mitocondrial (1). Em ratos alimentados com frutose, a beta-oxidagéo
foi reduzida no musculo esquelético (93). No entanto, em relacdo a biogénese mitocondrial,
os efeitos da frutose sobre o musculo esquelético ainda sdo uma questdo de debates. Ratos
alimentados com frutose apresentaram aumento da biogénese mitocondrial no musculo
esquelético (94), mas a exposicdo dos miotubos L6 a frutose levou a uma lesdo mitocondrial
(95).

No presente estudo os beneficios significativos do HIIT foram confirmados pela
diminuicdo da MC, da PAS, da esteatose hepatica e da area dos adipocitos, concordando com
a literatura em diferentes modelos animais (20, 96). O HIIT também melhora a tolerancia a
glicose/resisténcia a insulina e nos niveis de triglicérides plasmaticos, como relatado em
outros lugares em outros modelos (90, 97). Além disso, o HIT foi capaz de aumentar a
expressdo de PGCla e FNDC5, aumentando a biogénese mitocondrial e a beta-oxidacdo no
figado, TAB epididimario e musculo esquelético. Podemos considerar os efeitos benéficos do

HIIT paralelamente aos de um tratamento medicamentoso (metformina), que mesmo com a
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continuidade da ingestdo de frutose, reverteu, pelo menos parcialmente, a lesdo hepética e
impediu progressdo da DHGNA para estagios mais graves desta doenca (98).

No geral, o HIIT também beneficiou os animais do grupo controle (C). De acordo com
relatos anteriores houve melhora da intolerancia a glicose e do acumulo de lipidios hepaticos,
associada ao aumento da beta-oxidagdo no figado e no madsculo esquelético no grupo controle
(C) (20). Da mesma forma, mulheres saudaveis submetidas ao protocolo HIIT mostraram
aumento da oxidacéo da gordura do corpo e da musculatura esquelética (99).

O PGClalfa é uma molécula que regula uma variedade de expressdes génicas (100).
Os exercicios fisicos estimulam a producdo de PGClalfa, especialmente no mausculo
esquelético, o que é significativo porque o PGClalfa é secretado na corrente sanguinea e
atinge outros tecidos como o TAB (100). O TAB pode expressar PGC1lalfa (101) conforme
vimos no TAB epididimario e no musculo esquelético de camundongos do nosso estudo. Da
mesma forma, em roedores (101) e em humanos, o treinamento de resisténcia promove
aumento da expressdao de PGClalfa no mdsculo esquelético (102). No figado de ratos
submetidos a um treinamento de resisténcia (103), ou atividade fisica voluntaria (104), a
expressao génica e a expressao proteica de PGClalfa foram maiores do que nos animais nao-
treinados.

O treinamento fisico e 0 PGClalfa estimulam a producdo de FNDC5 no musculo
esquelético, que é clivado e secretado como irisina, com efeitos no préprio masculo e no TAB
(22, 27). O FNDC5 também pode ser secretado pelo TAB (22) e pelo figado (23). A irisina
pode induzir o fendmeno de browning no TAB subcutaneo, com um aumento associado no
gasto de energia e perda de MC (27, 105). No figado, o FNDC5 reduz o acimulo de lipideos
hepaticos e estimula a oxidacdo de acidos graxos (106). A irisina circulante leva a beneficios
no metabolismo, sendo inversamente associada a massa de gordura visceral. Portanto, a irisina
estd ligada a reducdo do quadro de obesidade e a melhora em relacdo ao metabolismo da
glicose (107).

No presente estudo vimos niveis maiores de FNDC5 no TAB e no mdasculo
esquelético em camundongos treinados (grupos C-HIIT e F-HIIT), o que concorda com 0s
dados de uma intervencdo na modalidade de natagdo em ratos obesos, restaurando 0s niveis
plasmaticos de irisina e aumentando a expressao proteica de FNDC5 no musculo esquelético
(108). O treinamento de resisténcia em ratos obesos estimulou a producdo de FNDCS5 pelo
musculo esquelético (109). Além disso, 0 aumento nos niveis plasmaticos de irisina
proveniente do treinamento fisico é associado com a melhora nos niveis de adiposidade e
triglicérides (110).
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A irisina, juntamente com PGC1la, podem melhorar a expressdo PPARalfa (27, 102), o
que é relevante por ser o regulador mestre da beta-oxidacéo, responsavel pela transcricdo do
CPT1. O CPT1 permite a entrada de acidos graxos nas mitocondrias e a consequente
degradacdo dos &cidos graxos (111). O HIT restaurou o PPARalfa e CPT1 no mdsculo
esquelético (111) e no figado (20) de animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Esses
beneficios corroboram com os resultados atuais em um modelo animal experimental
alimentado com frutose. Surpreendentemente vimos uma menor expressdo génica de
PGClbeta no figado de animais F-HIIT. PGClbeta € um regulador essencial do metabolismo
lipidico relacionado ao aumento da sintese de lipogénese de novo e sintese de triglicérides
(92). Portanto, o HIIT, ndo apenas induziu a beta-oxidacdo, mas também reduziu a
lipogénese.

