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RESUMO

GUARNIERI, Renata dos Santos. Efeitos hepaticos dos ciclos de treino e destreino,
do treinamento intervalado de alta intensidade, em modelo experimental induzido por
dieta hiperlipidica. 2024. 85 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A obesidade é fator de risco para o desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa
ndo alcoolica (DHGNA), considerada uma das principais causas do comprometimento
funcional do figado. A pratica de exercicio fisico associada a ingestao de uma dieta equilibrada
sdo a primeira linha de tratamento DHGNA, porém sustentar a longo prazo esse novo estilo
de vida é um desafio e a recuperagéo do peso corporal um fato recorrente. A recuperacao de
peso corporal pode levar a mudangas metabdlicas potencialmente prejudiciais, algumas das
quais permanecem poucoclaras. Entre as modalidades de exercicio, o treinamento intervalado
de alta intensidade (HIIT) tem ganhado notoriedade por ser composto por breves sessdes, 0
que facilita a questéo da falta de tempo para se dedicar a pratica frequente. Com o objetivo de
estudar os efeitos hepéticos apds a perda e recuperacao de peso, oriundos de ciclos de treino,
destreino e retreino obtidos via HIIT, em modelo experimental de camundongo com
obesidade, 80 camundongos C57BIl/6 (3 meses de idade) foram alimentados com dieta
controle (C, 10% de lipidios, n=40) ou dieta rica em gordura saturada (HF, 50% lipidios, n=40)
durante 12 semanas. Apés esse periodo, os animais foram redivididos em 8 grupos, em que
nao treinaram durante todo o experimento (NT); treinaram durante todo o experimento (T);
treinaram, destreinaram e retreinaram (TNT) e os que treinaram e destreinaram (NTN);
através do treinamento intervalado de alta intensidade, sem alterac6es em suas dietas. Para
as analises foram realizados: acompanhamento semanal da massa corporal (MC) e da
pressdo arterial sistdlica (PAS), testes bioquimicos, teste oral de tolerancia a glicose,
estereologia hepatica e RT-qPCR para os genes relacionados a lipogénese (Srebplc,Cherbp,
fas e fat-cd36), B-oxidacao (Ppara e Cptla) e estresse do reticulo endoplasmatico (Atf4, Chop
e Gadd45). Ao final do periodo de inducéo das alteracdesmetabdlicas foi observado um
aumento significativo da MC do grupo HF-NT (+10%, p=0,003), da PAS, do perfil glicidico e
lipidico, além de um aumento de +104% (p<0,001) da esteatose hepatica, em relacdo ao
grupo C-NT. Tais parametros foram significativamente reduzidos durante os ciclos de
treinamento, assim como a expressao dos genes lipogénicos e do estresse do reticulo
endoplasmatico, atrelado ao aumento da oxidacao dos acidos graxos hepaticos. Durante os
ciclos de destreino,observou-se uma preservagéo da redugdo da massa corporal dos animais,
que refletiuna manutencdo das demais melhorias, com énfase para os grupos que treinaram
pordois ciclos (C-TNT e HF-TNT), que apresentaram parametros similares aos seus analogos
que treinaram durante os 3 ciclos (C-T e HF-T). Nossos resultados indicamque a reducéo da
esteatose hepética e demais melhorias metabdlicas, oriundas dos ciclos de treinamento com
o HIIT, perpetuaram durante os ciclos de destreino, ainda que os camundongos continuassem
ingerindo dieta hiperlipidica.

Palavras chave: Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica. Esteatose hepatica. HIIT.

Perda e recuperacéo de peso. Treino e destreino.



ABSTRACT

GUARNIERI, Renata dos Santos. Hepatic effects of training and detraining cycles, of
high-intensity interval training, in an experimental obesity model induced by a high-fat
diet. 2024. 85 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Obesity is a risk factor for the development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
considered one of the main causes of liver functional impairment. Practicing physical exercise
associated with eating a balanced diet is the first line of NAFLD treatment, but sustaining this
new lifestyle in the long term is a challenge and regaining body weight is a recurring issue.
Body weight regain can lead to potentially harmful metabolic changes, some of which remain
unclear. Among exercise modalities, high-intensity interval training (HIIT) has gained notoriety
for being made up of brief sessions, which eases the issue of lack of time to dedicate to
frequent practice. With the aim of studying the hepatic effects after weight loss and recovery,
resulting from training, detraining and retraining cycles obtained via HIIT, in an experimental
mouse model with obesity, 80 C57BI/6 mice (3 months old) were fed with a control diet (C,
10% lipids, n=40) or a diet rich in saturated fat (HF, 50% lipids, n=40) for 12 weeks. After this
period, the animals were redivided into 8 groups, in which they did not train during the entire
experiment (NT); trained throughout the experiment (T); trained, untrained and retrained (TNT)
and those who trained and detrained (NTN); through high-intensity interval training without
changes to their diets. The following analyzes were carried out: weekly monitoring of body
mass (BM) and systolic blood pressure (SBP), biochemical tests, oral glucose tolerance test,
liver stereology and RT-gPCR for genes related to lipogenesis (Srebplc, Cherbp, Fas and Fat-
cd36), p-oxidation (Ppara and Cptla) and endoplasmic reticulum stress (Atf4, Chop and
Gadd45). At the end of the period of induction of metabolic changes, a significant increase in
MC in the HF-NT group (+10%, p=0.003), SBP, glucose and lipid profile was observed, in
addition to an increase of +104% (p <0.001) of hepatic steatosis, in relation to the C-NT group.
These parameters were significantly reduced during training cycles, as well as the expression
of lipogenic genes and endoplasmic reticulum stress, linked to increased oxidation of hepatic
fatty acids. During the detraining cycles, a preservation of the reduction in the animals' body
mass was observed, which reflected in the maintenance of other improvements, with emphasis
on the groups that trained for two cycles (C-TNT and HF-TNT), which presented parameters
similar to their analogues who trained during the 3 cycles (C-T and HF-T). Our results indicate
that the reduction in hepatic steatosis and other metabolic improvements, arising from HIIT
training cycles, continued during detraining cycles, even though the mice continued to ingest
a high-fat diet.

Keywords: Non-alcoholic fatty liver disease. Hepatic steatosis. HIIT. Weight loss and

recovery. Training and detraining.
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INTRODUCAO

As taxas de sobrepeso e obesidade vém acentuando progressivamente em
escala global e tém sido motivo de preocupacado para as entidades de saude publica
(1). Essa tendéncia é impulsionada por fatores como o sedentarismo e habitos
nutricionais pouco saudaveis e estdo associados ao desenvolvimento de
dislipidemias, resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares e da doenca hepatica
gordurosa néo alcodlica (DHGNA), entre outras (2).

A obesidade é uma doenca metabdlica multifatorial decorrente do aumento da
deposicdo de tecido adiposo e que apresenta uma inflamagéo de baixo grau (3).
Individuos com obesidade, intolerancia a glicose e diabetes do tipo 2 (DM2)
apresentam risco aumentado para o desenvolvimento e progressdo da DHGNA (4, 5).

A DHGNA inicia com o acumulo de lipidios nos hepatdcitos em uma fase
denominada esteatose hepética. Caso nao tratada, a doenca pode progredir para a
esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), caracterizada pelo acumulo de gordura
associado a inflamacao lobular (5). Até a fase da EHNA, a doenca pode ser revertida
atraveés alteracfes do estilo de vida que envolvam a pratica de exercicio fisico e dieta
equilibrada, do contrario, os danos aos hepatécitos progridem para fibrose e cirrose,
levando a uma disfuncdo do 6rgdo elou o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular (6).

Estima-se que a prevaléncia global doenca seja de aproximadamente 25%,
fazendo com que a DHGNA se torne a principal causa de morbimortalidade e
futuramente, a maior causa de transplante de figado (7).

Atualmente, ndo existe nenhum farmaco aprovado pela Federal Drug
Administration (FDA) exclusivamente para o tratamento da DHGNA, sendo as
alteracdes no estilo de vida a terapéutica padrdo para a recuperacdo da saude
hepatica (8). Uma reducéo de peso corporal total de 5% esta associada a uma reducao
substancial no teor de esteatose hepatica em cerca de 30%, ja uma perda de 7-10%
pode ser necessaria para a reducdo da inflamacédo, entretanto, a manutencdo da
perda de peso a longo prazo tem sido um desafio (9).

A manutencao do peso corporal apds uma reducéo de peso exige um equilibrio
energético capaz de alcancar o metabolismo ideal, o0 que compreende a regulacéo
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das atividades enziméaticas e das fun¢des hormonais; sintese e utilizacdo de ATP,
funcdes neurologicas e musculares equilibradas (10).

A recuperacdo de peso corporal ap6s uma perda bem-sucedida € fato
recorrente entre os individuos que se propdem a mudangas do estilo de vida que
incluam dieta e a pratica de exercicio fisico. A recuperacdo de peso corporal pode
levar a mudancas metabdlicas potencialmente prejudiciais, algumas das quais
permanecem pouco claras (11).

Exercicios fisicos estruturados podem levar a uma reducdo relativa de 20-30%
da esteatose hepdtica, independente da perda de peso (12). Dessa forma, o
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés, high intensity interval
training) tem ganhado notoriedade entre as modalidades de exercicio (13), pois reduz
o tecido adiposo visceral, melhora a aptidao cardiorrespiratéria (14) e a sensibilidade
a insulina (15), induz a biogénese mitocondrial (16) e reduz a gordura intra-hepatica e
fibrose (17).

Todavia, justificativas como viagens, mudancas na rotina diaria, trabalho,
lesbes levam a interrupcdo do treinamento fisico e destreinar faz com que as
adaptacdes fisiolégicas e metabdlicas conquistadas sejam perdidas parcial ou
totalmente (18). Os efeitos do destreinamento é diretamente proporcional ao tempo
da paralizacdo, da modalidade treinada, nivel de aptidao fisica, faixa etaria e género
(19).

O destreino cursa com a progressao de doencgas cronicas, como a DM2, e afeta
negativamente a sensibilidade a insulina e os perfis lipidicos séricos (20). Um estudo
de 2017 analisou os efeitos de um treinamento aerdbico intervalado de 4 meses, em
humanos, e concluiu que para obter melhoras crénicas da saude cardiovascular,
manutencdo do peso corporal e outras melhoras metabdlicas sdo necessarios ao
menos dois periodos de treinamento, parecendo, assim, haver um beneficio
cumulativo (21).

Diante do exposto, a hipotese do presente trabalho € de que as mudancas no
peso corporal, induzida por dieta hiperlipidica, concomitante aos ciclos de treino e
destreino, através do HIIT, causardo alteracdes prejudiciais nos parametros hepaticos,

ainda que outros fatores associados a obesidade forem melhorados.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doenca hepéatica gordurosa nédo alcoolica

A obesidade é uma doencga metabdlica multifatorial decorrente do aumento da
deposicao de tecido adiposo somado ao desenvolvimento de um estado inflamatério
sistémico de baixo grau (3). Individuos com obesidade fazem parte de um grupo de
risco mais suscetivel para o desenvolvimento de doencas como as dislipidemias,
resisténcia a insulina, danos cardiovasculares e DHGNA (4, 5). A dieta ocidental, rica
em acidos graxos (AGs) saturados, estd altamente associada ao desenvolvimento e
progressédo da obesidade e doencas associadas (22).

Estudos em modelo experimental com administracdo a longo prazo de uma
dieta composta de 40 a 60% de lipidios saturados promove o aumento da sintese de
citocinas inflamatoérias, RI, hipertenséo arterial sistémica, obesidade (23) e acumulo
de gorduras no figado (24, 25).

Alteracbes na homeostase lipidica, em decorréncia da obesidade, podem
acarretar danos aos hepatdcitos e, consequentemente, prejuizos as funcdes
hepéticas. A alta deposicao de triacilglicerol (TAG) no citoplasma dos hepatécitos
aumenta o risco da DHGNA, considerada uma das principais causas do
comprometimento funcional do figado (26).

O figado € o principal 6rgdo regulador do metabolismo dos lipidios e glicose
(27), sendo os hepatdcitos, o principal tipo celular presente no parénquima hepético,
0S responsaveis por controlar as variadas funcoes, entre elas a desintoxicacdo e
processamento de xenobidticos ambientais (28). A alta deposicdo de TAG no
citoplasma dos hepatécitos aumenta o risco da DHGNA (26), sendo esta, atualmente,
descrita como um espectro de doencas hepaticas que ocupa o lugar de doenca
hepatica mais comum no mundo, com uma prevaléncia global de aproximadamente
32% (29).

O primeiro estagio da DHGNA, representados na figura 1, é caracterizado pela
esteatose hepatica, onde observa-se um acumulo de gordura intra-hepatica maior de
5% do volume do figado, independente de fatores como alcool, infec¢do viral ou

doencas autoimunes (30). O proximo estdgio da doenca é a esteatohepatite ndo



18

alcoodlica (EHNA), caracterizada por inflamacédo, balonizacdo dos hepatdcitos e
ativacao das células estreladas. Caso a progresséo da doenca nao seja interrompida,
pode evoluir para cirrose, com um estagio avancado de fibrose, perda de funcdo dos
hepatdécitos e morte celular, podendo evoluir para o carcinoma hepatocelular (31).

Figura 1 - Progressao da doenca hepatica gordurosa nao alcéolica
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Legenda: a alta ingestdo de alimentos ricos em gordura e de alta densidade energética, induzem o
figado normal a cursar a esteatose caracterizada pela presenc¢a de goticulas lipidicas.
Consequentemente, as injurias causadas ao figado, cronicamente, progridem para a
esteatohepatite, caracterizada pela presenca de infiltrados inflamatérios, células em
balonamento e uma ativacao inicial das células estreladas, fases até entdo reversiveis.
Caso continue progredindo, ocorre deposicdo de fibras colagenas na fase da fibrose e
nesta fase o figado comeca a perder a fun¢éo, podendo progredir para a cirrose e/ou para
o carcinoma hepatocelular (CHC).

