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Resumo

A utilizagdo de estratégias de emagrecimento para controle da composi¢ao corporal € bastante
utilizada em esportes de alto desempenho em que o controle do peso ¢ primordial para o bom
desempenho atlético. Além disso, a prevengdo e o tratamento de doengas cronico-
degenerativas e seus fatores de risco sao recomendados sempre através de aumento do nivel
de atividades fisicas e controle alimentar. Dentre as praticas de controle alimentar, vem se
destacando o uso do jejum intermitente. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos do jejum
intermitente em praticantes de atividades fisicas e atletas. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do treinamento de endurance associado a pratica do Jejum Intermitente em
aspectos metabodlicos do desempenho fisico, composi¢ao corporal e equilibrio redox de ratos
Wistar adultos. Para tanto, utilizou-se 26 ratos divididos em 4 grupos: Jejum Intermitente (JI)
— N=7, Jejum Intermitente + Exercicio (JI+tEX) — N=7, Exercicio (EX) — N=6 e Controle
(CON) — N=6. Os animais foram submetidos a 6 semanas de treinamento de nata¢ao durante
jejum diario de 18 horas. Ao final do periodo experimental os ratos do grupo JI+EX obtiveram
maior desempenho no teste de carga progressiva em relagdo aos grupos CON e JI sem
alteragcdes no lactato do ponto de fadiga. Como adaptacdo ao treinamento em JI, também
houve um aumento da atividade de citrato sintase no grupo JI+EX em relacdo aos grupos EX e
CON. Também foi encontrado um aumento no acumulo de gordura intramuscular no grupo
JI+EX comparado com o grupo CON e ao grupo JI. Os animais do grupo JI+EX apresentaram
menor massa magra ao compara-los com os animais CON e EX, porém, sem alteracdes no
consumo alimentar. Ao avaliar a eficiéncia alimentar, os grupos JI e JI+EX tiveram menor
eficiéncia alimentar em comparagdo com os grupos que nao realizaram JI. Quando avaliada a
composi¢ao corporal, o grupo JI apresentou um menor percentual do conteudo de proteinas e
maior de lipideos em relagao aos grupos EX e JI+EX; também foi encontrado uma maior
massa relativa do Tecido Adiposo Marrom (TAM) dos animais JI e JI+EX tanto em relagdo
aos CON quanto ao grupo EX. Nas andlises relacionadas ao metabolismo hepatico, foi
encontrado um aumento dos colesterois HDL no grupo JI+EX e ao avaliar pardmetros
relacionados 4 atividade oxidante, o grupo JI apresentou maior peroxidagdo lipidica e maior
carbonilacdo proteica em relagdo ao controle, enquanto os grupos que realizaram exercicio
apresentaram uma menor carbonilagdo proteica que os animais CON. Assim, foi observado
que ao realizar exercicio de endurance somado ao JI, os animais obtiveram um maior ganho
de desempenho fisico que parece ser sido a partir de adaptacdes metabolicas que permitiram
maior utilizagdo de energia quando necessario, como uma maior disponibilidade de colesterol
HDL e maiores estoques de lipideos no musculo esquelético. Também pode-se perceber que o
JI mostrou-se uma estratégia metabolicamente danosa, visto o grande desequilibrio redox
encontrado no figado dos animais submetidos a estratégia. Porém, pudemos observar também
o efeito benéfico encontrado na combinagdo dessa estratégia com o exercicio de endurance no
periodo de jejum.

Palavras-chave: Jejum. Exercicio. Aptid3o Fisica. Metabolismo. Exercicios Aerdbicos.



Abstract

The use of weight loss strategies and control of body composition is widely used in high
performance sports where weight control is paramount for good athletic performance. In
addition, the prevention and treatment of chronic diseases and their risk factors are always
recommended by increasing the level of physical activity and food control. Among the food
control practices, has been increasing the use of intermittent fasting. However, little is known
about the effects of intermittent fasting in practicing physical activities and athletes. The
objective of this study was to evaluate the effect of endurance training associated with the
practice of intermittent fasting on metabolic aspects of physical performance, body
composition and redox balance of adult Wistar rats. For this, we used 26 rats divided into 4
groups: Intermittent Fasting (JI) — N = 7, Intermittent Fasting + Exercise (JI + EX) - N =7
Exercise(EX) — N = 6 and control(CON) — n = 6. The animals were subjected to six weeks of
swimming training during fasting 18 hours daily. After the trial period the JI+EX group rats
had higher performance in progressive load test in relation to JI and CON groups without
changes in the lactate point of fatigue. As adaptation to training during JI, there was also an
increase in citrate synthase activity in the JI+EX group in relation to EX and CON groups. It
was also found an increase in intramuscular fat accumulation in the JI+EX group compared to
the EX group and the JI group. The animals JI+EX had lower lean body mass by comparing
them with the EX and CON animals but without changes in food consumption. In assessing
feed efficiency, the JI and JI+EX groups had lower feed efficiency compared to the groups
that not performed JI. By assessing body composition, the JI group had a lower percentage of
protein content and increased lipid in relation to JI+EX groups and EX; It was also found
greater relative mass of Brown Adipose Tissue (BAT) animal JI and JI+EX both in relation to
CON as the EX group. In the analyzes related to hepatic metabolism, an increase in HDL
cholesterols found in JI+EX group: in the parameters related to oxidative activity, the JI group
had increased lipid peroxidation and protein carbonylation compared to control, while the
groups that performed exercise had a lower protein carbonyls than the CON animals. Thus, it
was observed that when performing endurance exercise plus JI, the animals had the highest
gain of physical performance that seems to have been the result of metabolic adaptations that
allowed greater use of energy when needed, such as greater availability of HDL cholesterol
and lipids largest stocks in skeletal muscle. Also it could be seen that the JI proved to be a
metabolically harmful strategy, given the large redox imbalance found in the liver of animals
undergoing strategy. However, we also note the beneficial effects found in combining this
strategy with endurance exercise in the fasting period.

Keywords: Fasting. Exercise. Physical Fitness. Metabolism. Aerobic Exercise.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de estratégias de emagrecimento ¢ de grande importancia para melhoria da
saude, controle da massa e composicdo corporal, ganho de desempenho fisico, além de
melhora do metabolismo eficiéncia bioenergética de maneira saudavel. Dentro disso, como
formas mais utilizadas comumente estdo o treinamento de Endurance, caracterizado como
atividade aerdbia com tempo minimo de 30 minutos (COYLE, 1999); e a restricdo caldrica
(ABETE et al., 2011). Ultimamente vem sendo crescente a divulgacdo na literatura cientifica
o beneficio da utiliza¢ao do Jejum Intermitente (JI) como uma boa alternativa de alteragcdo do
padrao alimentar que resulta em beneficios metabodlicos importantes para o organismo
(TINSLEY; LA BOUNTY, 2015).

Atualmente a obesidade ¢ considerada o maior desafio da satde global; precursora de
outras doengas metabodlicas cronico-degenerativas como diabetes, hipertensao e doencas
neurometabolicas, sendo responsavel por uma média de 3,5 milhdes de mortes por ano no
mundo (NG et al.,, 2014). A preven¢do e o tratamento dessas doencas endémicas sdo
recomendados sempre através de um aumento da pratica de atividades fisicas e melhoria dos
habitos alimentares (JAKICIC et al., 2001; PATTYN et al., 2013). A utilizagdo de estratégias
de emagrecimento e controle da composi¢ao corporal também ¢ amplamente utilizada durante
periodos competitivos em esportes de alto desempenho, considerando que a massa corporal
pode influenciar diretamente no desempenho dos atletas, como nas modalidades de Ciclismo,
Hipismo e Lutas, que sdo divididas em categorias de peso.

Outro conceito importante diz respeito a atletas de endurance, que necessitam de uma
maior capacidade de energia por peso, sendo primordial uma maior eficiéncia energética para
0 sucesso atlético. Assim, deve-se manter um equilibrio entre peso e poténcia aerobia que
possibilite uma maior aptidao para concluir a prova com eficiéncia.

Poténcia Aerdbica ¢ a capacidade do organismo de utilizar vias aerobicas para gerar
energia para o trabalho. Sdo fatores que influenciam a poténcia aerébica do organismo, o
volume de tecidos metabolicamente ativos aerobiamente, e a massa do individuo, fazendo
com que tanto o aperfeicoamento do transporte de oxigénio, quanto a captacao pelo
organismo, sejam fatores determinantes para uma maior poténcia aerdbia.

A relag@o desta poténcia aerobia com o peso total do individuo reflete na capacidade de

trabalho e economia de energia, pois o trabalho motor sendo
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T=F=x*d
em que trabalho (T) é dado em Joules, e a Forca (F) ¢ a soma dos vetores do movimento e da
forca peso, quanto mais for¢ca necessdria para o deslocamento, maior o gasto energético.
Sendo assim, quanto maior a poténcia por massa, menor o esforco total para realizar um
deslocamento (KOMI; COMMISSION et al., 1993). Deste modo, a diminui¢do da massa
gorda, e aumento relativo da massa muscular, assim como a maior capacidade oxidativa
celular, provoca um aumento da capacidade de trabalho. Portanto, ao avaliar a potencialidade
da utilizagao do JI e a necessidade de atividade fisica preconizada para o bom funcionamento
do organismo, deve se observar também os efeitos metabolicas das duas estratégias em
conjunto. Assim, torna-se valida a avaliagdo dos efeitos dessa estratégia de JI aliado a um
treinamento de endurance na capacidade de endurance e no metabolismo energético

relacionado a performance fisica aerédbia, visto que sao pouco elucidados até o momento.

1.1 TREINAMENTO DE ENDURANCE

De modo geral, uma maior capacidade de endurance ¢ associada a diminui¢ao da
incidéncia de doengas cronico-degenerativas e a melhoria da vida funcional (SEALS et al.,
1984; AMORIM; DANTAS, 2002). Os mecanismos fisioldgicos relacionados ao desempenho
aerobico sdo principalmente associados a quantidade de mitocondrias e da atividade das
enzimas oxidativas (DAVIES; PACKER; BROOKS, 1981; INGJER, 1979). Sabe-se ainda
que o treinamento de endurance também provoca adaptacdes no sistema nervoso
(CHALIMONIUK et al., 2015; ZGHAL et al., 2015), mudangas da bioenergética muscular
(TAMURA et al., 2014; ROSENKILDE et al., 2015), na eficiéncia cardiocirculatoria (LEVY
et al., 1998) e ganhos estruturais na morfologia celular (DAVIES; PACKER; BROOKS,
1981).

A capacidade de endurance € reflexo de uma maior producdo e atividade de
mitocondrias, principalmente no musculo esquelético, que ¢ estimulada pela via de sinalizacao
da Proteina quinase ativada por AMP (AMPK), com papel crucial na regulagao da homeostase
celular (WINDER; TAYLOR; THOMSON, 2006). NARKAR et al. (2008) observaram que ao
administrar via oral agonistas de AMPK, a capacidade de endurance aumentava independente
da realizacdo de exercicios, demonstrando que o ganho de desempenho poderia ser

aprimorado por estimulagdo desta via.
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E bem estabelecido na literatura o uso do treinamento de endurance para controle da
composicao corporal e de doengas metabdlicas. Melhorias no metabolismo de glicose, efeito
cardioprotetor, melhora do perfil lipidico e concomitante prevencdo da Sindrome Metabolica
(SM) e seus precursores sao adaptagdes importantes associadas a essa pratica (VESTERINEN
etal., 2013; LOUCHE et al., 2013; WANG et al., 2014).