A ativacdo sustentada da beta-oxidacdo requer um certo conteddo primario de
mitocOndrias (112). A irisina também esteve associada a indugdo de biogénese mitocondrial
em midcitos C2C12, incluindo os genes PGClalfa, NRF1 e TFAM (113). Do mesmo modo, 0
PGClalfa é responsavel pela transcricdo dos genes envolvidos na biogénese mitocondrial,
como NRF1 e TFAM (101), e a regulacdo positiva do PPARalfa induz a biogénese
mitocondrial (91). NRF1 ¢ o alvo principal do PGClalfa, envolvido na regulacdo de outros
genes mitocondriais, enquanto 0 TFAM € necessério para manutencdo e replicacdo do DNA
mitocondrial (114).

No presente estudo o protocolo de HIIT promoveu uma melhora nas expressdes
génicas de NRF1 e TFAM tanto no TAB como no figado, mesmo com a continuidade da
ingestdo de frutose. Em um modelo diferente (camundongos knockout para 6xido nitrico
endotelial), a biogénese mitocondrial e o conteddo de DNA mitocondrial foram aumentados
no TAB ap6s um periodo de treino em natacdo (115). Em ratos, o treinamento de resisténcia
ou atividade fisica voluntaria aumentou a biogénese mitocondrial, incluindo a expressdo
proteica de TFAM (104).

Em resumo, camundongos alimentados com dieta rica em frutose apresentam
alteracOes adversas significativas na MC, na PAS, no metabolismo da glicose, triglicérides no
plasma e na esteatose hepatica. Estas alteracGes sdo associadas a uma expressdo reduzida de
FNDC5 (irisina) e PGClalfa e, consequentemente, com regulacdo reduzida de genes
relacionados a biogénese mitocondrial e beta-oxidagcdo. O HIIT melhora todos os dados com

beneficios para os trés 6rgdos analisados.
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6.2 Subprojeto 2

Demonstrou-se nesse estudo que HIIT promove redugdo do ganho de MC associado ao
aumento do gasto energético. Esses efeitos foram relacionados a alteracBes no TABs que
correspondem a uma expressao elevada de marcadores de browning, biogénese mitocondrial e
genes da beta-oxidacdo. O impacto aqui relatado do HIIT ultrapassa os efeitos classicamente
esperados de uma melhor condicdo fisica e metabdlica e estd associado diretamente ao
aumento do gasto de energia e ao remodelamento benéfico do TABs.

A literatura relata que o exercicio diminui a expressdo génica lipogénica no tecido
adiposo e altera a conformidade celular do adipécito (116). Em humanos com sobrepeso o
HIIT colabora com a redugdo na massa de gordura corporal (117). No entanto, ainda esta no
debate se o HIIT pode promover mudancas na MC. Embora o presente estudo tenha
demonstrado que o HIIT diminuiu o0 acimulo de tecido adiposo, uma meta-analise recente em
adultos com excesso de peso / obesidade mostrou que o HIIT poderia induzir alteracdes
benéficas na composicao da gordura corporal sem alteracdes na MC (117).

Avaliamos se o protocolo de HIIT poderia induzir o browning no TABs mesmo na
presenca de um ambiente adverso promovido pela dieta rica em frutose. UCP1 é a principal
proteina envolvida na termogénese, sendo responsavel pela dissipacdo de energia (118),
enquanto PRDM16 mantém o fen6tipo “bege” das células adiposas (119). Demonstramos que
o HHNT pode aumentar o UCP1 e o PRDM16, que sdo dois fatores criticos para o
acontecimento do browning. Consequentemente, em ratos, o treinamento de resisténcia
aumentou a expressdo génica de UCP1 e PRDM16 tanto nos animais controle quanto nos
animais obesos (109). Além disso, tambeém observamos uma expressao aumentada de CD137,
um marcador de adip6citos bege (26), indicando assim que o HIIT estimulou os preadipocitos
bege encontrados na fragdo vascular estromal do TABs para se transformarem em adipdcitos
bege maduros (120).

Uma meta-analise recente mostrou que ap0s uma sessao aguda de exercicio a
concentragdo de irisina aumenta substancialmente em humanos adultos (121). A irisina,
originada da clivagem da FNDCS5, induz a expressédo de marcadores de browning, incluindo
UCPL1 e consequentemente, aumenta a termogénese nos adipécitos (24). Na atual pesquisa, 0
HIIT levou a uma expressédo aumentada de FNDC5 em concordéncia com os trabalhos na
literatura de que o treinamento de resisténcia eleva a expressédo da proteina FNDC5 em TAB

de ratos (109). De importante, com os niveis elevados de CD137 nos adipdcitos, a irisina ativa
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0 processo termogénico induzindo a transcricdo de UCP1 de uma maneira dependente de
PPARalfa (27, 122).