Fonte: a autora, 2024.

Diante da complexidade da doenca, em 2020, foi proposta uma alteracdo no
termo DHGNA para doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (DHGM)
(do inglés, metabolic associated fatty liver disease, MAFLD) (32). A alteracdo da
nomenclatura foi sugerida para destacar o papel da desregulacdo metabdlica
sistémica na progressdo da DHGNA, além de ter introduzido algumas mudangas nos
critérios do seu diagnéstico. Todavia, a nova nomenclatura tem sido alvo de criticas,
sendo uma delas seguida do argumento de que uma mudanga na nomenclatura seria
melhor recebida quando os subtipos fisiopatoldgicos da doenca fossem identificados
e esclarecidos (7).
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A DHGNA apresenta alta taxa de crescimento nos paises ocidentais (26, 33),
como visto na figura 2 e estima-se que sua prevaléncia global em adultos seja de
aproximadamente 32% (7). Embora haja escassez de dados de regides como Africa,
Oceania e América do Sul, uma meta-analise (5.716 individuos) estimou a prevaléncia
da DHGNA na América do Sul de cerca de 35,7% (34), muito devido a uma
combinacéo de suscetibilidade genética (35) e uma maior prevaléncia de fatores de

risco como o sedentarismo, a obesidade e o DM2 (36).

Figura 2 - Prevaléncia mundial da doenca hepética gordurosa néo alcoolica.
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Legenda: A prevaléncia da doenga hepatica gordurosa ndo alcéolica em diferentes continentes.

Fonte: Adaptado de Teng, M. L. et al (37).

A patogénese da DHGNA néo esta totalmente elucidada (38), porém, a partir
do avanco das pesquisas, a hipotese mais bem estabelecida na literatura discorre que
a DHGNA seria melhor compreendida através da hipotese dos multiplos fatores, onde
0 acumulo de gordura no figado, oriundo do excesso de peso corporal e RI
representam o primeiro fator e uma combinacdo de susceptibilidades genéticas,
hébitos alimentares, fatores relacionados ao estilo de vida, disfuncdo metabdlica
(principalmente a RI), e/ou alteragdes na microbiota intestinal sdo todos possiveis

fatores para a progressao da DHGNA (39).
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Os mecanismos moleculares envolvidos na esteatose hepatica (figura 3) ainda
nao estao esclarecidos, porém ja se sabe que existem trés principais fontes de AGs
hepaticos: os lipidios providos pela dieta, os AGs derivados do tecido adiposo e 0s
sintetizados de novo. Os lipidios dietéticos sdo hidrolisados no Iimen intestinal e logo
sao sintetizados em TAGs, empacotadas em quilomicrons e entregues ao musculo e
ao tecido adiposo. O remanescente é entdo transportado para o figado, por endocitose

mediada por receptor, levando a liberacdo de AGs nos hepatdcitos (40).

Figura 3 - Mecanismos moleculares da esteatose hepatica.
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Legenda: A esteatose hepética decorre do aumento do influxo ou da diminuigc&o do efluxo de lipidios
do figado. A lip6lise aumentada do tecido adiposo branco fornece a principal fonte de
acidos graxos livres (AGL), porém h& outras fontes como a sintese de novos AGL a partir
da glicose, pela lipogénese de novo (LDN) ou proveniente da dieta. O figado descarta o
AGL através da B-oxidagdo ou pela exportacdo através da lipoproteina de muita baixa
densidade, podendo, também, serem armazenados nos hepatécitos na forma de
triacilglicerol em goticulas lipidicas. Abreviagbes: AGL — &cidos graxos livres; LDN —
lipogénese de novo; TAG - triglicerideo; PPARy — Peroxisome proliferator-activated
receptor y; SREBP1c — Sterol regulatory element-binding protein 1c; FAS — fatty acid
synthase; FAT/CD36 — translocase de acidos graxos cd36; CHERBP — proteina de ligacao
ao element responsive ao carboidrato; PPARa — Peroxisome proliferator-activated
receptor a; CPT1a — carnitine palmitointransferase la.

Fonte: a autora, 2024.

Na presenca abundante de glicose circulante, o figado age convertendo-a em
AGs através de um processo denominado lipogénese de novo (LDN). A insulina
plasmatica ativa a proteina 1c de ligacdo ao elemento regulador de esterol

(SREBP1C), que regula positivamente genes lipogénicos como acido graxo sintase
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(FAS), acetil-CoA carboxilase (ACC) e estearoil CoA dessaturase 1 (SDC1) (41). A
FAS é a enzima limitante da biossintese de AGs (42).

A excessiva captacdo hepética de glicose ativa a proteina de ligacdo ao
elemento em resposta a carboidratos (CHREBP), que eleva a transcricdo da maioria
dos genes lipogénicos e do piruvato quinase e também aumenta a disponibilidade de
citrato para a sintese de AGs (43). Uma vez dentro do hepatécito, os AGs sdo
esterificados em glicerol-3-fosfato e em colesterol para gerar TAG ou ésteres de
colesterol, que poderdo ser armazenados em goticulas lipidicas ou secretados na
corrente sanguinea em formato de VLDL. O figado também pode utilizar os AGs para
sintese de lipidios complexos como os fosfolipidios (44).

Embora os AGs apresentem a capacidade de se difundirem através da
bicamada lipidica, eles também podem ser facilmente absorvidos pelos hepatdécitos
através de proteinas presentes na membrana plasmatica, como, por exemplo, a
translocase de acidos graxos / CD36 (FAT/CD36) (27). Ainda que a expressao
hepatica dessa proteina seja baixa, altos niveis de mMRNA de FAT/CD36 estédo
correlacionados com o contetdo hepatico de TAG e é aumentada em pacientes com
DHGNA (42).

A B-oxidacdo mitocondrial também colabora para o controle da concentracdo
dos TAGs hepéticos (45). Esta via é suprimida no estado pds-prandial devido ao efeito
lipolitico da insulina no tecido adiposo, dessa forma o fluxo de AGs néo esterificados
para o figado é reduzido (46). Durante o estado de jejum, o glucagon facilita a
oxidacdo dos AGs ativando a expressao do receptor ativado por proliferador de
peroxissomo a (PPARa), que é protagonista na regulacdo transcricional do
metabolismo lipidico e glicidico (47).

Recentemente, foi descrita uma nova via molecular denominada estresse do
reticulo endoplasmatico (ERE), caracterizada pelo desequilibrio entre a oferta de
proteinas ao lumen do reticulo endoplasmatico (RE) e a capacidade de dobra das
proteinas. Quando a célula entra em ERE, o RE envia sinais ao citoplasma e ao
nacleo, culminando a uma resposta adaptativa denominada resposta a proteina mal
dobrada (UPR, do inglés, unfolded protein response) (48) com a finalidade da célula
ser capaz de responder ao excesso de proteinas mal dobradas e, assim,
reestabelecer a homeostase (49).

As proteinas que passam pela via da ERE s&o dobradas por chaperonas

meleculares e transportadas para o complexo de golgi, porém as mal dobradas sao
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retidas no RE, translocadas para o citoplasmas e la sdo degradadas pelos

proteassomas (48).

A UPR é mediada por trés proteinas membranares: fator 2 de iniciagdo
eucaridtica semelhante a PKR (PERK, do inglés, PKR-lide eukaryotic initiation facto
2a kinase); enzima 1 que requer inositol (IRE1, do inglés, inositol requiring enzyme 1)
e fator ativador de transcricdo 6 (ATF6, do inglés, activating transcription factor — 6)

(50), como pode ser visto na figura 4.

Figura 4 - Estresse do reticulo endoplasmatico
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Legenda: Em resposta a presenca de proteinas mal dobradas, o reticulo endoplasmatico recruta as
proteinas de ligacdo que estdo ligadas as proteinas transmenbranas da UPR (resposta
a proteina mal-dobrada), quando livres a UPR ativa seus segundos mensageiros,
podendo culminar em apoptose. Abreviacdes: IRE1 — Inositol requerendo a enzima 1/
inositol requiring enzyme 1; PERK — Fator 2 de iniciagdo eucaridtica semelhante a PKR;
ATF6 - ativando o fator de transcrigdo 6; elF2a — Fator de inibicao translacional
eucariético 2 a; ATF4 — fator de transcricdo ativado 4; CHOP — proteina homéloga
C/EBP; GADD45 — gene de parada de crescimento e dano de DNA 45.

Fonte: a autora, 2024.

A via do PERK é reguladora da lipogénese e sua ativacao leva a fosforilacao

do fator de inibicdo traslacional eucaridtico 2a (ELF2a, do inglés, eukaryotic
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translational initiation factor 2a), que reduz a sintese proteica reduzindo a atividade do
RE (50).

Quando o elF2a é fosforilado, o fator ativador de transcri¢cdo 4 (ATF4, do inglés,
activating transcription factor 4) é ativado e a cascata continua com a inducdo da
expressdo de genes envolvidos no apoptose como a proteina homodloga X/EBP
(CHOP, do inglés, C/EBP homologous protein). Dessa forma, o ciclo celular € retido,
culminando com a morte celular em uma tentativa de proteger as células dos efeitos
toxicos desempenhados pelas proteinas mal dobradas (49).

Uma vez ativado, o CHOP pode ativar as 3 vias da UPR, sento a ativacdo do
ATF4 o principal indutor. Assim, a sintese de proteinas e reduzida e o ERE atenuado,
o que facilita a degradacao de proteinas e colabora para o aumento da producédo de
chaperonas que auxiliam as proteinas se dobrarem corretamente. Caso o estresse do
RE néo seja resolvido, a célula tera sua funcdo comprometida, podendo cursar com a

apoptose (51).

1.3 Treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) e a doenca hepatica
gordurosa néao alcéolica (DHGNA)

O HIT pode ser definido como breves sessfes de exercicios de alta
intensidade com periodos de recuperacao ou descanso. A modalidade tem como foco
principal a aptiddo cardiorrespiratéria, determinada por um VO2max, que cursa com o
aumento da resposta a atividade fisica regular (52).

A literatura descreve que o HIIT pode de reduzir as concentracfes de lipidios
hepaticos, melhorar a composicdo corporal e promover melhora dos eventos
cardiovasculares em camundongos (53). Uma vez que o exercicio fisico apresenta
supostos mecanismos eficazes (figura 5) em reduzir a concentragéo de tecido adiposo
visceral e da gordura intra-hepatica em humanos, o HIIT assume um papel promissor
no tratamento da DHGNA (54).
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Figura 5 - Supostos mecanismos dos efeitos do exercicio fisico na reducéo da
esteatose hepatica.
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Legenda: Supostos mecanismos para os efeitos do exercicio na reducdo da esteatose hepética.
As setas sdlidas indicam mecanismos melhorados; as setas tracejadas indicam
mecanismos reduzidos. Abreviacdes: VAT — tecido adiposo visceral VAT; SAT - tecido
adiposo subcuténeo; TAG - triglicerideo; SREBP-1c — proteina de ligagao ao elemento
regulador de esterol; ChREBP — proteina de ligagdo a elemento responsivo a
carboidratos; LDN -lipogénese de novo, FAZ — sintase de acido graxo; ACC - acetil-
coenzima A carboxilase; VLDL — colesterol de lipoproteina de densidade muito baixa;
AMPK — proteina quinase ativada por adenosina monofosfato; SIRT1 — sirtuina 1; IRS-1
— substrato 1 do receptor de insulina; PI3K — fosfatidilinositol-3-quinase; GLUT4 —
transportador de glicose tipo 4; G6P — glicose 6-fosfato.

Fonte: Adaptado de Keating, S. E. et al. (55)

Um estudo examinou trés parametros relacionados ao HIIT em pacientes com
esteatohepatite ndo alcoolica, sendo eles: seguranca, viabilidade e eficacia. O HIIT foi
aprovado nos trés parametros, ainda que os pacientes analisados apresentassem alto

grau de multimorbidade, problemas musculoesqueléticos, obesidade e DM2. Neste
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estudo, o HIIT demonstrou-se capaz de melhorar a resisténcia a insulina periférica
(56).

O HIIT parece promover uma maior mobilizacdo de lipidios, além de
potencializar a atividade muscular esquelética em utiliza-los para sintese energética,
como pode ser visto na figura 5. Estas evidéncias sugerem que a modalidade pode
influenciar o equilibrio lipidico e alterar a composi¢cdo corporal (57). Sabe-se que
pequenas reducdes na adiposidade podem impactar no contetdo de gordura hepética
(58).

1.4 Treino, destreino e retreino

A sociedade moderna possui uma forma peculiar de viver, trabalhar e de se
alimentar, o que resulta no aumento do sedentarismo. De acordo com a OMS, 23%
dos adultos e 81% dos adolescentes, de idades entre 11 e 17 anos, em escala global,
nao sao suficientemente ativos (59).

O exercicio fisico induz um aumento do gasto energético e estd associado a
varios beneficios a saude, atuando na modulacdo da composicao corporal, dos perfis
lipidicos e garantindo a homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina (60).
Ademais, o treino, quando praticado de forma regular, pode auxiliar na regulacdo do
metabolismo lipidico hepatico e das concentracfes de gorduras séricas, elevando a
lipoproteina de alta densidade (HDL), reduzindo TAG e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (61). Além disso, a pratica regular de exercicio fisico pode aumentar
a atividade de enzimas glicoliticas e aumentar, de forma significativa, o
armazenamento de glicogénio muscular (62).