A ativagdo das vias da AMPK e consequente maior biogénese e atividade mitocondrial,
torna o tecido metabolicamente ativo, mostrando ser o efeito celular mais significativo na
utilizacdo do exercicio como forma de prevencdo e tratamento da obesidade e doencas
metabolicas, promovendo o emagrecimento através de uma maior taxa metabodlica basal e
atividade metabodlica dos tecidos (O’NEILL; HOLLOWAY; STEINBERG, 2013; LI; LI,
2014).

Ainda no contexto das adaptacdes metabodlicas, o exercicio de endurance também
promove no musculo a secre¢cdo de uma miocina denominada Irisina, importante reguladora
do metabolismo de lipidios, que ao reagir com o Tecido Adiposo Branco (TAB) estimula a
biogénese mitocondrial € o consequente gasto energético, em um processo denominado
Escurecimento do TAB, em que as caracteristicas do mesmo aproximam-se das do Tecido
Adiposo Marrom (TAM) (HOFMANN; ELBELT; STENGEL, 2014).

Esse escurecimento do TAB, além de aumentar o gasto energético e a termogénese, tem
efeitos benéficos na sensibilidade celular a insulina. GUNAWARDANA; PISTON (2012) ao
realizarem transplante de tecido adiposo marrom em ratos induzidos ao diabetes tipo I,
encontraram tolerancia a glicose normalizada, euglicemia, redug¢do na inflamagdo do tecido
adiposo, e reversdo de parametros clinicos marcadores classicos de diabetes, como politiria,
polidipsia e polifagia, sendo esses efeitos independentes da quantidade de insulina secretada
no organismo, o que reforca a importancia do exercicio de endurance na prevengdo e
tratamento de Diabetes (LIU et al., 2013; STANFORD et al., 2013).

Estudando a relacdio do exercicio com o metabolismo do tecido adiposo,
CZARKOWSKAPACZEK et al. (2014) demonstraram que a secrecdo de irisina pelo
musculo, e o consequente escurecimento do TAB modulada pelo exercicio de endurance nao
ocorre com estimulo agudo, sugerindo que os beneficios desse tipo de exercicio estdo no
efeito cronico e intermitente do mesmo, estimulando adaptacdo do organismo ao estresse.

Como adaptagdes ao estresse do exercicio, o balango redox, bastante afetado de maneira
aguda com o exercicio, no exercicio cronico torna-se mais resistente ao ataque das espécies
reativas de oxigénio (ERO) por um aperfeicoamento da barreira antioxidante (SVENSSON et

al., 2002). E bem estabelecido na literatura que a atividade das enzimas antioxidantes do
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organismo, principalmente superoxido desmutase, glutationa peroxidase e catalase, tem
funcdo primordial nesta adaptacdo (JI, 1993), sendo auxiliados pelos antioxidantes nao-
enzimaticos, como GSH, acido urico e bilirubina, aumentando assim a capacidade de ceder
elétrons as ERO e diminuir o estresse oxidativo na célula (JI, 2002; POWERS; JACKSON,
2008; GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012). Estas modificacdes enzimaticas e nao-
enzimaticas sdo caracterizadas como resposta adaptativa ao estresse intermitente, a fim de

manter a homeostase redox na célula.

1.2 JEJUM INTERMITENTE

O JI € uma estratégia de diminui¢do da frequéncia alimentar que comecou a ser estudada
em Mugulmanos, durante o periodo do Ramadan, caracterizado pela permanéncia em jejum
durante o dia (e alimentando-se apenas a noite) ao longo de um més. Ao final do periodo, os
mesmos apresentavam modificagdes do perfil metabolico como melhoras no perfil lipidico,
diminui¢do da frequéncia cardiaca e diminui¢do da massa gorda (GUMAA et al., 1978;
HALLAK; NOMANI, 1988; SALEH et al., 2005), levando a hipotese de que permanecer por
periodos intermitentes em jejum pode trazer beneficios a saude.

Desta forma, os estudos de JI consistem em metodologias de avaliagdo do efeito de
periodos alternados de privagdo alimentar e realimentagdo ad libitum, de geralmente doze a 24
horas. A maioria dos estudos relacionados a JI apresenta aperfeigoamento geral no
metabolismo do individuo, incluindo melhora da sensibilidade a insulina (HALBERG et al.,
2005; CARLSON et al., 2007; CARLSON; SNEAD; CAMPBELL, 1994), aumento do tempo
de sobrevida (GOODRICK et al., 1990), efeito cardioprotetor (VARADY et al., 2009), e
maior utilizagdo de lipidios como combustivel metabolico (VARADY et al., 2007;
HEILBRONN et al., 2005).

Esta estratégia ¢ responsavel por uma série de reagdes que promovem uma situagdo
favoravel para o ganho de desempenho aerobio (CANTO et al., 2010). Mais intimamente, ha
um aumento na expressdo da proteina sirtl, uma classe de proteinas que influencia em uma
variedade de processos celulares como diminui¢do da apoptose celular, resisténcia a stress
metabolico e maior eficiéncia energética em situagdes de privacdo energética e estresse
através da ativagdo da via de sintese mitocondrial (TIKOO et al., 2007; CANTO et al., 2010).

Uma reacao importante a uma maior expressao de sirtl, ¢ a maior ativacao da proteina
AMPK, estimulando a oxidacdo de acidos graxos no musculo, maior captacdo de glicose e

modula¢do da secre¢do de insulina nas células beta-pancreaticas (WINDER; HARDIE, 1999).
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Uma das respostas celulares a uma maior ativagdo de AMPK ¢ o aumento da expressao
também da proteina Coativador la do receptor ativado pelo ploriferador de peroxisoma
(PGCI1-0), um coativador transcricional que regula os genes envolvidos no metabolismo
energético. O PGCl-0 provoca uma maior resisténcia muscular ao lactato e uma maior
eficiéncia do ciclo de Cori através do aumento da produgdo de mitocondrias no tecido
estimulado (SUMMERMATTER et al., 2013).

Além da ativacdo da via de sintese mitocondrial, a proteina Sirtl também tem um
importante papel na atividade antioxidante do organismo por participar diretamente da
ativacdo do fator nuclear kappa B (NFxB), um complexo proteico que desempenha fungdes
como fator de transcri¢do que estd envolvido na resposta celular a estimulos como estresse,
citocinas, radicais livres, radiacdo ultravioleta, oxidacdo de LDL e antigenos virais e
bacterianos. A transcricdo de genes dependentes de NFxB influencia os niveis de ERO na
célula, podendo assim o JI gerar um efeito antioxidante semelhante ao ja conhecido resultado
do treinamento de endurance (BROOKS; GU, 2009; MORGAN; LIU, 2011).

Sistemicamente, as reacdes moleculares do JI nos tecidos levam a uma maior
preservacdo e eficiéncia celular, com diminuicdo de fatores apoptdticos, menor stress
oxidativo e aperfeicoamento da captacdo de energia pelas mitocondrias (CASTELLO et al.,
2010).

Entendido como uma intervengao estressora do metabolismo (WASSELIN et al., 2014;
NAKAMURA; WALKER; IKUTA, 2015), assim como uma sessao de exercicios, sugere-se
que o jejum, de maneira intermitente, possa ter efeitos metabolicos adaptativos semelhantes ao
de um treinamento fisico (PRAAG et al., 2014), podendo-se aplicar o modelo de sindrome
geral da adaptacdo a estratégia (Figura 1), abrindo a possibilidade de modulagao do estimulo e
manipulagdo das variaveis metabolicas. Isto sugere que podem existir possiveis efeitos
resultantes da sinergia entre o jejum intermitente e o exercicio (TINSLEY; LA BOUNTY,
2015).

estimulagao 1 = fase de retrocesso da capacidade
/ 2 = fase de aumento da capacidade
Q 3 3 = Fase de supercompensagdo
I
7]
£
o 1 2
S ' Tempo
(]
o
2
=
estimulagao

Figural: Grafico representativo do ciclo estimulo/supercompensacgdo apds um estresse.



18

1.3 TREINAMENTO DE ENDURANCE E JEJUM INTERMITENTE

E interessante ressaltar que RYAN et al. (2013) demonstraram que o treinamento de
endurance em combinagdo com restri¢ao calorica em idosos obesos, melhoram a resisténcia a
insulina e diminuem o percentual de massa gorda, mantendo a massa magra. O exercicio
fisico ¢ provavelmente o maior ativador fisiologico da proteina AMPK e da via de sintese
mitocondrial e homeostase glicEmica. Uma co-estimulacao das intervengdes do exercicio de
endurance com o JI pode ser um importante mecanismo para ganhos de desempenho através
do aumento da efici€éncia do metabolismo aerébico (HARDIE, 2007; KAHN et al., 2005).

Apesar da ligacdo dos efeitos metabolicos do JI a um possivel favorecimento no ganho
de desempenho e uma melhora da composig¢do corporal, poucos estudos procuraram entender
os efeitos da associagdo de JI e Exercicio Fisico. AZIZ et al. (2010) ao submeterem 30
homens a 30 minutos de exercicio de endurance (60% do consumo maximo de oxigénio),
seguidos de 30 minutos contrarrelogio, antes e depois do Ramadan, perceberam que houve
uma diminui¢do na distancia percorrida durante o contrarrel6gio, assim como uma diminui¢ao
da velocidade média durante os ultimos minutos do teste. Isto pode sugerir a ocorréncia de
uma fadiga mais rapida e reducdo do volume de oxigenacdo maxima (VO2max) e/ou limiar
anaerobio, o que vai contra as adaptagdes fisioldogicas normalmente encontradas como
consequéncia do aumento das sirtuinas e suas consequéncias, que deveriam manter ou
melhorar a resisténcia aerdbica e aumentar o limiar de lactato (SUMMERMATTER et al.,
2013; ROMANINO et al., 2011).

Porém, KLEMPEL et al. (2010) submeteram 16 individuos obesos (12 mulheres / 4
homens) a um estudo de 10 semanas, composto por 3 fases: 1) fase de controle de 2 semanas,
2) fase de alimentacdo com jejum em dias alternados (JDA) com controle da alimentagdo do
dia alimentado por 4 semanas, ¢ 3) de 4 semanas de JDA e alimentagdo ad libitum no dia
alimentado. Durante o periodo experimental o nivel de atividade fisica dos individuos
permaneceu o mesmo independente da fase do estudo, sugerindo que o jejum nio influenciou
na disposicao para atividade fisica.