O PPARgama é responsavel pela diferenciacdo dos adipdcitos e 0s agonistas
PPARgama podem induzir o browning (123). Pelo contréario, a supressao do PPARgama nas
células dsseas promove aumento do browning no tecido adiposo associado a uma melhora no
metabolismo energético (124). Em nosso estudo, o PPARgama diminuiu nos grupos HIIT,
permitindo uma especulacdo de que o PPARgama ndo foi essencial para a inducdo do
browning e sua reducdo também foi benéfica ao combater o acimulo de acidos graxos no
TABs.

As mitocondrias sdo essenciais para a termogénese. Avaliamos os marcadores de
biogénese mitocondrial, isto ¢, PGClalfa, NRF1 e TFAM. O PGClalfa ¢ um ativador de
transcricdo critico que esta envolvido na regulacdo da biogénese mitocondrial e oxidacdo de
acidos graxos mitocondriais, sendo um dos seus objetivos, 0 NRF1. Este fator, por sua vez,
participa da transcricdo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial, enquanto o TFAM
promove a replicacdo do DNA mitocondrial (114). Demonstramos que o HIIT aumentou estes
trés marcadores. Na literatura encontramos relato do treinamento de resisténcia aumentando
PGClalfa em ratos obesos (109). No TABs de camundongos submetidos a um treinamento de
natacdo, NRF1 e TFAM foram elevados (125).

A beta-oxidacdo mitocondrial é necessaria para a utilizacdo de A&cidos graxos
termogénicos. PPARalfa tem um papel central no controle da oxidacdo mitocondrial de acidos
graxos, tendo CPT1a, um dos seus genes alvo, envolvido no transporte de acidos graxos para
as mitocondrias (126). Os camundongos da cepa DUhTP (animais com alto desempenho em
esteira com mobilizacdo lipidica elevada ao realizar a atividade voluntéria) tiveram uma
expressao aumentada de PPARalfa no TABs (127). Da mesma forma, uma pessoa ativa
apresentou expressdo elevada do gene CPT1 no TABs (128). Em nosso estudo, ambos CPT1a
e PPARalfa foram aumentados apds a exposi¢édo ao protocolo de HIIT.

Em resumo, demonstramos que HIIT estimulou o browning no TABs em
camundongos alimentados com uma dieta rica em frutose, em associacdo com alteracoes
benéficas na biogénese mitocondrial (expressbes de genes PGClalfa, NRF1 e TFAM) e nos
marcadores da beta-oxidacao (expressdes de genes CPT1 e PPARalfa), contribuindo para uma

melhora metabolica num contexto total.
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CONCLUSAO GERAL

Camundongos alimentados com uma dieta rica em frutose apresentam alteracOes
adversas significativas na MC, na PAS, no metabolismo da glicose, em triglicérides no
plasma e na esteatose hepatica. Estas alteracGes estdo associadas com a expressao reduzida de
FNDC5/Irisina e de PGClalfa. Consequentemente, hd uma regulacdo reduzida de genes
relacionados a biogénese mitocondrial e a beta-oxidacdo. O HIIT melhora todos os
indicadores mencionados e beneficia os trés 6rgaos: figado, TAB e musculo esquelético.

O HIIT também estimula o browning no TABs dos animais, em associacdo com
alteracdes benéficas na biogénese mitocondrial (expressdes de genes como PGClalfa, NRF1 e
TFAM) e marcadores de beta-oxidacdo (expressdes de genes como CPT1 e PPARalfa),
contribuindo para uma melhora metabdlica, pois aumenta o gasto de energia e reduz o ganho
de MC.

Se esses achados forem translacionados aos humanos, o HIIT poderia ser considerado
um tratamento coadjuvante ndo farmacoldgico para pessoas com disturbios metabolicos