Por outro lado, interromper o treinamento fisico, ou seja destreinar, faz com que
as adaptacOes fisioloégicas e metabdlicas conquistadas sejam perdidas parcial ou
totalmente (18). O destreino cursa com a progressao de doencas cronicas, como a
obesidade, o DM2, e afeta negativamente a sensibilidade a insulina e os perfis
lipidicos séricos, consequentemente corroborando para o aumento do depdésito de

gordura intra-hepética (figura 6) (20).
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Figura 6 - Ciclos de treino e destreino

Legenda: Representacdo grafica dos efeitos dos ciclos de treino na reducdo do peso corporal e
menor deposicdo de gordura intra-hepética e, de forma antagbnica, os efeitos do
destreino contribuindo para o aumento da deposi¢éo de gordura e consequente aumento
do peso corporal.

Fonte: A autora, 2024.

A transicdo de um comportamento ativo para o sedentério ou a inatividade fisica
de fato, perturba o metabolismo glicidico, o que demonstra que o corpo humano foi
criado para estar constantemente envolvido em atividades fisicas regulares para seu
adequado funcionamento e para prevenir doencas (20).

Os efeitos clinicos decorrentes dos periodos de treinamento e destreinamento
tém sido objeto de interesse entre a comunidade cientifica, principalmente em
pacientes com fatores de risco cardiovascular (21, 63-66). Esses estudos observaram
gue algumas adaptacdes promovidas pelo treino retornaram aos valores basais, tais
como a oxidacao lipidica, concentracbes de TAG e a aptiddo cardiorrespiratéria,
quando os individuos destreinavam. Entretanto, outras adaptacdes, como a
composicao corporal, concentracdes de colesterol e HDL, perpetuavam durante 1 més
apos o destreino.

Existem evidéncias de que os musculos esqueléticos previamente treinados
readquirem alguns parametros, como por exemplo, &rea de fibra e forca dindmica, em

um ritmo acelerado quando sdo novamente submetidos ao exercicio apés um longo
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periodo de destreino (67). Este evento é conhecido como “memdria muscular’ e foi
originalmente concebido como o resultado de uma capacidade de aprendizagem
motora no sistema nervoso central (68).

Um estudo que avaliou os efeitos de um periodo de 4 anos ininterruptos de
treinamento aerobico intervalado concluiu que sdo necessarios, ao menos, dois
periodos de treinamento para uma resposta mais eficiente na melhora dos fatores de
risco cardiovascular. Os pesquisadores viram que os individuos que treinavam por
pelo menos 2 ciclos, onde treinavam 12 semanas, destreinavam por 7 semanas e
voltavam a treinar por 16 semanas, a pressao arterial ndo retornava aos valores basais
antes do inicio do protocolo de treinamento, além das significativas melhorias na
aptidao cardiorrespiratéria, da for¢ca, nos marcadores bioquimicos e na composi¢cao
corporal, parecendo ocorrer uma melhora cumulativa (63).

Embora ainda ndo esteja totalmente elucidado, parece haver um efeito
acumulativo relativo a modalidade do exercicio e a repeticdo dos ciclos de treinamento
que retarda a perda dos efeitos benéficos promovidos pelo treino. Dessa forma,
guanto mais recorrentes forem os ciclos de retreinamento com o HIIT, ao destreinar,

as variaveis clinicas retornariam mais lentamente aos seus valores basais (69).

1.5 Efeitos da perda e reganho de peso corporal

A manutencéo do peso corporal apés uma reducéo de peso exige um equilibrio
energético capaz de regular um metabolismo adequado, o que compreende a
regulacdo das atividades enziméaticas e das funcdes hormonais; sintese e utilizacéo
de ATP, funcdes neuroldgicas e musculares equilibradas (10).

A perda de peso corporal em ritmo lento € bem sustentada em comparacao a
perda de peso brusca, porém acredita-se que uma perda de peso inicial mais
substancial esta positivamente correlacionada a manutengéo de peso a longo prazo.
Esta hipdtese leva em consideracdo que uma maior perda de peso corporal no inicio
da intervencdo promova uma adaptacdo metabdlica capaz de gerar funcdes
metabdlicas mais saudaveis (10).

Entretanto, a perda ponderal conquistada através de dietas muito restritivas

requer cuidados e acompanhamento intensos. Ainda ndo ha uma dieta ou programa
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de exercicios especificos exclusivamente estabelecidos para a reducdo do peso
corporal bem-sucedido. Atualmente, as estratégias utilizadas para controle do peso
corporal visam atingir uma reducéo de 5% do peso a fim de manter ou recuperar um
metabolismo saudavel (70)

No periodo de repouso, a demanda energética necessaria para manter o
metabolismo basal € conhecida como taxa metabdlica basal (TMB) e € responsavel
por oferecer energia necessaria para atividades como respiracdo, manutencdo da
circulacdo sanguinea e cerebral, crescimento e reparo celular, entre outras. A TMB
aumenta cerca de 0,05 kcal/min, de acordo com a perda ponderal de 1% (71).

O ganho de massa corporal geralmente ocorre por meio de perturbacdes
metabdlicas que promovem o aumento da ingestdo alimentar em comparag¢do ao
gasto energético, o que resulta em um acumulo excessivo de energia nos
compartimentos adiposos (71).

A maioria das intervencdes de estilo de vida, farmacolégicas ou cirargicas,
oferecem uma perda ponderal durante um periodo de 6 a 9 meses, seguido de um
platd de peso corporal e logo apds ocorre a recuperacdo. Dados indicam que apenas
15% dos individuos conseguem sustentar o uma perda provida pela dieta e apenas
10% através de intervencbes farmacoldgicas (72). Sendo assim, reconhecer 0s
mecanismos envolvidos na recuperacdo de peso corporal pode ajudar no manejo
estratégico para reduzir os danos metabdlicos e cardiovasculares associados a
obesidade (73).

O reganho de peso corporal, o0 aumento da adiposidade e a Rl sdo eventos
corrigueiros apoés a interrupcdo da dieta e da pratica de exercicios fisicos. Em parte,
esses eventos tém sido atribuidos, parcialmente, as acées hormonais estressoras e a
inflamacéo local e sistémica (74).

Os mecanismos moleculares desse empenho fisiolégico do corpo em retornar
ao peso anterior ainda ndo sdo bem compreendidos, mas ja sabe-se que fatores como
o tipo de parto, a menopausa, o envelhecimento, o ambiente obesogénico e algumas
doencas podem contribuir para o reganho de peso corporal (75).

A via anorexigena é regulada por horménios como a leptina (no tecido adiposo),
o peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP1, do inglés, glucagon-like peptide-1),
amilina e peptideo YY, no trato gastrintestinal. Esses hormodnios ativam as células
sintetizadoras de proé-opiomelanocortina (POMC), que por sua vez liberam o hormdnio

estimulador de alfa-melandcitos, que se liga ao receptor da melanocortina-4,
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sinalizando aos centros superiores para ativar a via anorexigena e reduzir o
apetite. Na obesidade, estas vias ja se apresentam desreguladas, resultando no
aumento da ingestéo alimenta e consequentemente, aumentando a massa do tecido
adiposo (76).

Apés uma perda de peso, pode ocorrer um aumento da concentracdo de
horménios orexigenos e uma reducdo dos hormoénios anorexigenos, além da
mudancga das preferéncias alimentares migrarem para alimentos de alta densidade
energeética, ricos em acucar e gordura gerando o reganho de peso (76).

A leptina € um hormdnio que desempenha fungdes criticas ha manutencdo do
peso por meio da termogénese adaptativa e durante o processo de emagrecimento,
seus niveis diminuem para manter baixo o gasto energético e evitar que os estoques
de TAGs se esgotem e, assim, garantir as fungBes bioldgicas essenciais do
corpo. Este hormbénio também parece desempenhar um papel na reducéo da atividade
da tireoide e na diminuicdo da atividade do sistema nervoso simpatico para diminuir a
termogénese do musculo esquelético (11).

Um estudo do nosso grupo que avaliou os efeitos da perda e reganho de massa
corporal em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica observou
remodelamento dos tecidos adiposo e hepatico, com repercussdes negativas nos
lipidios sanguineos, na homeostase glicidica e nas concentracdes de insulina e
adipocinas. O trabalho também viu que a reducédo da massa corporal posterior a um
reganho de peso, ndo foi capaz de promover o reparo dos danos associados a
obesidade (24).

O estado de obesidade € acompanhado pela infiltracdo de macréfagos e outras
células imunolégicas no tecido adiposo, porém apGs a perda de peso corporal esse
perfil imunolégico ndo é totalmente revertido (73). Com isso, acredita-se que exista
uma “memodria obesogénica” ou “memodria da obesidade” definida como uma
combinacdo de fatores originarios no desenvolvimento da obesidade e posterior a
perda de peso, o que favorece ao reganho de peso corporal (77). Além disso, o
reganho de peso parece favorecer a piora dos parametros de doengas como DM2, R,
doencas cardiovasculares, entre outras melhorados apds uma perda ponderal
significativa (78).

Individuos com obesidade apresentam baixos niveis de lipolise e oxidacao
lipidica e dietas de restricdo caldrica tendem a reduzir ainda mais tais parametros e

persistem apos a interrupgcdo da perda de peso e acredita-se que o0 grau dessas
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reducdes estad positivamente relacionado ao grau de reganho de peso. Para
neutralizar a reducdo do gasto energético, lipolise e a oxidacéao lipidica é estimulado
0 aumento do exercicio fisico (carga, tempo ou modalidade). No entanto, por varios
motivos, a adeséo a longo prazo da pratica de exercicios fisicos € um desafio (73).

O ganho de peso corporal tem sido recorrente em individuos que interrompem
os periodos de pratica de exercicios, inclusive ex-atletas. Estudos apontam que o0s
beneficios alcangcados com o treinamento a longo prazo podem permanecer por um
periodo de inatividade fisica, mas ainda ndo h& um consenso que qual seria,
exatamente, esse prazo (79-82).

As vias moleculares que envolvem a perda e recuperacdo de peso corporal
apos a ciclagem de treinamento fisico, concomitante a ingestao de dieta hiperlipidica,
ainda néo estdo esclarecidas na literatura, o que faz do presente trabalho relevante

para o estudo do sobrepeso e obesidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos hepéticos apos a perda e recuperagéo de peso, oriundos de

ciclos de treino/destreino/retreino obtidos via treinamento intervalado de alta

intensidade (HIIT), em modelo experimental de camundongos com obesidade.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Induzir esteatose hepatica e alteracbes metabdlicas em camundongos C57BI/6
através de dieta hiperlipidica;

Criar ciclos alternados de treino e destreino, utilizando o treinamento
intervalado de alta intensidade como ferramenta;

Avaliar a Ingestéo alimentar, massa corporal e pressao arterial,

Estudar o metabolismo de carboidratos, insulina plasmatica e analises
bioquimicas plasmaticas;

Analisar a morfologia hepatica e realizar quantificacdo estereoldgica;

Avaliar as vias de lipogénese, beta-oxidacdo, estresse do reticulo

endoplasmatico no figado através da expressao génica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dietas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Animais da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA 015/2023), e todos os
procedimentos ocorreram de acordo com as diretrizes de experimentacao animal (NIH
Publication No, 85-23, revisada em 1996). Foram utilizados camundongos C57BI/6
machos que foram mantidos em micro-isoladores em estantes ventiladas
(sistemaNexgen, Allentown Inc., PA, EUA), 5 animais por micro-isolador, e sob
condicbes controladas diariamente, a 20 +2°C, umidade 60%, ciclo 12h/12h
claro/escuro, com acesso livre a comida e agua.

Inicialmente, 80 camundongos C57BI/6 machos, com 3 meses de idade, foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=40, cada grupo) e receberam dietas
diferentes ao longo de 12 semanas: dieta controle ou dieta hiperlipidica. As dietas
foram preparadas pela PragSolucbes (Jau, SP, Brasil). O conteddo mineral e
vitaminico das dietas foi idéntico para as duas dietas e consistente com a
recomendacdo do American Institute of Nutrition (AIN 93M). As composi¢cdes das

dietas ofertadas aos animais estédo disponiveis na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao das dietas ofertadas aos animais

Dietas

Nutrientes C HF
Caseina (2 proteina 85%) 140,0 175,0
Amido de milho 620,7 347,7
Sacarose 100,0 100,0
Banha de porco 238,0
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
Antioxidante 0,008 0,060
Total (g) 1000 1000
Energia (Kcal) 3802,8 5000
Carboidrato (% energia) 76 36
Proteinas (% energia) 14 14
Lipidios (% energia) 10 50

Ao fim das 12 semanas, 0os animais foram redivididos aleatoriamente em oito
grupos (n=10 cada), sem alteracdo em suas dietas, para iniciar o treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT), de acordo com os ciclos treinado (T) e nao
treinado (N), cada ciclo com duracdo de 3 semanas, como pode ser visto na figura 7

€ COmo segue:

a. C-NT — Nao treinado, alimentado com dieta controle;

b. C-T — Treinado durante os 3 ciclos, alimentado com dieta controle;

c. C-TNT — Treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3,
alimentado com dieta controle;

d. C-NTN — Nao treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e n&o treinado no ciclo 3,
alimentado com dieta controle;

e. HF-NT — N&o treinado, alimentado com dieta hiperlipidica;

f. HF-T — Treinado durante os 3 ciclos, alimentado com dieta hiperlipidica;
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g. HF-TNT — Treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3,
alimentado com dieta hiperlipidica;

h. HF-NTN — N&o treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3,
alimentado com dieta hiperlipidica.



Figura 7 - Desenho experimental
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I HIIT: 3 ciclos de 3 semanas, 3 vezes por semana (Seg-Qua-Sex).

Duracgéo diaria em minutos respeitando o tempo maximo obtido no teste de esforco.
As variagOes de intensidade ocorreram em ciclos de 3 minutos. (1 min. 30% e 2 min. 80%).

Legenda: C-NT, controle néo treinado; C-T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo
2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle néo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico

ndo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e
treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico, ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3.