Ao observar a relacdo do JI com treinamento resistido, TRABELSI e tal. (2013)
avaliaram o comportamento da composicdo corporal de fisiculturistas muculmanos (N=10)
submetidos a um treinamento de forca alimentados (a noite) ou em jejum (de dia) durante o
Ramadan, e os resultados demonstraram que nao houve alteracdo na composi¢ao corporal nem
no desempenho dos mesmos de acordo com a opg¢do do treino em jejum ou alimentado e

DANNECKER et al. (2013) ndo encontraram diferencas nos indicadores de dano muscular
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apds uma sessdo de exercicios resistidos, sugerindo que o jejum também ndo influencia na
recuperagdo muscular pds-treino dos individuos.

BHUTANI et al. (2013) ao randomizarem 64 individuos obesos em 4 grupos durante 12
semanas: 1) combinacdo (JDA mais exercicio de endurance), 2) JDA, 3) o exercicio, ou 4)
controle, perceberam que a massa gorda e a circunferéncia do quadril dos individuos dos
grupos 1 2 e 3 diminuiu, e que no grupo 1 ndo houve alteragdes na composicdo de massa
magra, o que significa que houve um aumento percentual da massa magra como efeito do JDA
com exercicio de endurance.

Em animais, o tnico estudo encontrado, realizado por SAKAMOTO; GRUNEWALD
(1987), demonstrou que, em ratos wistar, a combina¢ao do JI de 24 horas com 75 minutos de
corrida a 24 m/min, 5 dias por semana, durante 8 semanas, resultou em 29% mais peso, 29%
mais massa magra ¢ 18% menos massa gorda comparado a apenas o JI.

Observando que os poucos estudos existentes na literatura que buscam associar JI com
exercicio apresentam resultados controversos sobre o beneficio da associagdo destas duas
estratégias, nossa hipdtese ¢ que os resultados negativos ligados ao JI e treinamento estao
associados a avaliagdes agudas, e que o carater intermitente de ambos, de maneira cronica
(Figura 2), provocard uma melhora no desempenho fisico de ratos Wistar, assim como no

metabolismo mitocondrial € composi¢ao corporal.

exercicio ., 1 = fase de retrocesso da capacidade
2

Jejum y 2

ad libitum
fase de aumento da capacidade

3 = Fase de supercompensagéo

Tempo ’

Nivel de desempenho

ad libitum

exercicio

Figura2: Grafico representativo do ciclo estimulo/supercompensacdo de Jejum Intermitente e Exercicio.
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2. JUSTIFICATIVA

O presente estudo tem como justificativa a possivel relagdo do Jejum Intermitente
associado a pratica de treinamento aerébio com a melhoria da composi¢do corporal e aumento
da sintese mitocondrial, podendo provocar um aumento do desempenho aerdbio. Faz-se
necessario também entender os mecanismos fisioldgicos envolvidos no treinamento de
endurance em Jejum, escassos na literatura. Ha também possibilidade de aplicacdo pratica dos
resultados em pesquisas com humanos e possivel aplicacdo futura tanto em esportes de
rendimento quanto nos sistemas de saude, proporcionando beneficios diretos a satide publica,
combatendo as doengas hipocinéticas cronico-degenerativas e mais intensamente a sindrome
metabolica. A relevancia desta aplicacdo pratica se torna significante no contexto da saude
publica também por se tratar de uma opg¢do de tratamento ndo farmacoldgica e de facil

aplicacdo para estas pandemias relacionadas ao metabolismo energético.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
. Avaliar parametros relacionados ao desempenho aerébio e composi¢ao
corporal de Ratos Wistar associado ou ndo a estratégia de Jejum Intermitente e

Treinamento de Endurance.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Desenvolver um protocolo de treinamento de natacdo que diminua o
viés da composi¢ao corporal na determinagdo da intensidade do treinamento.

. Descreverasalteragdesnacomposicaocorporalepossiveisalteracdesnadistri
bui¢des da gordura corporal apos o periodo experimental.

. Observar a atividade mitocondrial e gordura intramuscular nos musculos
soleo e gastrocnémio.

. Analisar parametros relacionados ao equilibrio redox e metabolismo de

gordura no figado.
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4. METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos metodologicos realizados com os animais foram submetidos
previamente a apreciagdo do Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, e aprovado sob o protocolo N° 337/2015 no dia 28/01/2015
(Anexo A).

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram utilizados no estudo 28 ratos adultos da linhagem Wistar (ANILAB, Paulinia-
SP), com 120 dias de idade, ambientados no Biotério de Experimentagao do Laboratorio de
Nutri¢gdo Experimental - UFTM, mantidos sob regime circadiano de 12 horas de claro/escuro
com agua ad libitum e alimentacdo controlada (Jejum de 18 horas/dia) de acordo com o grupo
(Figura 3).

Os animais foram divididos em 4 grupos em que os grupos Exercicio (EX) e Controle
(CON) receberam alimentagao ad libitum e os grupos Jejum Intermitente + Exercicio (JI+EX)
e Jejum Intermitente (JI) foram submetidos a privagdo alimentar de 18 horas diarias e 6 horas

de alimentagao ad libitum.

4.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Antes do inicio do periodo de treinamento, foi realizado um periodo de adaptacao do
animal ao meio liquido, onde 0 mesmo permaneceu em contato com agua rasa 40 minutos por
dia, durante duas semanas, no mesmo periodo do dia em que foi realizado o treinamento. Isso
visou reduzir o estresse dos animais e adapta-los ao protocolo de treinamento fisico, realizado
na agua a temperatura de 31°C regulada por aquecedor com termostato automatico Hopar SA-
333 (ZhongShan, China).

Apos a pesagem hidrostatica, se deu inicio o treinamento de natacdo em um tanque com
agua em profundidade a 100cm e sobrecarga de peso equivalente a 3% do peso do animal,

considerando a retificagdo do mesmo pelo empuxo. O treinamento consistiu em 40 minutos
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por dia, em cinco sessdes semanais (segunda a sexta) e teve duracdo de 6 semanas. As
avaliagOes para ajuste semanal de carga foram realizadas nos dias de repouso do treinamento
(sdbado e domingo).

Os tempos de jejum e exercicio de cada sessdo de treinamento, assim como o periodo

em que os animais tiveram disponibilidade de alimento foram organizados como demonstrado

na figura 3.
(o)
S
. o .
JI+EX | Jejum | & | AdLibitum | Jejum
| | T | |
6h 10h 12h 18h
]
S
[})
EX | Ad Libitum | = | Ad Libitum |
| | ] | |
6h 10h 12h 18h
Ji | Jejum | AdLibitum | Jejum |
| | | | |
6h 12h 18h
CON | Ad Libitum |
| |
6h 12h 18h

Figura3: Linha do tempo da atividade didria do Jejum e do treinamento para o grupo JI+EX e o grupo JI.

O grupo EX realizou o treinamento de natagdo com os mesmos parametros
metodoldgicos e sequéncia circadiana do grupo JI+EX; o grupo CON ndo realizou exercicios
e teve oferta ad libitum de alimenta¢ao durante todo o dia.

Para maior comodidade no manejo e treinamento dos animais, a fim de trabalhar com o
minimo de estresse possivel aos mesmos, os animais foram submetidos a ciclos de
claro/escuro invertido, consistindo de escuro das 6has 18h, e claro das18h as6h. O treinamento
foi realizado no periodo escuro do ciclo dos animais € em sala com iluminagdo na cor
vermelha (625-740 nm), diminuindo assim o estresse dos animais, posto que os mesmos
possuem habitos noturnos e ndo enxergam a referida cor.

A densidade (D) especifica do Musculo ¢ de 1,06 g/cm? e da Gordura ¢ de 0,9196 g/cm?
(URBANCHEK et al., 2001; FARVID et al., 2005), assim, como ¢ demonstrado na Figura 4,
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quantidades diferentes dos dois compostos ao imergirem em agua destilada (D = 0,994 g/cm?)
produzem pesos subaquaticos diferentes. A escolha da carga foi designada a partir do peso
ajustado pelo peso subaquatico do animal (Peso Ajustado = Peso - peso subaquatico), que ¢
determinado como o peso do mesmo, menos o peso do volume de dgua deslocado quando o

animal ¢ imerso (Lei de Arquimedes).

A B C

Legenda:

- Gordura
B Viscuo
- Ao

Figura4: Interacdo de compartimentos corporais diferentes imersos em meio liquido de acordo
com a Lei de Arquimedes. O peso subaquatico da gordura (A) é menor que o de Musculo e

Gordura juntos (B), que por sua vez ¢ menor que o peso subaquatico apenas do musculo (C).

Assim, o animal foi mergulhado em uma proveta, suspenso por um fio inflexivel, e foi
calculado em balanca semi-analitica o peso do animal no momento da imersdo na agua. O
peso do animal na dgua foi o peso subtraido no rato como efeito do empuxo. Esse
procedimento é proposto a fim de normalizar a sobrecarga de treinamento de animais de
diferentes composigdes corporais treinando em ambiente aquatico, visto que composi¢des
corporais diferentes geram volumes diferentes e reagdes diferentes do empuxo em meio

liquido.

4.3.1 Teste de Carga Progressiva

Os animais foram submetidos apds o treinamento a um teste de carga progressiva,
adaptado do protocolo de lactato minimo especifico para o teste de natacdo proposto por
ARAUIJO et al. (2007); BECK; ARAUJO; GOBATTO (2012); GOBATTO et al. (2001). Foi
considerado o ponto de fadiga quando o animal passa entre 8 e 10 segundos de hipdxia, ndo
conseguindo subir a superficie para respirar. Apos detectada a fadiga, o animal era retirado da
agua e imediatamente retirado 25ul de sangue da cauda para medicao do lactato em aparelho

de medigao eletrolitica Yelowspring YSI 2300 STAT Plus (Yelowspring, Estados Unidos).
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4.4 EFICIENCIA ALIMENTAR

A eficiéncia alimentar foi mensurada através do coeficiente de eficacia alimentar (CEA).
Dos 60 aos 120 dias de vida (periodo experimental) os animais foram pesados e quantificado o
CEA de acordo com a ingestdo alimentar de cada grupo. O coeficiente de efic4cia alimentar &

a relagdo entre o ganho de peso por quantidade de alimento consumido:
PF — PI
TA

Em que PF: peso final (g) do animal durante o periodo de acompanhamento; PI: peso

CEA =

corporal do animal no inicio do experimento em gramas, TA: quantidade total de alimento

ingerido no periodo em gramas (NERY et al., 2011).

4.5 EUTANASIA

Os animais foram sedados com Quetamina (60mg/kg) e Xilazina (8mg/kg), e apos
confirmada a sedag@o por auséncia de respostas a estimulos pressoricos na cauda, foi realizada
a eutanasia a partir de uma exsanguinagdo por puncao cardiaca, de acordo com a Resolugdo
Normativa n° 13 de 20 de setembro de 2013, que baixa as diretrizes da pratica de eutanasia do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e as recomendagdes
da Lei n° 11.794, que Regulamenta o inciso VII do §1° do art. 225 da Constituicao Federal,

estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais.