associados a sindrome metabdlica.
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Fructose-rich caloric sweeteners induce adverse changes in the me-
tabolism of humans. The study evaluated the effects of high-intensity
interval training (HIIT) on a fructose feeding model, focusing on the
liver, white adipose tissue (WAT], skeletal muscle, and their inter-
play. Male C57TBL6 mice were fed for 18 wk one of the following
diets: control (C; 5% of total energy from fructose) or fructose (F;
55% of total energy from fructose). In the 10th week, for an additional
8-wk period, the groups were divided into nontrained (T or HIIT
groups, totaling four groups: C-NT, C-HUT, F-NT, and F-HIIT. At the
end of the experiment, fructose consumption in the F-NT group led to
a high systolic blood pressure, high plasma triglycerides, insulin
resistince with glucose intolerance, and lower insulin sensitivity. We
also observed liver steatosis, adipocyte hypertrophy, and diminished
gene expressions of peroxisome proliferator-activated receptor-y co-
activator 1-e and fibronectin type I domain containing 5 (FND{CS;
irisiny in this F-NT group. These results were accompanied by
decreased gene expressions of nuclear respiratory factor 1 and mito-
chondrial transcription factor A (markers of mitochondrial biogene-
sis), and peroxisome proliferator-activated receptor-¢ and carnitine
palmitoyltransferase 1 {markers of B-oxidation). HIIT improved all of
these data in the C-HIIT and F-HIT groups. In conclusion, in mice
fed a fructose diet, HIIT improved body mass, blood pressure, glucose
metabolism, and plasma triglycerides. Liver, WAT, and skeletal
muscle were positively modulated by HIIT, indicating HIIT as a
coadjutant treatment for diseases affecting these tissues.

NEW & NOTEWORTHY We investigated the cffects of high-
intensity interval training (HUT) in mice fed a fructose-rich diet and
the resulting severe negative effect on the liver, white adipose tissue
(WAT). and skeletal muscle, which reduced the expression of fi-
bronectin type 111 domain containing 5 (FNDCS, irisin} and PGCla
and, consequently. affected markers of mitochondrial biogenesis and
B-oxidation. Because HUT may block these adverse effects in all of
these three tissues, it might be suggested that it functions as a
coadjutant treatment in combatting the alierations caused by high-
fructose intake.

fructose; high-intensity interval training: liver; white adipose tissue:
skeletal muscle
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FRUCTOSE is 4 monosaccharide present in small quantities in
fruits and honey and is vsed industrially to sweeten drinks and
sodas (6). However, the consumption of fructose causes high
blood pressure and worsens insulin resistance, hepatic steato-
sis, among other comorbidities (14, 27}, even without modify-
ing the body adiposity (45).

The exercise training showed beneficial effects in the fruc-
tose-induced adverse changes in rodents, such as raised blood
pressure and alterations in the oxidative stress profile (15),
which prevented alterations of insulin signaling, endothelial
nitric oxide synthesis (46), and inflammation (5). Likewise,
walking was efficient in diminishing the postprandial insulin
secretion in humans consuming a high-fructose diet (17).

In the fructose-induced adversities, the beneficial effects of
exercise training were seen when low- (46) or moderate-
intensity training {15) was applied, but little is known about the
consequences of the high-intensity interval training (HIIT,
high-intensity exercise periods combined with short rest inter-
vils). HIIT is more and more considered as a possible replace-
ment for traditional aerobic exercise (11), because of the
diminished amount of time required for the activity and the
comhbination of asrobic and anserobic stimuli (18).

Although most studies have focused on the cardiovascular
effects of exercise (15, 46), the liver, white adipose tissue
{(WAT), and skeletal muscle are also natural targets of exercise
training {5, 33). WAT and skeletal muscle have a biological
crasstalk that occurs in an endocrine way through the secretion
of adipokines (WAT) and myokines (muscle). Common medi-
ators that are released by both tissues called adipomyokines
have had an increased significance in the literature (20), in-
cluding irisin (denved from the cleavage of FNDCS, fibronec-
tin type Il domain-containing 5 protein, which increases
energy expenditure) (39). Recently, the mRNA expression of
FNDC5 was identified in the liver (26), and the serum irisin
concentrations have been found to be inversely correlated with
liver lipid accumulation (54). Therefore, it is worthy to note
that these medistors, including irisin, can be modulated by both
obesity and exercise (20).

Taking the data into consideration, we were naturally en-
couraged to investigate the effects of HIIT in a model of mice
fed high fructose. We hypothesized that HIIT might benefit the
liver, WAT, and skeletal muscle against the fructose-induced
adverse effects. Therefore, the current study was undentaken to
assess the effects of HIT on the liver, WAT, and skeletal
muscle in a high-fructese diet model of metabolic alterations.

8750-7587717 Copyright © 2017 the American Physiological Society 699
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Certificamos que a proposta intitulada “Exercicio aerébio versus exercicio de alta
intensidade em camundongos alimentados com dieta rica em frutose”, registrada com o
n® 12/2014, sob a responsabilidade de Carlos Alberto Mandarim de Lacerda — que envolve a
produgdo, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, 15 de julho de 2009 e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS
EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em
reunido de 28/07/2014.

COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO

DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA)

CERTIFICADO

ibrag

Institute
de Biologin
Rabarta
Alentare
Gomes

Finalidade

( )Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 20/07/2018

Espécieflinhagem/raga

Camundongos C57BL/6

No. de animais 60

Peso/idade 0,25/90 dias
Sexo Macho

QOrigem Biotério setorial

Rio de Janeiro, 28 de julho de 2014.
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