Fonte: A autora, 2023.
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3.2 Protocolo de Exercicio Fisico

Os camundongos atribuidos aos grupos que treinaram o HIT foram
familiarizados a uma esteira rolante (Teadmill Control LE 8710 — Panlab Havard
Apparatus) durante 3 semanas, 3 vezes por semana em uma velocidade de 10m/min,
com inclinacdo grau 0%, durante 10 a 15 min, a fim de minimizar o estresse dos
animais. Os protocolos de exercicios foram desenvolvidos e adaptados com base na
experiéncia anterior de treinamento de roedores em nossa instituicéo (83).

A fim de se avaliar as melhorias no desempenho do exercicio com o HIIT,
foram realizados testes de esforco, antes de se iniciar cada ciclo de treinamento, para
observar e ajustar a intensidade de acordo com a evolucdo de cada animal. O teste
de esforgo baseou-se em incrementos de velocidade a cada 2 minutos a partir de uma
velocidade minima de 10m/min (83), sendo o término designado pela fadiga do animal,
onde este se negava a correr. Diante dos resultados do teste de esforco, foram
definidas as intensidades do treino para cada animal, baseado no VO2 maximo obtido
em teste, sendo o valor minimo de 30% e o valor maximo de 80%. Na primeira semana
foi utilizado como valor maximo os 80% para a intensidade maxima do exercicio, na
segunda semana o valor foi aumentado para 85% e na terceira para 90%. As
variacfes de intensidade durante as sessdes de ocorreram em ciclos de 3 minutos
sendo 1 minuto de intensidade baixa (30%), e 2 minutos de intensidade alta (80%).

Os treinos foram realizados 3 dias por semana com variacdes de intensidade
em ciclos de 3 minutos, sendo 1 minuto de baixa intensidade (30%) e 2 minutos de
alta intensidade (80%) até a exaustdo, com duracao diaria total em minutos de acordo

com o teste de esforgo.

3.2 Massa corporal, consumo alimentar, perda ponderal, eficiéncia alimentar e

pressao arterial sistolica

A massa corporal (MC) foi avaliada semanalmente em uma
balanca de precisdo (modelo B320H, Shimadzu, Brasil), apresentadas em grama (g)

por animal.
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O consumo alimentar foi determinado, diariamente, pela diferenca entre a
guantidade de racéo oferecida (g) e a quantidade de sobra na caixa ap0s 24 h e os
resultados foram apresentados em grama por animal. O consumo de energia foi
calculado através do produto do consumo de racao (g) e o conteudo da dieta (kcal). A
eficiéncia alimentar (EA), ou seja, o consumo de energia por grama de massa corporal
adquirida, foi calculada através da razéo entre o ganho de MC, em g/Kcal, de racéo
consumida por animal e os resultados apresentados em percentagem (%). A EA trata-
se de um indicador da facilidade com que a energia consumida foi adicionada a MC.

A Presséo arterial sistolica (PAS) foi aferida semanalmente, com o auxilio de
um pletismografo de cauda (Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), com os animais
conscientes. A fim de minimizar o estresse, 0os animais foram ambientados por 4

semanas antes do inicio do experimento, cada animal 1 vez por semana.

3.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado em dois momentos: apés as 12 semanas de dieta controle
e hiperlipidica e ap6s as 9 semanas de HIIT. Os animais foram submetidos a um
periodo de jejum de 6h e logo apds receberam 2 g/kg de glicose via gavagem
orogastrica (25% em solucéo salina estéril, 0,9% NacCl) e, em seguida, o sangue foi
coletado da via punc¢édo caudal aos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos e com um glicosimetro
foi medida a concentracdo da glicose no sangue (Accu-chek, Roche Diagnostics). A
comparacao entre grupos baseou-se na area sob a curva (versao Prism 7,0 para
Windows; Software GraphPad, La Jolla CA, EUA). O tempo 0 minutos foi considerado
a glicemia de jejum.

Adicionalmente, foram realizadas as avaliagbes referentes do indice de
sensibilidade a insulina (QUICKI, Quantitative Insulin Sensitivity Inspection Index) e
da resisténcia a insulina (HOMA-IR, Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance), utilizando as formulas:

QUICKI =1 / log(l0) + log(GO0), sendo 10 a insulina em jejum (plU/mL) e GO a

glicemia em jejum (mg/dL);

HOMA-IR =10 x GO / 22,5, sendo GO a glicemia de jejum (mmol/L).
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3.4 Eutanasia dos Animais e Extracdo dos Tecidos

Ao fim do experimento, os animais ficaram em jejum por 6h (com livre acesso
a 4gua), e, logo, foram anestesiados com Ketamina (240 mg/kg) e Xilazina (30 mg/kg)
por via intraperitoneal. A cavidade torécica foi imediatamente aberta e a morte ocorreu
por exsanguinacdo por puncdo cardiaca. Amostras de sangue foram obtidas por
puncdo no atrio direito para posteriores analises. O sangue foi coletado por puncao
cardiaca, uma porc¢dao foi destinada para e outra parte foi centrifugada em temperatura
ambiente para obter plasma (7129 por 15 min), que foi armazenado individualmente a
-80°C, para posteriores analises.

O figado, e as gorduras epididimaria, subcutanea, mesentérica e retroperitoneal
foram cuidadosamente dissecados e pesados, sendo seus fragmentos armazenados
a -80°C para andlises moleculares, e o restante foi fixado em formalina (formaldeido
4% wlv, tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.2), preparada proéximo ao uso, para serem

processados para histologia.

3.5 Bioquimica plasmética

O colesterol total, os triglicérides plasmaticos, a alanina aminotransferase e a
aspartato aminotransferase foram quantificados, pelo método colorimétrico
enzimatico, utilizando um espectrofotbmetro automético e kits comerciais (Bioclin
System Il, Quibasa Ltda. Belo Horizonte, MG, Brasil). As concentracdes de insulina e
leptina foram quantificadas por kit comercial, Kit #EZRMI-13K, #EZML-82K (Millipore,
MO, EUA), e Kit KMP0041 (Thermo Fisher Scientific), respectivamente.

3.6 indice de Adiposidade

Apés a eutanasia dos animais, as gorduras inguinal, epididimaria e
retroperitoneal foram cuidadosamente dissecadas e pesadas. Foi considerado o

compartimento adiposo inguinal, a porcéo localizada entre a parte inferior da caixa
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toracica e o0 meio da coxa; a gordura retroperitoneal, conectada a parede abdominal
posterior proxima aos rins e a porcdo abdominal, dos ureteres e a gordura
epididiméaria, localizada na parte inferior do abdémen e conectada ao epididimo.

O célculo do indice de adiposidade foi determinado como a razéo entre a soma
das massas dos tecidos adiposos, dividida pela massa corporal total, apresentada em
porcentagem. A distribuicdo intra-abdominal é composta pelos compartimentos de
tecido adiposo epididimario e retroperitoneal, enquanto o compartimento subcutaneo
pelo tecido adiposo inguinal.

3.7 Figado

O figado foi dissecado, pesado e, parte das amostras foram divididas em
fragmentos de todos os lobos que foram coletados e fixados por 48 horas (formaldeido
a 4% w/v, 0,1M de tampao fosfato, pH 7,2) por 48 horas em temperatura ambiente.

Os fragmentos foram incorporados no Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St, Louis,
MO, EUA), e seccionados em uma espessura de 5um e corados com hematoxilina e
eosina. Imagens digitais foram capturadas com a utilizacdo de um microscépio BX51
(Olympus, Toquio; Japdo) e uma camera Infinity 1-5¢ (Lumenera, Ottawa, Canada).

A densidade de volume (Vv) de hepatdcitos e de esteatose hepatica foram
estimadas por contagem de pontos, em pelo menos 10 campos aleatorios por animal.
Resumidamente, um quadro com 36 pontos de teste foi sobreposto a imagens
microscoépicas digitais do figado. O Vv [esteatose hepética] foi obtido como a razéo
entre 0s pontos que atingem as gotas de gordura (Pp [esteatose, figado]) e os pontos
totais do sistema (PT):Vv [esteatose, figado] = Pp [esteatose hepatica]/PT (84).

A andlise dos triglicerideos hepaticos foi realizada em amostras de 50 mg de
figado congeladas, ultrassonicadas em equipamento modelo LB-130 CP (Labormetric,
Miami, FL, EUA), utilizando 1 mL de isopropanol como solvente. Em seguida, o
homogeneizado foi centrifugado a 712 g por 15 min e 5 pL do sobrenadante foram
transportados para um analisador automatico K55 (Bioclin System I, Quibasa Ltda,
Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.8 RT-qPCR (Transcriptase reversa-PCR quantitativo)

O RT-gPCR foi realizado para detectar a expresséo do mRNA de genes
relacionados ao metabolismo lipidico hepatico. O RNA total do figado foi extraido
usando Trizol (Invitrogen, CA, EUA). A concentracdo de mRNA foi determinada por
espectroscopia usando o equipamento NanoVue (GE Life Sciences), 1ug de RNA foi
aliquotado e a DNAase (Invitrogen) foi adicionado. O cDNA foi sintetizado utilizando
iniciadores Oligo (dT) e transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen, CA, EUA). O
PCR foi realizado usando o termociclador Biorad CFX96 e SYBR Green (Invitrogen,
CA, EUA). O gene da GAPDH foi usado como um controle endégeno para corrigir a
expressao dos genes alvo. A eficiéncia da corrida dos genes alvo e do gene endégeno
foi aproximadamente igual, sendo calculada por diluicbes seriadas do cDNA. As
reacoes de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturacao e ativacao
da polimerase (4 min a 95°C), com 44 ciclos, cada um consistindo de 95°C por 10s e
60°C por 15s, seguido por uma curva de fusdo (60-95°C, com uma taxa de
aguecimento de 0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em que o cDNA foi
substituido por agua desionizada. A relacdo de expressado relativa de mRNA foi
calculada pela equacédo 2"AACt, onde CT expressa a diferenca entre o nimero de
ciclos dos genes alvo e o controle enddgeno. Os iniciadores foram projetados usando
o software on-line Primer3 web versédo 4,0,0. Sequéncias de iniciadores sentido e

antisentido utilizadas para amplificacéo séo descritas na tabela 2.



Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores senso e antisenso do RT-gPCR

Gene mRNA 5a3 3abd

Gapdh CTGACTTCAACAGCGACACC GTGGTCCAGGGGTCTTACTC
Srebplc AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
Cherbp TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
Fas TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
Fat-cd36 GCCCAATGGAGCCATCTTTG AGCTGCTACA GCCAGATTCA
Ppara TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
Cptla GCAGAGCACGGCAAAATGA GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT
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Legenda: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh), proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1c (Srebp-1c), proteina de ligagédo ao
elemento responsivo ao carboidrato (Cherbp), acido graxo sintase (Fas), translocase de acidos graxos cd36 (Fat-cd36) receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos alfa (Ppara), carnitine palmitoiltransferase 1a (Cptla), fator 4 ativador da trascricdo (Atf4), proteina homoéloga
ao C/EBP (Chop), gene de parada de crescimento e dano de DNA 45 (Gadd45).
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3.9 Andlise de dados

A distribuicdo normal e a homoscedasticidade foram testadas usando o teste
de Kolmogorov. Para analisar os dois grupos durante o pré-HIIT, foi utilizado o test T-
student e no pos-HIIT, jA com os oito grupos, o ANOVA de um fator e correcdo de
Brown-Forsythe and Welch. Durante a fase HIIT, também foi utilizado o ANOVA de
medidas repetidas e pos teste de Tukey, para analises da massa corporal e presséo
arterial sistémica. O software utilizado foi o GraphPadPrism, versédo 9.5.0, CA, EUA.
Os resultados sao apresentados com média + desvio padréo, e o valor P <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.



4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal (MC)

Fase Pré-HIIT
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A partir da 32 semana de experimento, o grupo HF-NT apresentou um

aumento significativo da MC (p<0,001) em comparacgéo ao grupo C-NT. Tal aumento

progrediu para +12% (p<0,001) na 62 semana, figura 1. Ao fim das primeiras 12

semanas (Pré-HIIT), a MC do grupo HF-NT apresentou um aumento significativo

(+10%, teste t, p=0,003) quando comparado ao grupo C-NT, figura 8.

Figura 8 - Evolucdo da massa corporal.
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Legenda: Os dados séo apresentados como média e desvio padrdo e valor significativo <0,05 e
n=5. Representa: [a] # C-NT e [b] # HF-NT. Nas semanas pré-HIIT, teste t-Student com
corregdo de Welch. Grupos: C-NT, controle ndo treinado; C-T, controle treinado durante
os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo
3; C-NTN, controle ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3;
HF-NT, hiperlipidico n&o treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-
TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, n&o treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-
NTN, hiperlipidico, ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3.
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Fase HIIT

Durante a fase do HIIT, foi realizada o ANOVA de medidas repetidas e poés
teste de Tukey para avaliar a evolugdo da MC dos animais em momentos diferentes
dos 3 ciclos, (cada ciclo com a duragédo de 3 semanas) onde os animais treinavam,
ndo treinaram e/ou voltavam a treinar. As compara¢gdes obedeceram as seguintes
combinacgdes cronoldgicas: semana 15 (Ciclo 1: semana 15 vs semana 12); semana
18 (ciclo 2: semana 18 vs semana 15) e semana 21 (ciclo 3: semana 21 vs semana

18), como pode ser visto na tabela 3.

Tabela 3 - ANOVA de medidas repetidas da massa corporal na fase HIIT

Grupos Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
C-NT +4% +7% +4%
C-T - +5% -
C-TNT +5% - -
C-NTN +5% +4% +3%
HF-NT +14% +10% +8%

HF-T +9% +7% +3%
HF-TNT +9% +5% +7%
HF-NTN +13% +4% +5%

Legenda: Os dados representam a comparacao da evolu¢cdo da massa corporal dos grupos
durante dos trés ciclos de treino e destreino. Teste estatistico utilizado, ANOVA de
medidas repetidas e pos teste de Tukey, p <0,05 significativo. Grupos: C-NT,
controle nédo treinado; C-T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle
treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle
ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3; HF-NT,
hiperlipidico néo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT,
hiperlipidico treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-
NTN, hiperlipidico, ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no
ciclo 3.