4.6 AVALIACAO MURINOMETRICA E DE COMPOSICAO CORPORAL

A avaliagdo murinométrica dos animais foi realizada a partir do peso e de medidas do
cumprimento nasu-anal (CNA) e circunferéncia abdominal (CA) em que o protocolo das
aferi¢cdes seguiu o proposto por GUERRA; PETERS (1995). A partir do peso e do CNA foi
utilizada a férmula para o célculo do indice de massa corporea (IMC) baseado no proposto por
(NOVELLI et al., 2007) e expresso em cm3. A Composi¢do Corporal foi realizada através de
avaliagdo da composi¢do quimica da carcaga, a qual avaliou-se a quantidade absoluta e o
percentual de proteina, liquidos totais, minerais e lipidios presente na carcaca. A carcaca
consistiu de todo o corpo do animal, com excecdo da amostra de sangue retirada para analise
(aproximadamente 6 mL), o figado, o pancreas, a gordura subescapular e os musculos

gastrocnémio e séleo, que foram dissecados para andlises posteriores.
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4.6.1 Liquidos Corporais

A carcaga dos animais foi colocada em estufa aquecida a 105°C durante 48 horas a fim
de secar todo o liquido dos mesmos. Apds, foi calculado o liquido corporal total subtraindo-se
o peso final do peso antes do procedimento. Apds o procedimento toda a carcaca (com
excegdo da cabeca) foi triturada até que estivesse em total homogeneiza¢do utilizando um
processador comercial Phillips (Amsterdan, Holanda), e retiradas aliquotas para as analises

posteriores em triplicata.

4.6.2 Minerais

Apo6s homogeneizagao, a amostra foi encaminhada em aliquotas de 500mg em triplicata
a incinera¢do em mufla & 550°C, com aquecimento gradativo. A amostra ficou no forno até
que seu conteudo se apresentou branco ou cinza claro, e demonstrado peso constante. Todo o

conteudo organico da amostra foi incinerado, sobrando apenas o contetido mineral.

4.6.3 Lipidios

Foi separado, em triplicata, 0,5g da amostra homogeneizada, envolvida por papel filtro e
colocada dentro de cartuchos de Soxhlet. Por meio da técnica de extragdo, com éter de
petréleo como solvente, foi removido todo o lipidio da amostra, destilando o éter e removendo
a gordura para um baldo, utilizando-se do aparelho de Soxhlet. Depois de 24 horas, o solvente
foi eliminado por evaporacao e o baldao de Soxlhet pesado. A diferenca entre o peso do balao
limpo, previamente determinado, e do baldao com lipidios forneceu o valor de gordura presente
na amostra. O percentual de gordura corporal foi calculado relacionando a quantidade de

gordura na amostra pelo peso corporal total.

4.6.4 Proteinas

A proteina total foi analisada em triplicata, com aliquotas de 500 mg, por meio de uma
adaptacao do método de Kjeldahl (KJELDAHL, 1883) para pequenas amostras (micro-
kjeldahl), este método fundamenta-se na destrui¢do da matéria organica com acido sulftrico
concentrado, que decompde a substancia organica por oxidagdo para libertar o nitrogénio

reduzido como sulfato de amdnio. Nesta etapa, o sulfato de potéssio e sulfato de cobre em
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proporc¢ao 1:10 (v/v) é adicionado para catalisar a reagdo e aumentar o ponto de fervura do
meio (de 337° C para 373° C). A decomposi¢cdo quimica da amostra ¢ completa quando o
meio inicialmente de cor muito escura torna-se limpido e incolor.

A solugdo ¢ entdo destilada com uma pequena quantidade de hidréxido de sodio, que
converte o sal de amoénio em amoniaco. A quantidade de amoniaco presente, e assim a
quantidade de nitrogénio presente na amostra, ¢ determinada por titulagdo de retorno. A
extremidade do condensador ¢ mergulhada em uma solugdo de acido borico. A amonia reage
com o acido e o restante do acido ¢ entdo titulado com uma solucao de carbonato de sodio por
meio de um indicador de pH de vermelho de metila mais azul de metileno.

O percentual de nitrogénio encontrado foi multiplicado pelo fator arbitrario 6,25, para
obtengdo do percentual de proteina nas amostras, uma vez que o teor de nitrogénio se

aproxima de 16% do conteudo proteico total.

4.6.5 Gordura Intramuscular

Para determinacdo e quantificacdo de gordura total muscular, foi utilizado o método
proposto por BLIGH; DYER (1959). Para esse método foram utilizados 0,5g de tecido
muscular da por¢do vermelha do gastrocnémio, do qual foram homogeneizados com 0,8 mL
de agua destilada, em tubos de 10 mL. Em seguida foi adicionado 1 mL de cloroféormio e 2
mL de metanol. Os tubos foram submetidos a agitagdo em vortex por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 1 mL de H20.

Uma nova agitagdo foi realizada por aproximadamente 2 minutos, € entdo os tubos
foram centrifugados a 1000 rpm por 2 minutos para separacao das camadas de cloroférmio
(inferior) e aquosa (superior).

Uma aliquota de aproximadamente 1,3 mL do cloroféormio foi retirada e colocando em
um tubo de ensaio contendo 1 g de sulfato de so6dio anidro para remogao de tragos de agua.
Deste sobrenadante limpido, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para um béquer
previamente pesado, o qual foi levado para uma estufa com circulagdo forcada de ar a 75°C.
Ap0s evaporar todo o cloroférmio, os béqueres foram novamente pesados.

O célculo foi realizado pela diferenga das pesagens do béquer dividido pela massa

inicial de tecido utilizado.

4.7 ATIVIDADE DE CITRATO SINTASE



28

A citratosintase ¢ uma enzima transferase, e controla o primeiro passo do ciclo de
Krebs, também conhecido como '"ciclo do 4cido citrico". Normalmente a analise de sua
atividade ¢ utilizada para avaliar parametros relacionados ao metabolismo oxidativo da
mitocondria. Esta localizada no interior das células, mais especificamente na matriz
mitocondrial, mas ¢ codificada pelo DNA nuclear ao invés do mitocondrial. E sintetizada
utilizando-se dos ribossomos do citoplasma, e entdo transportada para a matriz mitocondrial.
E comumente utilizada como marcador quantitativo de enzima pela presenga intacta da
mitocondria. A enzima catalisa a reagao de condensagdo de um residuo de acetato contendo 2
carbonos de uma acetil coenzima A com uma molécula de oxaloacetato contendo quatro
carbonos para formar um citrato de seis carbonos. O oxaloacetado sera regenerado apods
completada uma série do ciclo de Krebs.

A reagdo realizada pela enzima citratosintase ¢é:

Acetil — CoA + Oxaloacetato’™ + H:O —— Citrato® + CoASH + H'

O método mede o radical SH com o uso de 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) Esta
reagdo pode ser facilmente seguida a 412 nm, pois o ionmercaptano/sulfidrila (SH) tem uma
forte absor¢do (¢ = 13,600M'-cm™); e nenhum dos materiais de partida absorvem neste
comprimento de onda. A gama de pH, que podem ser estudadas esta limitada a 7,4-9,0.
Quando qualquer um dos compostos, acetil-CoA ou oxaloacetato, ¢ usado em quantidades
limitantes neste ensaio, ele pode ser utilizado como um ensaio rapido e sensivel para observar
a reacao do composto limitado.

Assim, o método de ensaio da atividade de citratosintase foi realizado a partir do
proposto por SRERE (1969). Os tecidos foram homogenizados (1:10, w/v) em tampao Tris-
HCI, pHS8,1. Os homogenatos foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 800 x g por 10
minutos ¢ o sobrenadante mantido em nitrogénio liquido até sua utilizagdo para determinar a
atividade enzimatica.

O periodo maximo entre a preparagao do homogenato e a andlise enzimatica foi sempre
inferior a 5 dias. O contetido de proteinas foi determinado pelo método descrito por LOWRY
et al. (1951), que ¢ baseado na complexacdo do cobre em meio alcalino formando uma
cuproproteina de cor azul, lido espectrofotometricamente a 750nm. Os ions cobre, em meio
alcalino, reagem com as ligagdes peptidicas das proteinas, formando um complexo de cor

purpura proporcional a concentracao de proteinas presentes na amostra.
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A mistura para a reacdo de citratosintase conteve ImM de 5,5’-ditiobis-(2 &cido
nitrobenzoico), 10 mM de AcetilCoA, e 0,05 mL de solucdo de enzima ajustada por diluicao
para conter entre 0,1 e 0,4 unidade de enzima por mililitro. O ensaio foi iniciado com
oxaloacetato 10 mM emonitorado com 412nm por 6 minutos a 25°C. Foi avaliada aquantidade
de sulfidrila (SH) liberada na reagdo utilizando-se o coeficiente de extingdo molar €412 =
13,600M'-cm™. A atividade foi expressa em mol/g !'min™' de SH. Os resultados foram
relativizados pela concentragdo de proteinas e a atividade enzimatica determinada pela area

sobre a curva de acordo com o método trapezoidal (MATTHEWS et al., 1990).

4.8 PERFIL LIPIDICO HEPATICO

Amostras de 0,2 g do figado dos animais foram retiradas por dissecagdo e
homogeneizadas em turrax com 2ml de dgua destilada em tubos de ensaio. A amostra foi
submetida a0 mesmo método de BLIGH; DYER (1959) descrito acima. Apos a pesagem dos
tubos de ensaio e quantificagdo de gorduras totais na amostra, a mesma foi ressuspendida em
1ml de Alcool Iso-propilico.

Com a amostra ressuspendida foram dosados, colesterol total e HDL-colesterol hepatico
por método enzimatico colorimétrico (Labtest Diagnostica) com equipamento semi-
automatico (Hitachi, Téquio, Japao).

Para andlise de colesterol total os ésteres de colesterol sdo hidrolizados pela enzima
colesterol esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre ¢ oxidado pela enzima
colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e
peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando a
antipirilquinonimina, que tem absortividade méxima e estdvel em 500nm. A intensidade da
cor vermelha formada na reacdo final é diretamente proporcional a concentragdo do colesterol
presente na amostra.

No teste adiciona-se 100 pl da amostra a Iml do reagente de trabalho contendo tampao
50mmol/L, Ph 7,0; fenol 24mmol/L; colato de sédio 500 umol/L; azida sddica 15 mmol/L; 4
aminoantipirina 500 pmol/L; colesterol esterase 250 U/L, colesterol oxidase 250 U/L e
peroxidase 1000U/L. Apds a mistura, a amostra ¢ encubada em banho-maria a 37°C durante
10 minutos e ap6s, medidos em espectrofotdometro.

O HDL-colesterol foi determinado apds mistura da amostra 1ml de reagente precipitante
contendo acido fosfofungistico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L, que precipitam

seletiva e quantitativamente as VLDL e LDL. Apds a mistura a amostra foi agitada
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vigorosamente por 30 segundos e centrifugada por 15 minutos a 3.500rpm para obter um
sobrenadante limpido. O sobrenadante foi utilizado no mesmo ensaio de andlise de colesterol

total.

4.9 ESTRESSE OXIDATIVO HEPATICO

Os tecidos do figado foram homogeneizados em tampao Tris-HCI Ph 8.1 e
centrifugados em centrifuga refrigerada a temperatura de 4°C e velocidade de 2000rpm
durante 10 minutos, o sobrenadante foi retirado e utilizado para analise de Tidis ndo proteicos,

substancias reativas ao acido tiobarbiturico e proteinas carboniladas.

4.9.1 Tiois nao proteicos

Os ti6is ndo proteicos sdo principalmente representados pela —y-glutamilcistenilglicina —
Glutationa, um tripeptideo antioxidante hidrossoluvel constituido por acido glutamico,
cisteina e glicina, sendo que o grupo tiol da cisteina o responsavel por suas propriedades
antioxidantes. Na sua forma reduzida (GSH), a glutationa tem papel crucial na metabolizagdo
de peroxidos de hidrogénio (H202) como cofator da enzima glutationa peroxidase. E um
antioxidante de extrema importancia na protecao das estruturas do nucleo e da mitocondria
contra a¢do das espécies reativas de oxigénio.

A quantificagdo dos tidis ndo proteicos hepatico foram realizadas por método
colorimétrico, que consiste na reagdo do grupo sulfidrila com 5,5 - ditiobis (2-
acidonitrobenzoico) (DTNB) com posterior leitura espectrofotomética no comprimento de
onda de 412 nm. A concentragdo foi calculada utilizando-se coeficiente de extingdo molar € =

13.100M'-cm™ (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.9.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (SRATB)

A peroxidacao lipidica ¢ uma reagdo entre as espécies reativas de oxigénio e acidos
graxos, geralmente compostos da bicamada lipidica da parede celular apos peroxidagao do
acido graxo, o mesmo ¢ clivado no carbono beta formando compostos aldeidos reativos,
principalmente o acido malondialdeido (MDA). Deste modo, a peroxidagdo lipidica foi

medida pela determinagdo das SRATB, subprodutos da reacdo de peroxidagdo, segundo
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BUEGE; AUST (1978). Os reagentes utilizados na analise de SRATB foram: solucao 15% p/v
de 4cido tricloroacético, 0,375% p/v de acido tiobarbiturico em 0,25 N de acido cloridrico.
Para a anélise no musculo soleo foi utilizada uma massa de aproximadamente 200 mg a
qual foi homogeneizada em ultraturrax com 500 pL de KCI 1,15%. Foi adicionado a este
homogenato 1 mL do reagente TCA-TBA-HCI. Para a andlise no figado foi utilizada uma
massa de aproximadamente 400 mg a qual foi homogeneizada em ultraturrax com 8mL de
EDTA a 0,02 M. Uma aliquota de 500uL deste homogenato foi retirada e adicionado ImL do
reagente TCA-TBA-HCl com posterior agitacdo no vortex. As solugdes entdo foram
aquecidas por 15 minutos em agua fervente (100°C). Apods esfriar, as solugdes foram
centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm, sendo recolhido o sobrenadante para posterior
leitura. A absorbancia do sobrenadante foi determinada a 535 nm contra um branco. A
concentracdo de SRATB da amostra foi calculada de acordo com o coeficiente de extingdo

molar € = 156.000M "-cm ™.

4.9.3 Proteinas carboniladas

A carbonilagdo de proteinas, ¢ o surgimento de grupos carbonila — constituidos de um
atomo de carbono e um de oxigénio, ligados por ligacdo dupla — em proteinas, geralmente
apo6s oxidagdo por radicais livres de oxigénio, aldeidos ou cetonas. O contetido carbonilico de
proteinas ¢ amplamente utilizado como marcador de dano oxidativo em proteinas, sob
condi¢des de estresse oxidativo. A partir disto, os danos oxidativos em proteinas foram
determinados no figado e no musculo séleo e mensurados pela reacdo com
dinitrofenilhidrazina  (DNPH). O contetdo de carbonilas foi  determinado
espectrofotometricamente em 370 nm usando um coeficiente & = 22.000M!'-cm™!

(MEKRUNGRUANGWONG et al., 2012).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Ap6s a aplicagdo do teste de normalidade dos dados (Kolgomorov-Smirnov) os dados
foram dados como paramétricos, e assim, utilizada a andlise de variancia de duas vias
(ANOVA two-way) com pos teste de Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Um
nivel de significancia de 0,05 foi considerado e o software GraphPad Prism 5.0 para Windows

foi utilizado para as analises.
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5. RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR

Durante o periodo experimental foi acompanhado o ganho de peso dos animais (Figura
5). Pdde ser notado que o peso dos grupos JI e JI+EX decresceu em comparagdo com o CON

e EX chegando a ter uma diferenca estatistica durante a tltima semana de treinamento.

400-

*#

zero 1 2 3 4 5 6
Semanas

Figura5: Massa dos animais durante o periodo experimental. (*) indica p < 0,05
em relacdo ao grupo CON e (#) indica p < 0,05 em relacdo ao grupo EX.

Ao observarmos o padrdo de consumo alimentar na figura 6, percebemos que o consumo
relativo semanal (A) dos animais ndo se altera durante o periodo experimental. Porém, ao
observar o coeficiente de eficiéncia alimentar (B) nota-se que, nas duas primeiras semanas do
periodo experimental, a intervengdo nao parece ter alterado o balanco energético dos animais,
na terceira semana os grupos JI e JI+EX comegaram a demonstrar um comportamento
alimentar diferente dos com alimentacdo ad libitum e parecem ter tido um efeito rebote na
quarta semana, com o aumento da eficiéncia alimentar, mas refletindo pouco no peso, e na

sexta semana uma queda abrupta na eficiéncia alimentar ao final do periodo experimental.
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Figura6: Consumo relativo semanal de ragdo (A) e Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) (B)
durante periodo experimental. (*) indica p < 0,05 em relacdo ao grupo CON e (#) indica p < 0,05 em
relacdo ao grupo EX.

5.2 COMPOSICAO CORPORAL

Como demonstra a tabela 1, o periodo diario de jejum ndo provocou alteragdes no
conteudo proteico ao passo que foi observado um concomitante aumento do percentual de
gordura dos animais do grupo JI. Adicionalmente, a inclusdo do exercicio a rotina no grupo
JI+EX resultou em um maior conteudo proteico € menor percentual de gordura em relagdo ao
grupo JI. Os grupos que realizaram exercicio obtiveram menor percentual de gordura que os
animais do grupo JI. Em termos percentuais os grupos EX e JI+EX nao tiveram diferencas na

composicao corporal total.

Tabelal: Percentual da composicao total de Lipidios, Proteinas, Minerais e
Agua da carcaga dos animais.

CON EX JI JI+EX

Lipidios  7,36x1,20  5,37+2,65% 9154222  5,72+230%

Proteinas 19,86+2,64  21,35+1,22* 18,41+1,79 22,88+2,39*#

Minerais  3,5940,70 3,90+0,24 3,45+0,49 4,30+0,81

Agua 67,56+3,78  67,87£2,06 66,91+£0,62  64,88+2,59
(*) indica p < 0,05 para o grupo JI; (#) indica p < 0,05 para o grupo CON

A gordura escapular, composta de TAM, obteve comportamentos distintos entre os
grupos, como mostra a Tabela 2.0sgrupos JI e JI+EX tiveram um aumento significativo da
massa de gordura marrom em comparagao com o grupo EX.

Contrariamente ao TAM, observou-se que os outros tecidos ndo tiveram o mesmo

comportamento, o que indica que os mesmos desenvolveram-se proporcionalmente ao
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organismo. As alteragdes no TAM tiveram comportamento oposto ao IMC, que indica que sua
hipertrofia pode estar relacionada ao emagrecimento dos animais. Outro dado importante de
observar é que, apesar da auséncia de significancia estatistica, podemos observar que a média

CA também diminuiu nos animais submetidos a JI.

Tabela2: indice de Massa Corporal (IMC), Circunferéncia Abdominal (CA) e Massa dos
orgdos Coracdo, Figado, Pancreas e Tecido adiposo marrom (TAM) relativizada pelo peso
total dos animais.

CON EX J JI+EX
IMC (g/cm3) 0,71+0,04 0,65+0,05 0,6+0,035% 0,6+0,10%
CA (cm) 19,18+0,9 18,86+1,52 17,88+0,96 17,84+1,77
Coragfo (g/g-10-3) 3,0+0,2 3,0+0,0 3,2+0,1 3,5+0,3
Figado (g/g-10-2) 2,8+0,2 2,9+0,6 2,6+0,1 3,2+0,8
Péncreas (g/g-10-3) 2,1+0,2 2,0+0,3 2,0+0.4 2,5+0,4
TAM (g/g-10-3) 1,1+0,2 0,9+0,2 1,4+0,05# 1,4+0,3*#

(*) indica p < 0,05 em relag@o ao grupo CON; (#) indica p < 0,005 em relacdo ao grupo EX.

5.3 PERFIL LIPIDICO E METABOLISMO HEPATICO

Ao observarmos os parametros relacionados ao perfil lipidico hepatico, foi percebido
ndo haver alteracdes no conteudo de lipideos totais. Também permaneceu inalterado o
conteudo total de colesterdis e a parcela de colesterol LDL. Contrariamente, o colesterol HDL
tendeu a aumentar nos animais que realizaram JI, chegando a diferenca estatistica no grupo

JI+EX em relagdo ao grupo CON.

Tabela3: Gorduras totais e colester6is total, LDL e HDL hepaticos (mg/g).
CON EX J JI+EX

Lipidios Totais 38,53+1,88 36,0+6,9 43,6£9,71  43,7544,52

Colesterol Total 1,925+0,58 2,63+1,01 2,509+1,14  2,714+1,59

Colesterol LDL 1,596+0,47 2,17+0,99 1,987+41,16  1,943+1,75

Colesterol HDL 0,329+0,16  0,456+0,05  0,521+0,13  0,770+0,44*
(*) indica p < 0,05 em relagdo ao grupo CON.

Ao observarmos parametros relacionados ao estresse oxidativo, os resultados referentes

a concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (SRATB) na figura 7A, foi
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observado uma concentragdo estatisticamente maior e muito significante (p < 0,0005) no
grupo JI comparando com todos os outros grupos experimentais.

Seguindo o mesmo comportamento das SRATB, a figura 7B demonstra que o grupo JI
também apresentou concentracdo aumentada de proteinas carboniladas em comparacdo com
todos os outros grupos experimentais. Pode-se notar também que os animais dos grupos EX e
JI+EX apresentaram conteudo de proteinas carboniladas diminuidos, chegando a ficar

estatisticamente abaixo do grupo CON.
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Figura7: Peroxidagdo Lipidica Hepdtica por quantificagdo das Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (SRATB) (A) e carbonilagido de proteinas hepaticas (B). (**) indica p < 0,005; (***)
indica p < 0,0001.