O grupo HF-NT apresentou um maior ganho de MC durante os 3 ciclos de
treino, semana 15: +14% (p<0,001), semana 18: +10% (p<0,001) e semana 21: +8%
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(p<0,001). Ja o grupo HF-T apresentou aumento atenuado da MC nas semanas 15,
18 e 21: +9% (p<0,001), +7% (p=0,03) e +3% (p=0,02), respectivamente.

O grupo HF-TNT, ao final do primeiro ciclo de treino (T), apresentou aumento
significativo de +9% na MC (p=0,003) na semana 15. Apds o segundo ciclo, sem
treino (N), o aumento na MC foi de +5% (p=0,03), semana 18. A fim do terceiro ciclo,

onde retornou a treinar (T), o aumento significativo na MC foi +7% (p=0,002).

O grupo HF-NTN, que realizou apenas um ciclo de treino, iniciou o primeiro
ciclo (semana 15) sem treino (N) e sua MC apresentou aumento significativo de
+13% (p=0,003). Apds o ciclo de treino (T), o aumento da MC foi de +4% (p=0,003)
e de volta ao ultimo ciclo sem treino (N), o aumento da MC foi de +5% (p=0,003).

Quanto aos grupos que receberam a dieta controle, o grupo C-NT (que néo
treinou em nenhum ciclo) apresentou um aumento significativo na MC de +4%
(p=0,04), +7% (p<0,007) e +4% (p=0,005), respectivamente nas semanas 15, 18 e
21. Ja o grupo C-T ndo apresentou diferenca significativa na sua MC na semana 15
(p=0,06); entretanto, apresentou um aumento significativo (+5%, p=0,04) na semana

18 e manteve sem aumento na semana 21 (p>0,99).

O grupo C-TNT, apresentou um aumento significativo de +5% da MC ao fim
do primeiro ciclo de treino (T), na semana 15, porém, tanto no ciclo sem treino (N),
guanto no ultimo ciclo que voltou a treinar (T), ndo houve diferenca significativa da
MC (p=0,13 e p= 0,24, respectivamente).

Em relagdo ao grupo C-NTN, que passou por dois ciclos sem treino,
apresentou um aumento significativo da MC (+5%, p=0,003) no primeiro ciclo sem
treinar (N); apds treinar um ciclo (T), houve aumento de +4% na MC (p<0,001), ja

no ciclo seguinte, sem treino (N), o aumento da MC foi de +3% (p=0,06).

Fase POs-HIIT

Apods o fim das semanas do HIIT foi realizado o ANOVA de um fator e p6s
teste de Dunnet T3 para comparar a evolucdo da MC entre os diferentes grupos. O
grupo HF-NT apresentou aumento significativo da MC de +29% (p<0,0001) quando
comparado ao grupo C-NT. Entretanto, quando comparado a MC do grupo HF-NT
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com o grupo HF-T, observou-se uma reducéo significativa da MC do grupo HF-T (-
11%, p=0,0010), figura 8.

De modo semelhante, os grupos que treinaram durante um ou dois ciclos, HF-
TNT (-9%, p=0,0002) e HF-NTN (-8%, p=0,0004), apresentaram MC
significativamente menor do que o grupo HF-NT. Os grupos HF-TNT (p=0,7882) e
HF-NTN (p=0,7449) nado apresentaram diferenca significativa da MC quando
comparados ao grupo HF-T. Também n&o houve diferenca significativa da MC final
entre os grupos HF-NTN e HF-TNT, figura 8.

Quanto aos grupos que receberam a dieta controle, ao fim do experimento,
nao foi observada diferenca significativa na MC do grupo C-T, quando comparados
ao grupo C-NT. Os grupos que ciclaram o treino em um ou dois ciclos, CTNT
(p=0,7655) e CNTN (p=0,7359) também nao apresentaram diferenca significativa da
MC quando comparados ao grupo C-T, tampouco houve diferenca significativa da
MC entre os grupos C-NTN e C-TNT (p>0,9999), figura 8.

4.2 Ingestao alimentar (IA), ganho ponderal (GP) e eficiéncia alimentar (EA)

Os animais alimentados com dieta controle e hiperlipidica apresentaram a
ingestéo alimentar (IA) (por grama de ragéo) semelhante durante todo o experimento.
Entretanto, o ganho ponderal (GP) a eficiéncia alimentar (EA) foi significativamente
inferior nos grupos que receberam a dieta controle (C-NT, C-T, C-TNT e C-NTN) em
comparacao aos seus homélogos que receberam a dieta hiperlipidica (HF-NT, HF-T,
HF-TNT e HF-NTN).

A fim de observarmos as alteragdes durante os ciclos de treino, destreino e
retreino, analisamos os resultados da IA, GP e EA, comparando o inicio e fim de cada
ciclo, como segue: ciclo 1(semana 15 vs. semanal?), ciclo 2 (semana 18 vs. semana

21) e ciclo 3 (semana 21 vs. semana 18).
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Ciclo 1: semana 15 vs. semana 12.

Ao fim do ciclo 1, visto na tabela 4, os animais os animais do grupo HF-NT néo
apresentaram diferenca na IA em relacdo ao grupo C-NT (p>0,99). Entretanto, os
grupos que treinaram neste ciclo, HF-T e HF-TNT, apresentaram um aumento da IA
respectivamente +5% (p=0,04) e +7% (p=0,002) em comparagao ao grupo HF-NT. De
forma similar se comportaram os grupos alimentados com dieta controle, onde foi
observado um aumento da IA nos grupos C-T (+7%, p=0,002) e C-TNT (+7, p=0,001)
em comparacéo ao grupo C-NT.

Quanto ao GP, o grupo HF-NT, conforme esperado, apresentou um aumento
de +263% (p<0,001) em comparacgéo ao grupo C-NT. Entretanto, os demais grupos
nao apresentaram diferenca significativa, o que pode ser visto na tabela 4.

A EA do grupo HF-NT apresentou um aumento de +412% (p<0,001) em
comparacao ao grupo C-NT. Foi observada reducdo da EA nos grupos que treinaram
os trés ciclos (HF-T, -38%, p<0,001) e curiosamente uma reducédo ainda maior no

grupo que treinou por 2 ciclos (HF-TNT, -44%, p<0,001), como visto na tabela 4.

Ciclo 2: semana 18 vs. semana 15.

Ao fim do ciclo 2, como visto na tabela 4, os animais os animais do grupo HF-
NT continuaram ndo apresentando diferenca na IA em relagdo ao grupo C-NT
(p>0,99). Todavia, os grupos que treinaram neste ciclo, HF-T e HF-NTN,
apresentaram um aumento da IA respectivamente +5% (p=0,03) e +7% (p<0,001) em
comparagao ao grupo HF-NT; assim como o grupo que nao treinou neste ciclo (HF-
TNT) prosseguiu apresentando um aumento da IA (+5%, p=0,03). Ja oS grupos
alimentados com dieta controle que treinaram, C-T e C-NTN, apresentaram um
aumento da IA de +6% (p=0,01) e +5% (p<0,001), respectivamente em comparagao
ao seu analogo que néo treinou. O grupo que C-TNT (que néo treinou neste ciclo)
apresentou reducao da IA (-4%, p=0,009) em comparacdo ao grupo C-NT.

Em relagdo ao GP, o grupo HF-NT continuou apresentando um aumento

significativo (+106%, p<0,001) em relacdo ao grupo C-NT (figura 13). Entretanto,
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todos os grupos de dieta hiperlipidica que treinaram apresentaram uma reducdo do
GP em relacdo ao grupo HF-NT: HF-T (-33%, p<0,001), HF-TNT (-38%, p<0,001) e
HF-NTN (-37%, p<0,001). A mesma reducao foi observada nos grupos alimentados
com dieta controle, onde houve uma reducéo do GP dos grupos HF-T, HF-TNT e HF-
NTN de -62% (p<0,001), -54% (p<0,001) e -48% (p<0,001), respectivamente.

A EA permaneceu aumentada no grupo HF-NT (+144%, p<0,001) em
comparacdo ao seu analogo alimentado com dieta controle. Entretanto, todos os
grupos hiperlipidicos que treinaram ou ndo neste ciclo apresentaram reducgdes
significativas similares da EA em comparacéo ao grupo HF-NT: HF-T (-30%, p=0,003);
HF-TNT (-30%, p=0,001) e HF-NTN (-36%, p<0,001). Também foi vista uma reducéao
da EA nos grupos de dieta controle que treinaram ou ndo durante este ciclo em
comparagcdo ao grupo C-NT: C-T (-31%, p=0,02); C-TNT (-38%, p=0,02) e

surpreendentemente o grupo C-NTN apresentou uma reducao de -57% (p<0,001).

Ciclo 3: semana 21 vs. semana 18

Ao fim do ciclo 3 (tabela 4), a IA do grupo HF-NT permaneceu sem diferenca
significativa em comparacdo ao grupo C-NT (p=0,94). Os grupos HF-T (+4%,
p=0,006), HF-TNT (+5%, p=0,001) e HF-NTN (+3%, p=0,02) continuaram
apresentando aumento da IA em comparacdo ao seu analogo que nao treinou em
nenhum ciclo (HF-NT). J& os grupos alimentados com dieta controle que treinaram
nesse ciclo, C-T (+6%, p<0,001) e C-TNT (+5%, p=0,001), apresentaram aumento da

IA em comparacao ao grupo C-NT.

O GP do grupo HF-NT permaneceu aumentado (+138%, p<0,001) em relacao
ao grupo C-NT. Entretanto, tanto os grupos que treinaram (HF-T, -115%, p<0,001 e
HF-TNT, -109, p<0,001) quanto o grupo que nao treinou neste ciclo (HF-NTN, -61%,
p<0,001) apresentaram uma reducédo do GP em relacdo ao grupo HF-NT. Ja nos
grupos de dieta controle, apenas 0s grupos que treinaram neste ciclo apresentaram
reducdo do GP (C-T, -133%, p<0,001 e C-TNT, -131%, p<0,001) em comparacgéo ao
grupo C-NT.

A EA do grupo HF-NT permaneceu aumentada (+184%, p<0,001) em relacdo
ao grupo C-NT. J& os demais grupos de dieta hiperlipidica (HF-T, -112%, p<0,001;
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HF-TNT, -106%, p<0,001 e HF-NTN, -68%, p<0,001) apresentaram reducao
significativa em relacdo ao grupo HF-NT. J& os grupos alimentados com dieta controle,
C-T e C-TNT, apresentaram uma reducao de -140% (p<0,001) e -133% (p<0,001),
respectivamente. Entretanto, o grupo C-NTN n&o apresentou diferenca significativa

guando comparado ao grupo C-NT (p=0,72).



Tabela 4 - Ingestdo alimentar, ganho ponderal e eficiéncia alimentar
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C-NT C-T C-TNT C-NTN HF-NT HF-T HF-TNT HF-NTN
Semana 12
Ingestéo alimentar (g/dia) 2.7+0,04 2.6+0,05
Ganho ponderal (g) 3,7£0,21 6,1+1,32
Eficiéncia alimentar (%) 142,3+16,2 244,9+10,22
Semana 15
Ingestao alimentar (g/dia) 2.6+0.07 2.7+0.042 2.7+0.032 2,6+0.06¢8" 2.5+0.072 2.7£0,06" 2.7+0,05b 2.5+0,08¢d
Ganho ponderal (g) 0.740.2 0,740.3 0.9+0.1 0.8+0,1 2.5+0.22 2.2+0.2 2.2+0.2 2.5+0.3
Eficiéncia alimentar (%) 26.3+11.2 35.2+7.8 43.1+12.8 45.4+12.9 134.8+14.92 83.8+11.8° 75.5+11b 140.2£13.4b¢
Semana 18
Ingestdo alimentar (g/dia) 2.610.1 2.7£0.12 2.6+0.05¢ 2.7+0.0224 2.6+0.05 2.8+0.04p 2.7+0.1° 2.8+0.05°
Ganho ponderal (g) 1,740.2 0.6+0.32 0.8+0.22 0.9+0.12 3.5+0.32 2.310.4° 2.2+0.3° 2.2+0.3°
Eficiéncia alimentar (%) 64.97+9 45.0+92 40.3+13.42 27.8+62¢ 158.6+19.42 110.5+17.1b 110.7£22.3° 101.946.4°
Semana 21
Ingestao alimentar (g/dia) 2.7+0,05 2.8+0,032 2.8+0,042 2.7+0,04¢4 2.6+0,03 2.7£0,04° 2.7+0,06° 2.740,04b
Ganho ponderal (g) 1.3+0.3 -0.4+0.22 -0.4+0.12 0.7+0.4ef 3.04£0.52 -0.440.3° -0.3+0.3° 1.1+0.6b.cd
Eficiéncia alimentar (%) 39.948.5 -16,3+3.12 -13.4+2.12 33.4+3.7¢d 113.5+£17.92 -13.8+2.5b -7.1+6.8° 36.2+18.1b.cd

Legenda: Os dados séo apresentados como média e desvio padrao e valor significativo <0,05 e n=5. Representa: [a] # C-NT; [b] # HF-NT; [c] # HF-T; [d] # HF-
TNT; [e] # C-T; [f] #C-TNT. Nas semanas pré-HIIT, teste t-Student com corregcdo de Welch. Grupos: C-NT, controle néo treinado; C-T, controle treinado
durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle n&o treinado no ciclo 1, treinado
no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico néo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado
no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico, ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3.