A concentracdo total de tidis ndo proteicos ndo apresentou mudancas estatisticamente

significantes entre os grupos, apesar da média mais elevada no grupo JI.
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Figura8: Niveis hepaticos de tidis ndo proteicos.
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5.4 DESEMPENHO FiISICO

Os resultados do teste de desempenho fisico realizado logo apo6s o treinamento de
natacdo de 6 semanas demonstraram que os animais que realizaram o exercicio durante o
periodo de JI, ap6s 18 horas de jejum, tiveram o desempenho elevado de acordo com o teste.
A carga em que foi relatada a fadiga teve uma representa¢do percentual, em relagdo com a
densidade dos animais, maior no grupo JI+EX em relacdo ao peso dos animais CON.
Concomitante a isso, ndo houve diferenca estatistica do lactato sanguineo coletado no
momento da fadiga, demonstrando claramente que todos os animais obtiveram o mesmo nivel

de fadiga, mas em intensidades distintas (Figura 9).
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Figura9: Carga relativa de sobrecarga em percentual do peso corporal (A) e lactato sérico no
ponto de exaustdo no teste de esforgo progressivo (B). (**) indica p < 0,01

Pode-se observar que nos parametros relacionados a atividade muscular (Figura 10),a
atividade de citrato sintase (A), enzima mitocondrial utilizada como marcadora da atividade
do ciclo do acido citrico, mostrou-se aumentada no grupo JI+EX quando comparado com o
grupo CON e o grupo EX. A gordura intramuscular (B) do grupo JI+EX, que também
mostrou-se aumentada em comparagdo ao grupo EX, aumentou de maneira menos expressiva

em relacdo ao grupo JI e ndo demonstrou diferenciar-se em relagcdo ao grupo CON.
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Figural0: Atividade de citratosintase no m. séleo (A) e concentracdo de gordura intramuscular na
porcao vermelha do m. gastrocnémio (B). (*) indica p < 0,05 e (**) indica p <0,01.
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6. DISCUSSAO

6.1 PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR

Além de sabermos da importancia do controle do indice glicémico dos alimentos na
modulagdo do tecido adiposo, também ¢ importante a obtencdo de um balanco energético
negativo no controle da obesidade. A literatura relacionada relata que o consumo de uma
grande quantidade de alimentos em um curto periodo de tempo resulta em um pico glicémico
que favoreceria a um maior acimulo agudo de energia na forma de adipdcitos, recomendando
assim uma maior frequéncia alimentar a fim de evitar a fome e controlar o apetite
(SPEECHLY; BUFFENSTEIN, 1999). Porém, vem aumentando as evidéncias de que o
aumento da frequéncia alimentar ndo ¢ determinante para o sucesso da dieta, e que menos
refeigcoes didrias também podem resultar em efeitos metabdlicos favoraveis ao emagrecimento
(HUTCHISON; HEILBRONN, 2015). Nosso estudo demonstrou que o JI provocou
emagrecimento dos animais tanto do grupo JI quanto do grupo JI+EX, mostrando que esta
dieta, com menos frequéncia alimentar, também pode provocar o emagrecimento, tanto em
animais sedentarios quanto que realizam exercicios.

Apesar de estudos relatarem menor eficiéncia alimentar e peso corporal em animais
submetidos a JI (CHAUSSE et al., 2014), a presenga dessas caracteristicas em animais
submetidos ao exercicio durante JI ndo foi relatada na literatura até entdo. Neste estudo, os
animais do grupo JI+EX apos 18 horas de Jejum, foram realimentados imediatamente apds o
periodo de exercicio, com provaveis estoques de glicogénio muscular e hepatico esgotados, o
que pode ter evitado a deposicao de energia nos adipodcitos apos o grande volume de alimento
ingerido. J& os animais do grupo JI, que realizava apenas a intervencdo nutricional, tiveram
comportamento andlogo no consumo alimentar e apresentaram gordura corporal elevada
(demonstrada na se¢do 6.2). Esta ligacdo da uma grande perspectiva do uso desta intervencao
no controle de varias doencgas metabolicas.

No nosso estudo foi observado que o consumo alimentar permaneceu inalterado entre os
grupos (Figura 6). No estudo de (CHAUSSE et al., 2014), ap6s JI de trés semanas, além de
menor eficiéncia alimentar e peso corporal, foi observado um maior consumo alimentar. Os
pesquisadores concluiram que estas alteragdes metabodlicas surgiram devido mudangas na

fungdo hipotalamica gerada pelo JI. E provavel que por conta do periodo diferente de JI, em
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nosso estudo as alteragdes no padrdo alimentar parecem ter sido mais amenas em relagdo ao

consumo alimentar.

6.2 COMPOSICAO CORPORAL

Apesar de ndo provocar alteragdes significantes no conteido proteico, o exercicio
mostrou-se uma ferramenta de diminui¢ao da adiposidade corporal melhor que o Jejum
Intermitente, visto que o grupo que realizou JI apresentou massa gorda elevada em
comparacao com os grupos EX e JI+EX.

Em animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica por 8 semanas, GOTTHARDT et
al. (2015) apds um periodo de 4 semanas de JI com dieta padrao (normolipidica) e JI com
dieta hiperlipidica, observaram que, além de perda de peso com uma retencdo da massa
magra, também ocorriam alteracdes na concentragdo hipotaldmica de norepinefrina e na
expressao de neuropeptidio Y, sugerindo uma ligagdo de um processo contrarregulatério de
perda de peso, regulagdo da fome e eficiéncia alimentar relacionados ao JI com dieta padrio.
SAKAMOTO; GRUNEWALD (1987), apds submeterem ratos de 40 dias de vida a 8 semanas
de JDA e exercicio, também foram observadas modificacdes na composi¢do corporal dos
animais, com diminui¢ao no ganho de peso e do percentual de massa gorda.

O comportamento do grupo submetido apenas ao JI neste estudo € controverso em
relacdo a literatura, mostrando um grande acumulo de gordura total, podendo ser resultado da
diferenga no periodo de jejum, do tempo diario de jejum e/ou da idade dos animais utilizados.
E interessante observar que a média de aumento percentual do conteudo de lipidios nos
animais do grupo JI em comparacdo com o grupo JI+EX, € o mesmo, 4%, que ¢ demonstrado
no conteudo de proteinas do grupo JI+EX em comparacao com o JI, reforcando a ideia de que
ndo ha deposi¢do de gordura nos animais apesar do consumo elevado apds o exercicio em
jejum. E provavel que este comportamento seja resultado de um maior consumo de gorduras
nos animais JI+EX e de proteinas nos animais JI.

Ao observar a quantidade relativa de TAM elevada nos animais que apresentaram
emagrecimento, sugere-se que os dois resultados também tenham relacdo, visto que o TAM ¢
um tecido metabolicamente ativo que pode influenciar na composi¢do corporal. O tUnico
estudo mostrando relacdo entre JI e parametros relacionados ao TAM, realizado por
DESAUTELS; DULOS (1988) relata que em camundongos, um ciclo de alimentacao ad
libitum e jejum resultou em uma atrofia aguda relacionada a uma reducdo da proteina total e

quantidade de succinato desidrogenase no tecido adiposo marrom. Sugerimos que a realizagao
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deste ciclo de maneira cronica provoca uma adaptagdo a condi¢@o e hipertrofia do tecido, com
0 objetivo de diminuir o impacto do periodo de jejum e aperfeicoar a regulacio do
metabolismo energético.

Estudos recentes mostram que o TAB pode regular diretamente a homeostase energética
através do desacoplamento da producdo de ATP mitocondrial, induzindo termogénese e
diminuindo a deposi¢do de gordura (GUILLEN et al., 2013; ZHOU et al., 2014). O maior
gasto energético regulado por TAM ¢ bem relatado na literatura como possivel estratégia de
tratamento de obesidade, diabetes tipo II e sindrome metabolica (RAVUSSIN; GALGANI,
2011; POEKES; LANTHIER; LECLERCQ, 2015). Assim, ¢ provavel que a maior quantidade
de TAM nos animais submetidos a JI também esteja relacionada a um maior gasto energético
e consumo de gorduras, levando a menor eficiéncia alimentar e peso dos animais.

E interessante por em nota que durante a dissecagdo dos animais, foi observado que os
animais submetidos a JI ndo apresentavam tecido adiposo peritoneal e epididimal,
predominantemente compostos por TAB. Em periodos de Jejum ou alta demanda energética, o
TAB ¢ estimulado principalmente pela agdo das catecolaminas, levando a uma série de
reacgoes intracelulares que culminam na ativagdo da proteinas quinase A ¢ G (PKA/PKG), que
promovem a hiperfosforilagio de lipase sensivel a horménio (HSL) (BEZAIRE; LANGIN,
2009). Depois da hiperfosforilagdo, o HSL ¢ translocado dentro da célula lipidica e age junto
com o lipase de triglicerideo do adipdcito (ATGL) acelerando o processo lipolitico. Juntos,
ATGL e HSL sao responsaveis por at¢ 95% da hidrdlise do triacilglicerol (SCHWEIGER et
al., 2006; JOCKEN et al. ,2007). Esta observagdo reforca a hipdtese de que o JI provoca um
aumento no metabolismo de gorduras e parece provocar a redistribuicdo dos tecidos adiposos
no corpo do animal, visto que ao passo que ocorreu um aumento na quantidade relativa de
TAM também houve um aumento na gordura intramuscular (relatado na sessdo 6.4) e uma

diminui¢do da gordura visceral, composta de TAB.

6.3 PERFIL LIPIDICO E METABOLISMO HEPATICO

O figado, como um dos principais 6rgaos do metabolismo energético no organismo,
frequentemente ¢ o oOrgdo mais afetado pela mudanca de padrio dietético. Dietas
Hiperlipidicas costumam aumentar a quantidade de gordura no figado, podendo provocar
esteatose hepatica. Em casos de jejum, ¢ observado um estresse oxidativo exacerbado.
Mudangas no transcriptoma/proteoma induzidas por jejum ocorrem em estreita relagdo com a

utilizacdo dos combustiveis metabolicos, independentemente dos niveis de ATP. Dados
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Omicos sugerem um agravamento do estresse oxidativo durante a fase proteolitica de jejum,
principalmente relacionados a baixos niveis de fatores antioxidantes e também diminui¢do da
atividade enzimatica, prejudicada por baixos niveis de NADPH (WASSELIN et al., 2014).

Porém, ao avaliarmos os efeitos cronicos de JI e exercicio, pdde-se notar que a
necessidade de substratos no tecido muscular exigida pelo exercicio, e a falta de glicose no
momento do exercicio em jejum, parece ter provocado uma maior producdo de colesterol
HDL, responsavel por levar acidos graxos livres (AGL’s) para metabolizagdo no figado
(Tabela 3).No Jejum, a utilizacdo de lipidios como energia pode ser dada através dos acidos
graxos livres, e como armazenamento de energia na gliconeogénese e lipogénese a partir do
glicerol. Assim, a falta de glicose pode ser suprida durante o exercicio pela utilizagdo de
lipidios através da beta-oxidagdo na matriz mitocondrial.

A maior atividade de citrato sintase € o maior armazenamento de lipidios
intramusculares mostrados na sessdo referente ao 6.4 (figura 10) pode ser um forte indicio de
que o aumento de desempenho provocado pelo treinamento em jejum esteja ligado a um
aperfeicoamento da utilizagdo de gorduras como substrato. Estudos recentes sugerem que um
mecanismo desconhecido, na ocorréncia de deplecao de glicogénio no figado e no musculo
esquelético, estimula um aumento na oxidagdo de gorduras no organismo (PHILP;
HARGREAVES; BAAR, 2012; IZUMIDA et al, 2013). IWAYAMA et al. (2015)
observaram que jovens treinados ao realizar exercicio aerdbio no periodo pds-absortivo (apos
jejum noturno), apresentaram 24 horas ap0s a atividade um maior consumo de energia através
da oxidacao de lipidios que quando realizam exercicio apds alimentados.

Em nosso estudo percebe-se que a quantidade de gorduras armazenadas no figado ¢
inalterada pela intervencao, porém as proporgdes de lipoproteinas de baixa densidade sao
alteradas significativamente no grupo JI+EX, obtendo uma diferenca significante no grupo
JI+EX. O Colesterol HDL ¢ responsavel pela entrega de acidos graxos livres (AGL’s) ao
figado para producdo de glicose (gliconeogénese), e em casos de inani¢do, pode ter sua
produgdo aumentada para que, com mais AGL’s disponiveis, o organismo possa aumentar a
produgdo de energia através daf3-oxidagao dos acidos graxos (IZUMIDA et al., 2013).

LEHTI et al. (2013) em seu estudo observou que os niveis elevados de HDL alteram
diretamente a oxidagdo de glicose e a respiracdo mitocondrial nas células musculares de ratos
ApoA-Itg (transgénicos para apolipoproteina A-I). Isto sugere que os niveis elevados de
colesterol HDL hepatico podem ser respostas adaptativas do metabolismo do figado a uma

menor quantidade de substrato durante o exercicio em jejum.
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Além da maior utilizagdo das reservas de tecido adiposo, o estresse oxidativo hepatico
proveniente do jejum também ¢ bem relatado na literatura. Periodos longos de inanigdo
favorecem uma maior liberagdo de aldeidos como resultado da oxidacdao de lipidios, que
provoca alteragdes estruturais e de permeabilidade das membranas celulares. Como
consequéncia, ocorre uma perda da seletividade na troca idnica e liberagdo de organelas
celulares, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, ¢ formagao de aldeidos citotoxicos,
resultando na morte celular. Essa maior quantidade de aldeidos liberados no organismo afetam
o equilibrio redox principalmente através da carbonilagdo de proteinas, em que sao
acrescentados grupos carbonila, modificando suas estruturas e perdendo funcdes estruturais,
enzimaticas ¢ de sinalizagdo. Em nosso estudo pudemos notar um grande desequilibrio no
balang¢o redox dos animais submetidos ao JI.

Podemos observar na Figura 10A que possivelmente em fun¢do do ataque por radicais
livres a parede celular, provocando uma peroxidacdo lipidica, notou-se um aumento
significantemente nos niveis de aldeidos no figado. CHAUSSE et al. (2015) relataram que
ap6s um periodo de JI de 24 horas (JDA) os niveis de peroxidacao lipidica no figado também
sdao aumentados, mas com intensidade menor que a notada em nosso estudo.

Percebe-se que apesar de a composicao total de gordura no corpo ser maior no grupo JI
(Tabela 1), o mesmo ndo se reflete no figado (Tabela 3), mostrando que os niveis de
peroxidacao lipidica ndo sdo proporcionais aos niveis de gordura hepatica. No nosso estudo
foi percebido que ao realizar exercicio durante o jejum, os animais parecem ter uma prote¢ao
antioxidante significante, visto que os niveis de SRATB apresentaram valores iguais ao grupo
CON.

Os altos niveis de aldeidos liberados na peroxidagdo lipidica, somados aos radicais
livres e cetonas, provocam um aumento significante da carbonilagdo de proteinas, podendo
provocar alteracdes na sinalizagdo de vias importantes do metabolismo. Além disso as
proteinas carboniladas tendem a ser mais hidrofébicas e resistentes a proteolise, dificultando a
reposicao da mesma pela célula. Esta reagdao pode ser percebida neste estudo, em que o grupo
JI aumentou a concentragdo de proteinas carboniladas (Figura 7). Seguindo o mesmo
comportamento das SRATB, as proteinas carboniladas no grupo submetido a exercicio em
jejum diminuiram, nesse caso a valores menores inclusive que do grupo controle.

A maior peroxidagdo lipidica e carbonilagdo de proteinas hepaticas nos animais
submetidos ao JI mostra a magnitude do estresse que o Jejum pode representar apesar dos
parametros positivos relacionados a saude relatados na literatura (AZEVEDO; IKEOKA;
CARAMELLI, 2013; ELLS et al., 2015; CHERIF et al., 2015). Contrariamente, ao adicionar
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exercicio a rotina diaria, os resultados metabolicos mostram uma normalizacdo do estado
redox no figado sugerindo que o exercicio de endurance, quando adicionado a rotina de JI,
provoca efeitos bem diferentes que as duas intervengoes isoladas.

Com as analises utilizadas nao foi possivel observar as respostas antioxidantes que
resultaram em um menor desequilibrio redox nos grupos que realizaram exercicio. Como
resultado de uma provavel maior concentragdo de ERO, notada pelo aumento de peroxidagao
lipidica e carbonilagdo proteica, ndo houve uma maior concentragdo de tidis nao-proteicos
como resposta antioxidante. Este resultado pode estar relacionado a dificuldade do organismo
de adaptar-se a uma maior exposi¢do cronica aos radicais livres no grupo JI, resultando em
maiores niveis de aldeidos e proteinas carboniladas. CHAUSSE et al. (2015) observaram que
como efeito de 4 semanas de JDA ha um aperfeicoamento da capacidade respiratoria da
mitocondria no figado, mas que concomitantemente observa-se um aumento na quantidade de
radicais livres, malondialdeido e proteinas carboniladas como resultado de JI, mesmo efeito
encontrado em nosso estudo. Os niveis baixos de pardmetros metabdlicos relacionados a
oxidagdo em conjunto com niveis também baixos de parametros relacionados a resposta
antioxidante nos grupos que realizaram exercicio podem indicar um equilibrio redox
relacionado as modificagdes do metabolismo de glicose durante o exercicio de endurance,
porém nossos dados ainda sdo insuficientes. Devem ser realizadas mais andlises a fim de
observar o funcionamento de toda a parede antioxidante do tecido, incluindo a atividade das

enzimas antioxidantes.

6.4 DESEMPENHO FiISICO

Foi observado no nosso estudo um aumento do desempenho no teste de carga
progressiva no grupo JI+EX. E provavel que esse aumento de desempenho notado seja reflexo
tanto de um menor peso, como de uma melhora no metabolismo energético aerdbio.

No exercicio de endurance, hd uma predominancia da via energética aerobia relacionada
a intensidade, demonstrada por um aumento da atividade do ciclo do 4cido citrico. Esta
relacdo € relatada no nosso estudo ao observarmos na figura 10 um aumento na atividade da
enzima citratosintase, marcador de atividade do ciclo do acido citrico (A), € concomitante
aumento no acimulo de gordura intramuscular (B) dos animais submetidos ao treinamento de
endurance durante o J1.

Esse aumento de atividade de citratosintase, por indicar uma melhora tanto da

fosforilagdo oxidativa quanto da B-oxidacio (GOODPASTER; KATSIARAS; KELLEY,
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2003; TALANIAN et al.,, 2007), aliado ao aumento da gordura muscular, pode ser a
explicagdo para o aumento de desempenho relatado na figura 9, e do emagrecimento com
diminui¢do do percentual de massa gorda, comparado com o grupo JI, refor¢ado pela maior
concentracao de colesterol HDL no figado.

Para o ganho de desempenho, o treinamento de endurance isolado parece nao ter sido
eficiente. A maioria dos estudos de desempenho em modelos animais utiliza animais jovens,
com média de 60 dias de vida, nosso estudo utilizou animais de 150 dias de vida, em que no
periodo estudado, ndo resultou em ganhos significativos tanto no resultado do teste de
resisténcia (Figura 9) quanto na atividade de citrato sintase (Figura 10).

O estudo de NAITO et al. (2001) demonstrou aumento de desempenho em ratos idosos
submetidos a 10 semanas de treinamento de corrida em esteira a 77% da capacidade maxima,
com aumento doVO2 de pico e da atividade de citrato sintase. E provavel que nosso resultado
controverso em relacdo ao grupo exercitado esteja relacionado ao tempo de treinamento e
intensidade do exercicio. Sabe-se que a atividade mitocondrial diminui com o avanco da
idade, e que o exercicio retarda este declinio (KOLTALI et al., 2012), porém, as respostas
adaptativas do organismo ao exercicio também sofrem um declinio com a idade, e
provavelmente precisariamos de um periodo e/ou intensidade maior de treinamento para

resultados mais significativos.
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir que apesar de levar a alteragdes metabolicas importantes relacionadas
ao metabolismo energético e emagrecimento, o JI parece ser uma estratégia metabolicamente
danosa, visto o grande desequilibrio dos parametros relacionados ao balango redox encontrado
no figado dos animais submetidos a estratégia. Porém, junto a esse fato, pudemos observar
também o efeito benéfico encontrado na combinacdo dessa estratégia com o exercicio de
endurance no periodo de jejum.

Nosso estudo demonstrou que ao realizar exercicio de endurance somado ao JI, os
animais obtiveram um maior ganho de desempenho fisico, sustentado tanto pela massa final
no teste de cargas progressivas quanto pela maior atividade da enzima citrato sintase.

Esse maior desempenho parece ter sido obtido gragas a uma maior disponibilidade de
energia proveniente dos estoques de lipidios dos animais e adaptagdes metabolicas que
permitiram maior utilizagdo de energia quando necessario, como uma maior disponibilidade
de colesterol HDL e maiores estoques de lipidios no musculo esquelético. Toda essa
adaptacdo que permitiu um ganho de desempenho e maior transicdo do combustivel
metabolico para os lipidios, parecem ter como chave o metabolismo das mitocondrias dos
musculos esqueléticos durante o exercicio, visto que as mesmas sao grandes responsaveis pela
liberacao de ERO. O JI de maneira isolada, além de ter aumentado o estresse oxidativo, parece
ndo ter influenciado positivamente na atividade mitocondrial como o exercicio.

Acreditamos que o déficit de energia, em que acimulo de adenosina monofosfato
(AMP) no musculo que sinaliza alteragdes transcricionais, desencadeando uma maior sintese
mitocondrial e ativacdo da fosforilagdo oxidativa, por ser bem mais intenso no exercicio
realizado em jejum, tenha sido a chave para o ganho de desempenho e ativagdo do
metabolismo de lipidios.

Assim, concluimos que a interven¢ao com JI utilizada neste estudo mostrou-se uma
estratégia interessante e valida de modificacdo do padrdo alimentar aliada ao exercicio a fim
de modular o metabolismo energético. Acrescentamos que nossos resultados ndo sugerem
nenhum efeito negativo associado a pratica do exercicio durante o JI. Como complemento
deste estudo, tendo em vista os nossos resultados € o que vem sendo encontrado na literatura
atualmente, sugerimos que devem ser observados os efeitos de outros periodos de jejum e
intensidades de exercicio a fim de entender os mecanismos de ativacdo do metabolismo de

lipidios e funcionamento da atividade mitocondrial durante esta pratica.
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de Ratos Wistar associado ou ndo a estratégia de Jejum Intermitente e Treinamento
de Natag@o.