4.2 Pressdao arterial sistolica (PAS)

Fase Pré-HIIT
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OS grupos HF-NT e C-NT iniciaram o experimento sem apresentar diferenca

significativa entre si (p=0,82). Ao final das 12 semanas de inducao das dietas o grupo

HF-NT apresentou um aumento significativo da PAS (+16%, p<0,001) quando

comparado ao seu analogo de dieta controle, figura 9.

Figura 9 - Evolucdo da pressao arterial sistdlica
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Legenda: Os dados sdo apresentados como média e desvio padrao e valor significativo <0,05
e n=5. Representa: [a] # C-NT, [b] # HF-NT, [c] # HF-T, [d] # HF-TNT. Nas semanas
pré-HIIT, teste t-Student com correcdo de Welch. Nas semanas HIIT, o ANOVA de
um fator e corre¢@o de Brown-Forsythe and Welch. P<0,05 significativo. Grupos: C-
NT, controle ndo treinado; C-T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle
treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle ndo
treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico
néo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico
treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN,
hiperlipidico, néo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3.
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Fase HIIT

Durante as semanas de treinamento, o grupo HF-NT continuou apresentando
aumento significativo da PAS em comparacao ao grupo C-NT, em tempo cronolégico:
na semana 15 (+4%, p<0,001), semana 18 (+7%, p<0,001) e semana 21 (+4%,
p<0,001) o que pode ser visto na tabela 5. Ja4 o grupo HF-T apresentou uma reducao
significativa da PAS na semana 15 (-3%, p<0,001), semana 18 (-5%, p<0,001) e
semana 21 (-7%, p<0,001).

Tabela 5 - ANOVA de medidas repetidas da presséo arterial sistolica na fase HIIT

Grupos Ciclo1 Ciclo 2 Ciclo 3
C-NT - - -
C-T - - -
C-TNT - - -
C-NTN - - -
HF-NT +4% +18% +21%
HF-T -3% -5% 7%
HF-TNT -1% -1% -3%
HF-NTN - -2% -2%

Legenda: Os dados representam a comparagdo da evolugdo da massa corporal dos grupos
durante dos trés ciclos de treino e destreino. Teste estatistico utilizado, ANOVA de
medidas repetidas e pds teste de Tukey, p <0,05 significativo. Grupos: C-NT, controle
néo treinado; C-T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo
1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle ndo treinado no ciclo 1,
treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico ndo treinado; HF-T,
hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, ndo
treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico, néo treinado no ciclo 1,
treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3.

O grupo HF-TNT, que treinou por um ou 2 ciclos, comparado ao grupo HF-NT,
apresentou uma reducéo da PAS de -1% (p=0,02) ao fim do primeiro ciclo de treino
(semana 15). Na semana 18 (ciclo sem treinar), a PAS sistolica seguiu com reducao
significativa (-1%, p=0,02) e ao fim do segundo ciclo de treino (semana 21), a reducao
da PAS foi mantida significativa (-3%, p=0,001).
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Ja o grupo HF-NTN, que treinou o primeiro ciclo, ndo treinou no segundo ciclo
e voltou a treinar no terceiro ciclo, quando comparado ao grupo HF-NT, ao final do
primeiro ciclo, ndo foi observada diferenca significativa da PAS (p=0,12), porém ao fim
do ciclo de treino (semana 18) foi observado redugéo significativa de -2% (ANOVA de
um fator e pds teste de Dunnet T3, p<0,001). Ao fim do segundo ciclo sem treinar

(semana 21), ndo houve diferenca significativa na PAS (p=0,17).

Fase Pos-HIIT

Ao término do experimento, 0S grupos que receberam a dieta controle
permaneceram sem apresentar diferencas significativas na PAS. Ja o grupo HF-NT
apresentou aumento significativo da PAS (+33%, p<0,001) em comparacao ao grupo
C-NT, figura 9. O grupo HF-T, que treinou os trés ciclos, apresentou uma reducao de
-20% (p<0,001) quando comparado ao grupo HF-NT, tabela 5.

Quanto aos grupos que ciclaram entre treino e destreino, estes também
apresentaram reducao expressiva da PAS quando comparados ao grupo HF-NT, e
bem similar ao grupo que treinou por todo experimento, onde: HF-TNT, -17% (p=0,02)
e HF-NTN, -16% (p<0,001), tabela 5.

4.3 indice de adiposidade e distribuicdo do tecido adiposo

O grupo HF-NT apresentou aumento da massa de gordura intra-abdominal
(+153%, p=<0,001) e subcutanea (+93%, p=<0,001) quando comparado ao grupo C-
NT (figura 10 a). Os ciclos de treino reduziram os compartimentos de gorduras intra-
abdominal e subcutaneos, respectivamente dos: HFT, -58% e -48% (p=<0,001,
p=<0,001); HFTNT, -48% e -37% (p=<0,001, p=<0,001) e HFNTN -46% e -33%
(p=<0,001, p=<0,001) em comparacéo ao grupo HF-NT.



Figura 10 - Parametros do tecido adiposo.
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Legenda: Na figura a, indice de adiposidade e em b, distribuicdo de tecido adiposo. Representa: [a]
# C-NT, [b] # HF-NT, [c] # HF-T. Grupos: C-NT, controle néo treinado; C-T, controle treinado
durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado
no ciclo 3; C-NTN, controle n&o treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e n&o treinado no
ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico néo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos;
HF-TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, néo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-
NTN, hiperlipidico ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo treinado no ciclo 3. Os
dados sd@o apresentados como média e desvio padrdo e valor significativo <0,05 e n=5.
Analise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e corre¢do de Brown-Forsythe and Welch.
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Os compartimentos de tecido adiposo estdo apresentados de acordo com a
distribuicdo intra-abdominal e subcutanea, figura 10 b. Considerando o tempo
destinado ao treino, foi observado um aumento tanto da massa de gorduras intra-
abdominal quanto subcutanea nos grupos que ciclaram o HIIT em comparacdo ao
grupo HFT: o grupo HFTNT apresentou aumento de +24% de gordura intra-abdominal
e +21% na subcutanea (p=<0,001 e p=0,002, respectivamente); assim como 0 grupo
HENTN apresentou +30% (p=<0,001) e +29% (p=0,02). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos HFNTN e HFTNT em nenhum parémetro (p=0,93 e
p=0,68, gorduras intra-abdominal e subcutanea, respectivamente), figura 10 b.

Houve uma reducdo das gorduras intra-abdominal (-11%, p=0,02) e
subcutanea (-36%, p=0,02) do grupo CT quando comparado ao grupo C-NT. O HIT
também promoveu reducdo no grupo CTNT tanto na gordura intra-abdominal (-10%,
p=0,03) e subcutanea (-36%, p=0,02), figura 10 b.



Figura 11 - Fotografias da cavidade abdominal dos camundongos C57BI/6.
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Legenda: Nas fotografias observa-se no grupo HF-NT houve maior deposicdo de tecido
adiposo epididimario (cabeca de seta) e subcutaneo (seta) quando comparada
ao grupo C-NT. Os ciclos de treinamento com o HIIT reduziram a quantidade de
tecido adiposo nos grupos comparados a suas contrapartes, corroborando com
os dados apresentados no gréafico acima. Grupos: C-NT, controle ndo treinado;
C-T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1,
néo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle n&o treinado no
ciclo 1, treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico nao
treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico
treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN,
hiperlipidico n&o treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo
3.

Fonte: A autora, 2023.
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4.4 Metabolismo dos carboidratos

Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Fase Pré-HIIT

O TOTG realizado no final do pré-HIIT mostrou que os dos animais do grupo
HF-NT, apresentaram intolerancia a glicose quando comparado ao grupo C-NT,
demonstrado com maior area sob a curva (ASC) (+42%, p<0,001), mostrando um
atraso no restabelecimento ao padréo basal da glicemia apGs sobrecarga de glicose,

figura 12.

Figura 12 — Teste de tolerancia a glicose na fase Pré-HIIT
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Legenda: em a, € apresentado a &rea sob a curva do teste oral & glicose no periodo pré-HIIT; em b,
o grafico da area sob a curva no periodo pré-HIIT. Grupos: C-NT, controle ndo treinado; HF-
NT, hiperlipidico n&o treinado. Analise estatistica utilizada: teste t-Student com corre¢éo de
Welch e P<0,05 significativo.

Fase Pos-HIIT

Ao final do HIIT, os grupos alimentados com dieta controle ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, jA o grupo HF-NT apresentou maior intolerancia a
glicose (+61%, p<0,001) quando comparado ao grupo C-NT. Quanto aos grupos que
receberam dieta hiperlipidica e que treinou os 3 ciclos (HF-T: -37%, p<0,001), quanto
0S grupos que ciclaram o treino (HF-TNT: -34%, p<0,001 e HF-NTN: -29%, p<0,001)
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apresentaram reducéo significativa na ASC em comparacdo ao grupo HF-NT, na

figura 13.

Figura 13 — Teste de tolerancia a glicose na fase Pés-HIIT

a.
20~ &
X C-NT o HF-NT
® C-T O HF-T
A C-TNT A HF-TNT
15- ] v C-NTN v HF-NTN
-
: FALY I
£
@ 107 .
< | '
o & i g e
[e] g
= )
59
c ] L] 1 1
0 15 30 60 120
b Tempo (minutos)
2100
a=C-NT [a]
b=HF-NT ®
18004 c#HF-T BE-
_ d=HF-TNT
s
§ 1500- [b,c,d]
< [b] =
('2 1200 Vs o
o s TG
[t
900
600

1 I I 1 I I
C-NT C-T C-TNT C-NTN HF-NT HF-T HF-TNTHF-NTN

Legenda: em a, é apresentado a area sob a curva do teste oral a glicose no periodo pds-HIIT; em b,
o grafico da area sob a curva no periodo p6s-HIIT. Grupos: C-NT, controle ndo treinado; C-
T, controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, n&o treinado no
ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle néo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e
ndo treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico n&o treinado; HF-T, hiperlipidico treinado
durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e
treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e ndo
treinado no ciclo 3. Andlise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e corre¢cdo de Brown-
Forsythe and Welch.



59

Glicemia de jejum

Quanto a glicemia em jejum, os grupos alimentados com a dieta controle nédo
apresentaram diferenca significativa entre si. O grupo HF-NT apresentou um
aumento significativo (77%, p<0,001) em comparagdo ao grupo C-NT. J& os grupos
gue receberam a dieta hiperlipidica e que treinaram, apresentaram reducdo da
glicemia de jejum: HF-T (-40%, p<0,001), HF-TNT (-39%, p=0,001) e HF-NTN (-
24%, p=0,02) quando comparados ao grupo HF-NT, tabela 6.

Insulina plasmatica

A concentracdo de insulina plasmatica dos grupos alimentados com dieta

controle ndo apresentou diferenca significativa.

O grupo HF-NT apresentou aumento significativo (+72%, p<0,001) quando
comparado ao grupo C-NT. Todos o0s grupos que receberam dieta hiperlipidica e que
treinaram, apresentaram melhora em comparacdo ao grupo HF-NT: HF-T (-21%,
p<0,001), HF-TNT (-20%, p<0,001) e HF-NTN (-15%, p=0,002), tabela 6.

QUICKI e HOMA-IR

A sensibilidade a insulina foi detectada através do QUICKI. N&o foi observada
diferenca significativa entre os grupos controle. O grupo HF-NT apresentou uma
reducdo da sensibilidade a insulina quando comparado ao grupo C-NT (-9%,
p=0,006). Todos os grupos que receberam dieta hiperlipidica e que treinaram
constante ou por algum ciclo, apresentaram melhora na sensibilidade a insulina
guando comparados ao grupo HF-NT: HF-T (+10%, p=0,006); HF-TNT (+7%,
p=0,002) e HF-NTN (+7%, p=0,01), tabela 6.

O grupo HF-NT apresentou o maior indice de HOMA-IR, ou seja, uma maior
resisténcia a insulina quando comparado ao grupo C-NT (+101%, p=0,007). O HIT
melhorou a resisténcia a insulina dos grupos HF-T (-52%, p=0,007), HF-TNT (-40%,
p=0,03) e HF-NTN (-38%, p=0,03) em comparacao ao grupo HF-NT, tabela 6. Entre

0s grupos controle néo foi observada diferenca significativa.
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4.5 Bioquimica plasmatica

Triglicerideos plasméaticos

N&o foram observadas diferencas significativas na dosagem plasmatica de
triglicerideos entre os grupos alimentados com dieta controle. Entretanto, o grupo HF-
NT apresentou um aumento significativo (+56%, p<0,001) em comparacdo com 0
grupo C-NT. Os subgrupos de dieta hiperlipidica apresentaram diferencas
significativas relacionadas ao HIIT em comparacdo ao grupo HF-NT com énfase na
reducado de -27% no grupo HF-T (p<0,001), -24% no grupo HF-TNT (p<0,001) e -8%
no grupo HF-NTN (p<0,001), tabela 6.

Colesterol total plasmatico

O grupo HF-NT apresentou um aumento de +52% em relagéo ao grupo C-NT
(p<0,001), o que reflete os prejuizos causados pela dieta hiperlipidica. Os grupos que
treinaram os 3 ciclos, HF-T, assim como o grupo que ciclou o treino, HF-TNT,
apresentaram reducfes significativas em comparacdo com o grupo HF-NT,
respectivamente: -21% (p<0,001) e -13% (p=0,002), tabela 6. Entre 0s grupos
alimentados com dieta controle, apenas o grupo C-NTN apresentou diferenca de +5%
(p=0,04) em relacéo ao grupo C-TNT.