1.2 Objetivos Especificos

Desenvolver um protocolo de treinamento de natagio que diminua o viés da composi¢do corporal na
determinagdo da intensidade do treinamento.

Observar as modificagdes da composigdo corporal como resultado da estratégia de alimentagdo e
exercicio abordadas.

Observar a relagio da expressdio proteica de PGCl-0, Miostatina, Atrogina e Akt com as modificagdes na
composigdo corporal dos animais.

2. JUSTIFICATIVA

O presente estudo tem como justificativa a possivel relagio do Jejum Intermitente associado & pratica de
treinamento aerdbio com a melhoria da composigéo corporal e satde geral, assim como também estratégia de
aumento do desempenho fisico. Faz-se necessério também entender os mecanismos fisiolégicos envolvidos
no treinamento de endurance em Jejum, escassos na literatura.

3. MATERIAL E METODOS

- Jejum:

Os animais serdio submetidos & Jejum Intermitente, com rag#o ad /ibitum durante 6 horas por dia, logo ap6s
treinamento de natag&o.

- Treinamento:

Antes do inicio do periodo de treinamento, sera feito um perodo de adaptagio do animal ao meio liquido,
onde o mesmo ficard em contato com agua rasa uma hora por dia, durante uma semana, no mesmo periodo do
dia em que sera realizado o treinamento. Isso visard reduzir o estresse dos animais e adapté-los ao protocolo
de treinamento fisico, realizado na 4gua a temperatura de 31°C regulada por aquecedor com termostato
automdtico (Hopar SA-333, ZhongShan, China). Os animais serfio submetidos antes do inicio do treinamento
e ap6s o término, a um teste de Lactato Minimo, seguindo um protocolo especifico para o teste de natagdo
proposto por BECK et al. (2012), seguindo trés etapas: (1) indugdo de acidose metab6lica aplicando duas
sessdes de natagdo (em primeiro lugar 30 segundos e posteriormente até a exaustdo) com 13% do peso
corporal, separados por 30 segundos de descanso; (2) nove minutos de recupera¢io para permitir a remog@o
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de lactato dos musculos para o sangue, em que as amostras de sangue serdo coletadas no ponto 7 e 9 min
para determinar pico de lactato; e (3) fase de exercicio incremental intensidade realizado com uma
sobrecarga inicial de 4% de peso corporal e incrementa a 0,5% por cada 5 min, até 7%. Durante os
intervalos, 0s animais serdo mantidos em 4guas razas a uma temperatura idéntica do tanque de natagio para
evitar o stress térmico. As amostras de Lactato serdo realizadas por pun¢do caudal nos intervalos 4%, 5%,
6% e 7%, através de pequeno furo feito com lanceta de glicemia descartdvel de 0,4mm de didmetro
(Roche/Accu-check Softclix). Caso o orificio se feche, 0 mesmo ser refeito com a mesma técnica. Apds o
teste serd aplicado Cetoprofeno na dose de 2mg/kg, a fim de evitar inflamagéio e mal estar durante a
recuperagdo do teste. Dois dias apos o teste de poténcia aerdbica, se dara inicio o treinamento de natagiio em
um tanque com agua em profundidade a 100cm e sobrecarga de peso equivalente a 85% da carga limiar do
animal (exercicio subméximo), considerando a retificagéio do mesmo pelo empuxo. O treinamento consistira
em 60 minutos por dia, e cinco sessdes semanais (segunda a sexta) e tera duragio de 8 semanas. As
avaliagGes de peso para ajuste semanal de carga serdo realizadas nos dias de repouso do treinamento (sdbado
e domingo).

- Teste de Tolerancia a Glicose:

O teste de tolerdncia 2 glicose (TTG) serd realizado com os animais na Gltima semana do experimento, apés
12 horas de jejum. Uma primeira coleta de sangue serd feita por meio de lanceta para glicemia na cauda do
animal (tempo 0). A curva glicémica serd determinada por meio de glicosimetro especifico, apos
administragdo de glicose a 50% (2g/kg de massa corporal, aproximadamente 0,8 mL) por gavagem através
sonda gdstrica de polietileno PE-10 (Intramedic, Clay Adams, New Jersey, Estados Unidos) conectada a uma
seringa. Amostras de sangue serfio coletadas apés 30, 60 e 120 minutos, em gota de sangue da cauda e
aplicadas a tiras para determinacio de glicose, A extensdo da canula seré suficiente para alcangar o estomago
do animal (~8 c¢m), como determinado por Pereira, et al (2002). Na pratica ¢ para maior precisdo, esta
medida serd realizada extendendo-se a cénula exteriormente ao corpo do animal ao longo da boca até a
regifio do estémago. A contengdo para realizagio da gavagem serd pressionando-o firmemente, porém de
forma gentil, colocando-se a méo sobre o dorso e a caixa tordcica, segurando, primeiramente a pele da regido
dorso-cervical. (FIOCRUZ, 2005).

- Eutanasia:

Os animais serfio eutanasiados por Exsanguinacio por pung¢do cardiaca apbs anestesia com
Quetamina(100mg/kg) e Xilazina(10mg/kg), em um volume de dose recomendado de acordo com as normas
estabelecidas na Resolugdo Normativa n° 13 de 20 de setembro de 2013, que baixa as diretrizes da prética de
eutandsia do CONCEA, e as orientagdes para prética de anestesia presente no material diddtico do CEUA-
UFTM (CARPENTER, 2010).

Serdo coletados 3m! de sangue da exsanguinagdo por pungdo cardiaca para realizar as andlises bioquimicas.
- Andlises Bioquimicas:
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Além do Teste de Tolerdncia A glicose e lacticemia, que serfio realizados in vivo, a fim de ver a reagdo
fisiologica do animal ao procedimento, serfio realizadas andlises bioquimicas do colesterol (HDL, LDL e
VLDL) e triglicerideos sérico com o sangue retirado no momento da Eutandsia.

- Anélise de Composigdo Corporal:

A composigdo corporal dos animais serd determinada a partir da andlise quimica da carcaga, a qual avaliar-
se-4 a quantidade absoluta e o percentual de liquidos corporais, de proteinas totais ¢ de lipidios presente na
carcaga. A carcaca consistird de todo o corpo do animal, incluindo a cabega, com excegdo da amostra de
sangue retirada para andlise hormonal e do perfil lipidico (3mL) e o gastrocnémio esquerdo, retirado para
analise de expressdo génica. O contetido gastrintestinal sera limpo e lavado em solug#o salina, antes de ser
devolvido a carcaga.

A carcaga dos animais seré colocada em estufa aquecida a 70°C durante 48 horas a fim de secar todo o
Hquido dos mesmos. Apos, sers calculado o liquido corporal total subtraindo-se o peso final do peso antes do
procedimento. Toda a carcaga seca seréd entdio picada, embrulhada em gaze e envolvida por papel filtro. Por
meio da técnica de extracio, com éter etilico como solvente, serd removido todo o lipidio da carcaga,
utilizando-se o aparelho de Soxhlet. O restante da carcaga, sem umidade nem lipidio, serd totalmente mofdo
(moinho Tka Labortechnik M20). A amostra moida serd peneirada, para a remogao dos pélos que poderiam
reduzir sua homogeneidade. Esse processo resultard em um pé uniforme, representando o conteido proteico
de toda a carcaga. A proteina na carcaga serd analisada por meio do método de Kjeldahl, método que
fundamenta-se na destrui¢do da matéria organica com 4cido sulfirico concentrado, em presenga de uma
catalisador e por agiio do calor, com posterior destilagdo e titulagio do Nitrogénio proveniente da amostra. O
percentual de nitrogénio encontrado serd multiplicado pelo fator arbitrério 6,25, para obtengéo do percentual
de proteina nas amostras, uma vez que o teor de nitrogénio aproxima-se de 16% do contetido proteico total.

4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS

O método a ser utilizado & o mais presente nos estudos sobre composigdo corporal, padrdo alimentar e
treinamento. O modelo animal deve ser usado, pois se necessita da coieta de tecidos para entender
mecanismos biolégicos como resposta ao método de intervenc@o utilizado. Ademais, o controle especifico
das propriedades da dieta e de fatores externos possiveis em estudos com modelos animais permitem maior
confiabilidade dos resultados da pesquisa.

5. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

1 — O protocolo de treinamento de animais provoca estresse. Tendo em vista a minimizagio do stress, foi
escolhido o protocolo de natagio, pois o mesmo provoca apenas leve desconforto ¢ ndo causa traumas
fisicos; como 0s animais serfio previamente adaptados ao meio liquido e treinados em cargas abaixo do
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limiar aerdbico, os riscos de afogamento sfio minimos, mas caso ocorram dificuldades no nado e note-se
afogamento, o animal serd excluido da rotina de treino do dia, e caso persista, serd determinada uma nova
carga de treinamento, menor e de acordo com sua capacidade. Caso o animal nfo se adapte 2 rotina de treino,
mesmo depois de prévia aclimatagio e diminuigdo da carga de treino, 0 mesmo serd retirado da pesquisa e
eutanasiado por excesso de anestesia (Cetamina 225 mg/kg [P e. Xilazina 15 mg/kg IP).

2 — Aplicagdo de sonda géstrica de polietileno para gavagem de Glicose no teste de tolerdncia a glicose; em
caso de acidentes como perfuragdes do eséfago ou estdmago, o animal serd imediatamente eutanasiado.

3 — Pequeno furo na extremidade distal da cauda para andlise de glicemia e teste de lactato (Suficiente
apenas para i gota de sangue); serd apiicado farmaco anaigésico (Cetoprofeno) como medida anaigésica
curativa apos o procedimento.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

1 — Pequeno risco de avulsa dos animais durante o manejo no treinamento e possivel mordida. O mesmo é
evitado através do treinamento dos colaboradores e manejo correto dos animais, a fim de evitar a0 maximo o
estresse dos mesmos.

2 — A fim de evitar contaminagio do local de permanéncia dos animais e do pesquisador, 0 mesmo devera
utilizar equipamentos de prote¢do individual: calgado fechado, luvas de procedimento, jaleco e mascara
descartavel.

3 — Para evitar lesdo por mordida do animal, ao realizar processos mais invasivos, como a gavagem, o
cuidador utilizard luva de couro, evitando que o animal machuque-o.
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Este protocolo obedece aos principios éticos para experimentagio animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em 27/02/2015.

(O relatério anual ou final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apds o inicio do processo).

Prof*. Dr". Ro 10 Soares Chriguer
Coordenadora da CEUA

Rua Madre Maria José, n°122 — Unidade Administrativa Temporéria I1 - Bairro Abadia CEP: 38025-100
Uberaba - MG - Telefone; (034) 3318 5764 - E-mail: ceua@pesqpg. ufim.edu.br