Alanina aminotransferase (ALT)

Foi observado um aumento significativo da ALT no grupo HF-NT (+26%,
p=0,006) quando comparado ao grupo C-NT, entretanto, todos 0S grupos que
treinaram apresentaram melhora quando comparados ao grupo que nao treinou: HF-
T (-23%, p=0,002), HF-TNT (-16%, p=0,03) e HF-NTN (-11%, p=0,02). Entre 0s grupos
de dieta controle, o grupo C-T apresentou uma reducédo de -18% (p=0,03) quando

comparado ao grupo C-NT, tabela 6.
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Aspartato aminotransferase

Os grupos de dieta controle ndo apresentaram diferengas significativas na
concentracdo de AST, ja o grupo HF-NT apresentou um aumento de +127% (p<0,001)
guando comparado ao grupo C-NT. Entretanto, o grupo HF-T (-40%, p=0,002) e os
que ciclaram o treino, HF-TNT (-39%, p<0,001) e HF-NTN (-33%, p=0,004),
apresentaram reducgdes significativamente similares nas concentragdes de AST em

relacdo ao grupo HF-NT, tabela 6.

Leptina plasmatica

O grupo HF-NT apresentou um aumento da concentracao de leptina em relacao
ao grupo C-NT (+520%, P<0,001), tabela 6. Todavia, todos 0s grupos que treinaram
ou ciclaram entre periodos em que treinaram ou nao treinaram apresentaram reducao
significativa quando comparados ao grupo HF-NT: HF-T (-63%, P<0,001); HF-TNT (-
61%, P<0,001) e HF-NTN (-45%, P<0,001). Quanto aos grupos de dieta controle,
apenas o grupo C-NTN néo apresentou diferenca significativa na concentracdo de

leptina quando comparado ao grupo C-NT (P>0,99).
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Tabela 6 — Bioquimica plasmatica

C-NT C-T C-TNT C-NTN HFE-NT HF-T HFE-TNT HF-NTN
Glicemia de jejum (mmol/L) 0.3+0.03 0.3+0.02 0.3+0.02 0.3+0.01 0.5+0.03 0.3+0,03M] 0.3+0,04] 0.3+0,03™
Insulina (pg/mL) 12.3+0.6 12.1+0.4 11.7+1.0 12.9+0.5 21.2+0.78 16.7+0.6M! 16.9+0.50] 17.9+0.4"!
QUICKI 0.3+0.04 0.3+0.02 0.3+0.01 0.3+0.02 0.3+0.01@ 0.3+0.010! 0.3+0.010] 0.3+0.01"!
HOMA-IR 2.8+0.6 2.6x0.3 2.5+0.4 3.2+04 5.5+1.0@ 2.7+0.4" 3.3+0.3M 3.4+0.5"!
Triacilglicerol (mg/dL) 57.0+0.4 56.1+0.3 56.6+0.5 56.1+1.0 88.7+0.5 64.5+0.6] 66.7+0.50 81.6+1.0bcd
Colesterol total (mg/dL) 114.3+5.8 106.3+5.1 110.2+2.1 115.3+1.41 173.5+5.6 136.6+3.8M] 150.6+4.80< 167.2+3.8cd
ALT (mg/dL) 24.0£1.6 19.6+1.3% 23.6+2.4 23.2+1.6 30.2+1.6 23.4+1.10) 25.8+0.8[) 26.8+0.8
AST (mg/dL) 90.4+14.8 79.2+3.6 90.4+10.2 100.6+14.3 205.2+15.9% 123.0+6.3F) 123.8+7.10) 136.2+5.9[
Leptina (10-%pg/mL) 24.1+2,7 15.0+0,9 17.0+0,9 24.3+2 4l 149,2+5.86 54,5+7.90] 58,6+11.3"! 81,5+6.20bd

Legenda: Os dados sdo apresentados como média e desvio padrao e valor significativo <0,05 e n=5. Representa: [a] # C-NT; [b] # HF-NT; [c] # HF-T; [d] # HF-
TNT; [e] # C-T; [f] # C-TNT. Nas semanas pré-HIIT, teste t-Student com correcdo de Welch. Grupos: C-NT, controle nao treinado; C-T, controle treinado
durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle n&o treinado no ciclo 1, treinado
no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico ndo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado
no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico, ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3.
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4.6 Parametros hepaticos

Massa do figado

N&o houve diferenca na massa hepatica entre os grupos alimentados com dieta
controle, porém o grupo HF-NT apresentou um aumento significativo (+45%, p<0,001)
quando comparado ao grupo C-NT. O HIIT reduziu da massa do figado nos grupos
HF-T (-21%, p<0,001); HF-TNT (-16%, p<0,001) e HF-NTN (-13%, p=0,004) quando
comparados ao grupo HFNT, figura 14.

Figura 12 - Massa hepética
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Legenda: Massa do figado corrigido pela massa corporal. Os dados sao apresentados como
média e desvio padrao e valor significativo <0,05 e n=5. Representa: [a] # C-NT, [b] #
HF-NT, [c] # HF-T, [d] # C-T, [e] # C-TNT. Grupos: C-NT, controle ndo treinado; C-T,
controle treinado durante os 3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado
no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; C-NTN, controle ndo treinado no ciclo 1, treinado no
ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3; HF-NT, hiperlipidico ndo treinado; HF-T, hiperlipidico
treinado durante os 3 ciclos; HF-TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, ndo treinado no
ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-NTN, hiperlipidico ndo treinado no ciclo 1, treinado no
ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3. Os dados séo apresentados como média e desvio
padrdo e valor significativo <0,05 e n=5. Analise estatistica utilizada: ANOVA de um
fator e correcdo de Brown-Forsythe and Welch.
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos de dieta controle. O grupo

HF-NT apresentou um aumento do acumulo de triglicerideos hepéticos de +64%

(p<0,0001) quando comparado ao grupo C-NT. O grupo HF-T apresentou uma

reducdo significativa dos triglicerideos hepaticos de -25% (p<0,0001) quando

comparado ao grupo HF-NT. O HIIT também parece ter beneficiado a redugcéo dos

triglicerideos hepaticos nos grupos que ciclaram o treinamento do HIT quando

comparados ao grupo HF-NT: o grupo HF-TNT apresentou a reducdo de -22%
(p<0,001) e o grupo HF-NTN, -13% (p=0,004). Contudo, considerando o tempo

destinado ao HIIT, o grupo HF-NTN apresentou um aumento significativo dos

triglicerideos plasmaticos (+16%, p=0,003) quando comparado ao grupo HF-T e nao

houve diferenca significativa entre os grupos HF-NTN e HF-T (+4%, p=0,92), figura

15.

Figura 13 - Triacilglicerol hepatico
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Legenda: Triacilgricerol hepatico. Os dados sdo apresentados como média e desvio padréo e
valor significativo <0,05 e n=5. Representa: [a] # C-NT, [b] # HF-NT, [c] # HF-T, [d] # C-
T, [e] # C-TNT. Grupos: C-NT, controle nao treinado; C-T, controle treinado durante os
3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, ndo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo
3; C-NTN, controle n&o treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3;
HF-NT, hiperlipidico n&o treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-
TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, néo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-
NTN, hiperlipidico ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e nao treinado no ciclo 3.
Os dados sdo apresentados como média e desvio padrédo e valor significativo <0,05 e
n=5. Andlise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e correcdo de Brown-Forsythe

and Welch.
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Esteatose hepatica

O grupo HF-NT apresentou maior porcentagem de esteatose hepatica (figura
16) quando comparado ao grupo C-NT (+104%, p<0,001). O HIIT promoveu
beneficios na reducdo da densidade de esteatose hepatica do grupo HF-T, que
apresentou uma reducgao significativa, cerca de -38%, quando comparado com o
grupo HF-NT (p<0,001).

Os grupos que ciclaram o treinamento: HF-TNT (-29%, p<0,001) e HF-NTN (-
13%, p=0,03) também apresentaram reducédo significativa da esteatose hepatica
guando comparados ao grupo HF-NT. Curiosamente, ndo houve diferenca
significativa (p=0,45) entre os grupos HF-TNT, que treinou por 2 ciclos e HF-T, que
treinou em todos os ciclos.

Figura 14 - Densidade de esteatose hepatica

100-

a=C-NT
- b=HF-NT
& 801 CxHF-TNT
[}
(2]
9
[5:]
2 B [a]
()
& % [b,c]
[} 4
T W [b] [b]
= e
7]
S
a 20-

- I %

0 ‘ T ’ T ‘m| . T T
C-NT C-T C-TNT C-NTN HF-NT HF-T HF-TNTHF-NTN

Legenda: Triacilgricerol hepatico. Os dados sdo apresentados como média e desvio padrédo e
valor significativo <0,05 e n=5. Representa: [a] # C-NT, [b] # HF-NT, [c] # HF-T, [d] # C-
T, [e] # C-TNT. Grupos: C-NT, controle ndo treinado; C-T, controle treinado durante os
3 ciclos; C-TNT, controle treinado no ciclo 1, n&o treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo
3; C-NTN, controle néo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3;
HF-NT, hiperlipidico néo treinado; HF-T, hiperlipidico treinado durante os 3 ciclos; HF-
TNT, hiperlipidico treinado no ciclo 1, néo treinado no ciclo 2 e treinado no ciclo 3; HF-
NTN, hiperlipidico ndo treinado no ciclo 1, treinado no ciclo 2 e néo treinado no ciclo 3.
Os dados sdo apresentados como média e desvio padrao e valor significativo <0,05 e
n=5. Analise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e correcdo de Brown-Forsythe
and Welch.
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Figura 15 - Fotomicrografia do tecido hepatico
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High-Fat

Legenda: A fotomicrografia do tecido hepatico corado em H&E corrobora com os dados anteriores, em que o grupo HF-NT apresenta microgoticulas (setas)
e algumas macrogoticulas lipidicas (cabeca de seta) nos hepatécitos em comparacdo com o grupo C-NT que apresenta o paréquima hepatico
preservado. Por outro lado, o grupo HL-T mostrou presenca reduzida das goticulas lipidicas nos hepat6citos em comparacdo ao grupo HF-NT,

barra de calibragao 50um; mesma ampliacao para todas as imagens (60x).
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Expressdo génica da via lipogénica hepatica

A expressao do gene Srebplc no grupo Hf-NT apresentou um aumento na
expressdo génica, de +38% (p=0,002) quando comparado ao grupo C-NT. Houve
menor expressao génica de Srebplc no grupo HF-T em relacdo ao grupo HF-NT (-
25%, p=0,01), figura 18 a.

O grupo que treinou por 2 ciclos, HF-TNT, apresentou uma reducao de -19%
(p=0,05) quando comparado ao grupo HF-NT, entretanto, o grupo que treinou apenas
1 ciclo, HF-NTN, se comportou igual ao HF-NT (p>0,99), figura 18 a.

Quanto aos grupos controle, houve reducédo da expressao do gene Srebplc
em todos os grupos que treinaram nos diferentes ciclos: C-T, -38% (p=0,004); C-TNT,
-37% (p=0,003) e C-NTN, -34% (p=0,03) quando comparados ao grupo C-NT, figura
18 a.

O Cherbp, figura 18 b, também apresentou aumento na expressao génica no
grupo HF-NT em relacdo ao grupo C-NT (+146%, p<0,001). Todavia, houve
diminuicao significativa em todos os grupos que treinaram: HF-T, -31% (p=0,002); HF-
TNT, -31% (p=0,01) e HF-NTN, -27% (p=0,008) quando comparados ao grupo HF-
NT.

A expressdo génica da Fas apresentou-se elevada no grupo HF-NT quando
comparado ao grupo C-NT (+134%; p<0,001). Entretanto, os grupos que receberam
dieta hiperlipidica e que treinaram por todo o experimento, inclusive 0os grupos que
ciclaram entre periodos de treino e destreino, apresentaram menor expressao génica
dessa enzima: HF-T, -27% (p<0,001); HF-TNT, -27% (p<0,001) e HF-NTN, -19%
(p=0,003) em relagéo ao grupo HF-NT, figura 18 c.

O gene FAT-CD36, apresentou aumento significativo de sua expressao no
grupo HF-NT (+145%, p<0,001) quando comparado ao grupo C-NT. Entretanto, os
dois grupos alimentados com dieta hiperlipidica, que ciclaram os periodos de
treinamento, apresentaram reducdes semelhantes na expresséo génica do FAT-CD36
ao grupo que treinou durante os 3 ciclos: HF-T, -32% (p<0,001), HF-TNT, -32%
(p<0,001) e HF-NTN, -29% (p=0,001) em comparacao ao grupo HF-NT, figura 18 d.
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Figura 16 - Expressao génica da via lipogénica hepéatica
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Legenda: Niveis de expressao génica, em a, proteina de ligagcdo ao elemento regulador de esterois

(Srbpl-c); em b, proteina de ligagdo ao elemento responsiva a carboidratos (Chrebp), em
¢, sintase de &cidos graxos (Faz) e em d, translocase de &cidos graxos (FAT-CD36). Os
genes selecionados foram normalizados pela expressao génica da proteina constitutiva
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Representa: [a] # C-NT, [b] # HF-NT, [c] #
HF-T, [d] # HF-TNT. Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo e valor
significativo <0,05 e n=5. Andlise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e corregdo de
Brown-Forsvthe and Welch.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-acid-synthase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cd36-antigen
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Expressdo génica da via da B-oxidacdo hepatica

O grupo HF-NT apresentou uma reducao de -61% (p=0,008) da expresséo
génica do Ppara em comparacdo com o grupo C-NT. Entretanto, o grupo HF-T
apresentou aumento de +67% em comparacdo com o grupo HF-NT (p=0,004). O
grupo HF-TNT também apresentou aumento da expressao do Ppara comparado ao
grupo HF-NT (+48%, p=0,03). N&ao houve diferenca significativa entre os grupos HF-
TNT e HF-T (p=0,86), tampouco entre HF-NTN e HF-TNT (p=0,17). Os grupos de dieta
controle, C-T e C-TNT, também apresentaram um aumento de +51% (p=0,03) e +40%
(p=0,04), respectivamente, quando comparados a seu analogo que nao treinou em
nenhum ciclo, figura 19 a.

Os niveis do gene Cptl-a foram mais baixos no grupo HF-NT em comparacéo
ao grupo C-NT (-70%, p=0,002). Os ciclos de treinamento com o HIIT provocou a
melhora da expressédo génica dos grupos HF-T (+85%, p=0,004) e HF-TNT (+60%,
p=0,02) em comparacao ao grupo HF-NT. N&o houve diferenca entre os grupos que
ciclaram o treino HF-NTN e HF-TNT (p=0,17). De maneira semelhante se
comportaram 0s grupos de dieta controle, onde houve um aumento de +60%
(p=0,001) e +41% (p=0,02) dos grupos C-T e C-TNT, respectivamente, quando
comparados ao grupo C-NT, figura 19 b.
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Figura 17 - Expressao génica da via da B-oxidacao hepatica
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Legenda: Niveis de expressdo génica, em a, carnitina palmitoil transferase (Cptla) e em b, receptor
ativado por proliferador de peroxissoma alfa. Os genes selecionados foram normalizados pela
expressdo génica da proteina constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh).
Representa: [a] # C-NT, [b] # HF-NT, [c] # HF-T. Os dados sdo apresentados como média e desvio
padrdo e valor significativo <0,05 e n=5. Andlise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e correcao
de Brown-Forsythe and Welch.

Expressdo génica da via do estresse do reticulo endoplasmatico hepatica

A expressédo génica do Atf4 no grupo HF-NT foi significativamente maior em
relacdo ao grupo C-NT (+68%, p<0,001). Apés o HIIT, todos os grupos alimentados
com dieta hiperlipidica, que treinaram apresentaram expressao reduzida em relacao
ao grupo HF-NT: HF-T (-33%, p<0,001), HF- TNT (-32%, p=0,01) e HF-NTN (-21%,
p=0,003). Os grupos de dieta controle que treinaram, C-T, C-TNT e C-NTN, também
apresentaram reducdo quando comparados ao grupo C-NT: -39% (p=0,02), -36%
(p=0,03) e -28% (p=0,05) respectivamente, dados representados na figura 20 a.

A expressao génica de Chop (figura 20 b) foi maior no grupo HF-NT quando
comparado ao grupo C-NT (+33%, p=0,008), e houve uma diminui¢cao nos grupos HF-
T, HF-TNT e HF-NTN em relacdo ao grupo HF-NT: -47% (p<0,001), -48% (p<0,001)
e -24% (0,03), respectivamente. Observou-se, também, reducdo nos grupos de dieta
controle que treinaram em relagcdo ao grupo C-NT: C-T (-37%, p=0,009), C-TNT (-
35%, p=0,002) e C-NTN (-39%, p=0,002).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/carnitine-palmitoyltransferase
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O Gadd45 apresentou uma expressao maior no grupo HF-NT em comparacao
ao grupo C-NT +84% (p<0,0001). Todavia, todos os HF-T, HF-TNT e HF-NTN
apresentaram um decréscimo de -33% (p<0,001), -28% (p<0,001) e -17% (p=0,01)
em comparacdo com o grupo HF-NT. Os grupos C-T, C-TNT e C-NTN também
apresentaram reducdo na expressao do Gadd45 em relacdo ao grupo C-NT: -85%

(p=0,003), -87% (p<0,001) e -85% (p<0,001), dados apresentados na figura 20 c.

Figura 18 - Expressao génica da via do estresse do reticulo endoplasmatico
hepatico.
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Legenda: Niveis de expressdo génica, em a, fator 4 ativador da trascricdo (Atf4); em b, proteina
homéloga ao C/EBP (CHOP) e em c, gene de parada de crescimento e dano de DNA 45
(G45). Os genes selecionados foram normalizados pela expressdo génica da proteina
constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Representa: [a] # C-NT, [b] #
HF-NT, [c] # HF-T, [d] # HF-TNT. Os dados séo apresentados como média e desvio padréo
e valor significativo <0,05 e n=5. Analise estatistica utilizada: ANOVA de um fator e corregdo
de Brown-Forsythe and Welch.
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5 Discusséao dos resultados

A perda de peso corporal pode ser facilmente alcancavel através de alteractes
dietéticas e da pratica de exercicios fisicos, porém dos 80% dos individuos que
conseguem uma reducao significativa conseguem manter a perda de peso a longo
prazo (85). A manutencdo da perda de peso bem-sucedida esta correlacionada a
reducdo de doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina e da prevencdo e
melhora DM2 (86).

O treinamento fisico apresenta potencial efetivo na reducdo do percentual de
gordura corporal e dos niveis séricos de TAG, colesterol total, além de auxiliar no
equilibrio da homeostase glicidica, todavia € observado grande evasdo dos
praticantes dessa intervencao devido a rotina diaria e a interrupcao do treinamento
cursa com a piora dos parametros fisiolégicos melhorados pelo exercicio fisico (87).

Estudos demonstram que a pratica regular do HIIT promove uma reducéo de
peso corporal moderada, entre 0,5 a 4kg, em adultos, o que tem sido associado a
melhora de metabdlicas comuns (88-91). Os resultados do presente estudo
demonstram que apds as 12 semanas do protocolo de treinamento, 0s grupos que
treinaram durante todo o experimento ou ciclaram entre periodos de treino e
destreiano apresentaram reducao moderada da MC em comparacdo aos grupos que
permaneceram sem treinar, 0 que pode ser explicado pelo fato do HIIT apresentar
potencial de elevar a densidade e capacidade mitocondrial levando ao aumento da
oxidacgéo de lipidica (92).

Foi observado, também uma menor EA e consequentemente em um menor GP
nos grupos dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica que treinaram por 3, 2 ou
1 ciclo em comparacdo ao grupo que ndo treinou em ciclo algum. Além o fato de os
grupos que treinavam, destreinavam e retreinavam, apresentavam parametros
similares aos grupos homélogos que treinaram durante os 3 ciclos. Tais resultados
demonstram que a ciclagem de treinamento promoveu uma adaptacdo fisiologica
capaz de gerar uma memoria metabdlica nos periodos de destreino (10) nos animais
do grupo HF-TNT.

Nossos resultados apresentaram uma maior reducao da PAS nos animais do
grupo HF-TNT em comparacao ao grupo HF-NTN, demonstrando que, quanto mais

recorrentes forem os ciclos de treinamento, maior sera a perduragédo dos beneficios
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nos periodos de destreino (63). Em nossos achados, parece ter havido um efeito
acumulativo relativo a modalidade do exercicio e a repeticdo dos ciclos de
retreinamento que retardou a perda dos efeitos benéficos promovidos pelo treino. A
PAS dos animais treinados, ndo retornava aos valores basais do inicio do protocolo
de treinamento quando destreinavam, o que conclui que o HIIT fornece melhorias
miocardicas (93), da aptidao vascular (69) e cardiorrespiratoria (14) prolongadas até
mesmo em periodos de destreino.

Animais alimentados com dieta hiperlipidica sdo modelos bem estabelecidos
para o estudo das alteracdes da tolerancia a glicose e a resisténcia a insulina (24, 94).
No presente estudo, 12 semanas de protocolo de treinamento reduziram a area sob a
curva no tempo de 2 horas, ap0s a sobrecarga de exercicio nos grupos que treinaram
durante todo o experimento ou que ciclaram o protocolo de exercicio. As melhorias no
metabolismo glicidico nos grupos que treinaram estdo intimamente associadas ao
aumento da captacéo de glicose no musculo esquelético e melhora da sensibilidade
a insulina (95). Além disso, é sabido que o exercicio fisico reduz a area sob a curva
de glicose naqueles com intolerancia a glicose ou diabetes tipo 2 (96).

Estudos demonstram que o HIIT pode melhorar a sensibilidade a insulina,
independentemente da perda de peso e da adiposidade, em humanos ou animais
sedentarios, com obesidade ou diabetes tipo 2 (12, 97, 98) e 0s nossos resultados
demonstram que os ciclos de destreino ndo apresentaram potencial para fazer com
gue estes parametros retornassem aos valores basais.

O exercicio fisico detém de mecanismos capazes de melhorar a sensibilidade
periférica a insulina em pessoas com alteracdes metabdlicas (99). Apesar do destreino
causar perdas parciais ou totais das adaptacdes fisiologicas e metabdlicas
conquistadas durante a pratica de exercicios (18), no presente estudo, o protocolo do
treinamento aumentou a sensibilidade a insulina nos grupos que ciclaram o
treinamento em concentragfes similares ao grupo de treinou durante todo o
experimento.

Além de melhorar a sensibilidade a insulina, a pratica regular de exercicio fisico
é capaz de aumentar a lipdlise, a massa muscular esquelética, a regulacdo da via da
beta-oxidacao, o transporte intracelular de lipidios e reduz o estresse oxidativo (100).
Nosso trabalho observou que reducdes significativas dos niveis de colesterol total e
TAG plasmaticos em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, o que é

crucial para a regressdo da doenca hepatica (53). O presente estudo demonstrou que
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0 consumo crénico de dieta hiperlipidica, rica em gordura saturada, pode colaborar
para o acumulo hepatico de lipidios devido ao excesso de ingestao calorica, aumento
da distribuicdo de acido graxo ao figado, oxidacdo inadequada de acidos graxos e
aumento da lipogénese de novo (24, 94, 101).

A respeito dos resultados da via lipogénica, os grupos da ciclagem do
treinamento foi capaz de assegurar uma a reducdo do gene Srebp-1c durante o
destreino. O Srebp-1c é considerado o principal regulador da lipogénese, pois sua
ativacdo leva a conversdo do piruvato em AGL no figado e uma elevacdo da
expressdo de genes que ativam a sintese e capitacdo de colesterol, AGs e
fosfolipidios (102).

O Srebplc promove transcricao de genes lipogénicos como FAS, ACC e SDC1
(Stearoyl-CoA Desaturase 1) (41). Os grupos que cumpriram algum protocolo de
treinamento também apresentaram uma reducdo da expressdo dos genes Cherbp
gue, junto ao Srebp-1c ativam a maquinaria enzimatica necessaria para a conversao
do excesso de glicose em AGs (43). Também foi observada uma reducdo da
expressdo do Fas, enzima limitante no passo final da biossintese de AGs (42)
contribuindo, assim, para a melhora da esteatose hepatica como visto no presente
estudo.

A metabolizacdo de AGs parece ser fortemente influenciada por genes alvos
do Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma-/0, que ativam os principais
transportadores de membrana plasmatica de AGL, como o FAT/CD36, que
desempenha importante papel na absorcéo e translocacdo de AGs de cadeia longa
através de difusdo facilitada (42). Os grupos de dieta hiperlipidica que treinaram nos
trés diferentes grupos apresentaram uma menor expressao do FAT/CD36, o que pode
estar correlacionado com menores concentracdes de TAG hepatico também
observado.

Um estudo utilizou camundongos C57BL/6 para comparar 0 exercicio de
intensidade moderada com o HIIT e concluiu que este foi capaz de reduzir a expressao
de genes envolvidos na lipogénese hepatica (26). Esse achado sugere que a reducéo
da sintese de AGs no figado € o principal mecanismo pelo qual o HIIT se mostra
superior ao exercicio moderado na redugéo da esteatose hepética (54).

Diante disso, examinamos 0s genes envolvidos no ERE: ATF4, CHOP e
GADD45. O ATF4 é um fator de transcricdo que regula varios genes relacionados a

UPR, incluindo a transcricdo do CHOP (103), que por sua vez € um dos principais
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indutores de apoptose por estagnar o ciclo celular através da inducao da expressao
do gene GADDA45 (51). Nossos resultados mostraram que 0s trés genes apresentaram
aumento de suas expressfes nos animais alimentados com dieta hiperlipidica.
Todavia, o treinamento foi capaz de reduzir a expressdo dos genes envolvidos no
estresse do RE nos grupos que treinaram os 3 ciclos de 3 semanas e esta reducao
pode ser observada inclusive nos grupos que destreinavam.

O treinamento fisico com o elevou o0 gasto energético dos animais, inclusive
dos grupos que ciclaram o treino, cursando com a reducdo da massa corporal,
melhora da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina. Os ciclos de treino também
reduziram a expressao dos genes lipogénicos, concomitante com o aumento da
expressado génica do PPARa e de genes do ERE, com consequente redugdo nos
triglicérides hepaticos e percentual de esteatose hepatica. Com base nessas
melhorias metabdlicas, principalmente o que concerne ao reganho de MC, este estudo
mostrou o potencial terapéutico benéfico do treinamento na DHGNA mesmo em
periodos de destreino, 0 que sugere haver uma preservacao da resposta fisioldgica

do exercicio.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstraram que o treinamento com o HIIT, assim
como esperado, proporcionou beneficios significativos na reducéo da massa corporal,
consequentemente auxiliando na reducdo da presséao arterial sistolica; na melhora do
metabolismo glicidico e lipidico, assim como reducéo da esteatose hepética de todos
0S animais que treinaram por pelo menos 1 ciclo de 3 semanas.

Foi visto que os animais dos grupos que ciclavam o treinamento continuavam
apresentando ganho de massa corporal porém em menores proporcdes em
comparacao aos grupos que se mantiveram sedentérios durante todo o experimento.
Dessa forma, podemos concluir que durante os periodos de destreino, 0os animais
mantinham, de modo total ou parcial, os beneficios advindos dos periodos que
treinaram e esses beneficios eram proporcionais ao maior nimero de periodos
treinados.

Os grupos que treinaram por dois ciclos apresentaram melhoras mais
significantes no controle do reganho de peso corporal, demonstrando, assim, que
quanto mais repetidas forem os ciclos de treinamento, menor sera o reganho de peso

corporal.
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