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Resumo

SIQUEIRA, Gabriel de Moraes. Impacto de diferentes modelos de treinamento e
subsequente destreino no tecido adiposo e variaveis associadas em ratos.
Orientador: Rafael Bueno Orcy. Co-orientador: Fabricio Boscolo Del Vecchio. 2022.
Dissertacdo (Mestrado em Educacgao Fisica) — Escola Superior de Educacgao Fisica,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A Sindrome geral da adaptagao e o modelo de supercompensagao sao pressupostos
frequentemente aplicados na ciéncia do exercicio. Ao se considerar que a gordura é
tecido essencial e fonte energética primaria para exercicios continuos de intensidade
moderada (MICE), este tipo de esforgo poderia promover compensagao apés periodo
de destreinamento. O objetivo do estudo foi investigar os efeitos de diferentes modelos
de exercicio com subsequente destreinamento na celularidade do tecido adiposo de
ratos adultos. Esse € um estudo experimental no qual ratos foram alocados em trés
grupos: i) Exercicio continuo de intensidade moderada (MICE); ii) Exercicio
intermitente de alta intensidade (HIIT); e iii) Grupo controle (GC). Dados foram
coletados em trés momentos, a saber: valores de base (T1), apds isso 0s animais se
exercitaram em esteira durante oito semanas (T2) e, entdo, foram acompanhados por
quatro semanas apds interrupgéo do exercicio fisico (T3). Para analise estatistica, foi
realizada analise de variancia de dois caminhos (ANOVA), com pdés-hoc de Tukey
para grupo (GC, MICE ou HIIT) e de Bonferroni para momento (T1, T2 e T3). Para
massa periepididimal, GC apresentou aumento de 45% no pds destreino comparado
ao poés treino. Os grupos HIIT e MICE apresentaram valores inferiores no pos
destreino quando comparados ao GC. Na comparacgao entre grupos relativa ao delta
de variagao entre pos treino e pos destreino, houve diferenga na massa periepididimal
(p=0,012), com HIIT apresentando valores inferiores ao GC (p=0,009). A analise grupo
a grupo da area do adipécito periepididimal revelou diferengas entre momentos
(p=0,001), com o pés treino sendo inferior a pds destreino no HIIT (p=0,014) e no GC
(p=0,012). Em conclusdo, nossos achados demonstraram efeitos positivos de ambas
intervengdes (HIIT e MICE) no controle da massa do tecido adiposo periepididimal de
ratos adultos apos 4 semanas de interrupgdo de exercicio, com menor ganho de
massa no grupo HIIT. A determinagcdo da area do adipdcito apresentou valores
maiores no pos destreino comparados ao pos treino nos grupos HIIT e GC, o que
poderia ser considerado como hipertrofia das células do tecido adiposo periepididimal.

Palavras-chave: Tecido Adiposo; Exercicio fisico; Treinamento Intervalado de Alta

Intensidade



Abstract

SIQUEIRA, Gabriel de Moraes. Impact of different models of training and
subsequent detraining in adipose tissue and associated variables in rats.
Advisor: Rafael Bueno Orcy. Co-supervisor: Fabricio Boscolo Del Vecchio. 2022.
Dissertation (Master's in Physical Education) - School of Physical Education, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2022.

The General Adaptation Syndrome and the supercompensation model are
assumptions often applied in exercise science. Considering that fat is essential to
tissue, and a primary energy source for continuous moderate-intensity exercise
(MICE), this type of effort could promote compensation after a period of detraining. The
study aimed to investigate the effects of different exercise models with subsequent
detraining on adipose tissue cellularity in adult rats. This is an experimental study in
which rats were allocated into three groups: i) Moderate-intensity continuous exercise
(MICE); ii) High-Intensity Intermittent Exercise (HIIT); iii) Control group (CG). Data
were collected at three moments, namely: baseline values (T1), after which the animals
exercised on a treadmill for eight weeks (T2) and then were followed up for four weeks
after the interruption of physical exercise (T3). For statistical analysis, two-way analysis
of variance (ANOVA) was performed, with Tukey post-hoc for group (GC, MICE, or
HIIT) and Bonferroni for moment (T1, T2, and T3). For periepididymal mass, GC
showed an increase of 45% post-detraining compared to post-training. The HIIT and
MICE groups showed lower values after detraining when compared to the GC. In the
comparison between groups regarding the delta of variation between post-training and
post-detraining, there was a difference in the periepididymal mass (p=0.012), with HIT
showing lower values than the GC (p=0.009). Group-by-group analysis of the
periepididymal adipocyte area revealed differences between moments (p=0.001), with
post-training being lower than post-detraining in HIIT (p=0.014) and GC (p=0.012). In
conclusion, our findings demonstrated positive effects of both interventions (HIIT and
MICE) on the control of periepididymal adipose tissue mass in adult rats after 4 weeks
of exercise interruption, with less mass gain in the HIIT group. The determination of
the adipocyte area showed higher values in the post-detraining compared to the post-
training in the HIIT and GC groups, which could be considered hypertrophy of the
periepididymal adipose tissue cells.

Keywords: Adipose Tissue; Exercise; High-Intensity Interval Training
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Apresentacao

A presente dissertagcao de mestrado atende ao regimento do Programa de Pos-
Graduacdo em Educacdo Fisica da Escola Superior de Educacédo Fisica da
Universidade Federal de Pelotas e é composta por trés partes que serao apresentadas

a seguir:
Projeto de pesquisa

O projeto de pesquisa foi qualificado no dia 19 de novembro de 2021 e é
intitulado “Impacto de diferentes modelos de treinamento e subsequente destreino no
tecido adiposo e variaveis associadas em ratos”. A seguir sera apresentada a versao

com as adequagdes sugeridas pela banca de qualificagao.
Relatério de coleta de dados

No relatério estdo detalhados os procedimentos de coleta de dados, analise de

dados, experiéncias e principais dificuldades encontradas.
Artigo

O artigo intitulado “Impacto de diferentes modelos de treinamento e
subsequente destreino no tecido adiposo e variaveis associadas” esta adequado as
normas e sera submetido a revista “Experimental Physiology”. Os dados referentes as
normas para submissdo da revista estdo disponiveis no anexo 1 ou no site

<https://ep.msubmit.net/cgi-bin/main.plex?form_type=display_requirements>.
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1 Introdugao

Reconhece-se que diferentes estimulos estressores desenvolvem diversas
respostas biolégicas positivas e negativas (SANCHIS-GOMAR et al., 2012). Um dos
modelos que se propde a explicar esse mecanismo fisioldgico é o da Sindrome Geral
da Adaptacao (SGA), definido como a soma de todas as reagdes sistémicas nao-
especificas realizadas pelo organismo que sofreu determinado estresse (SELYE,
1936). Esse modelo da (SGA) pode ser observado em 3 estagios (alarme, resisténcia
e exaustdo), o primeiro estagio é caracterizado pela expressao de um alarme geral
do organismo quando é confrontado com alguma situagao critica, a segunda fase
indica uma resisténcia ou compensacédo do sistema nervoso parassimpatico com
intencdo de promover retorno do sistema nervoso aos niveis normais, e por ultimo a
terceira fase, caracterizada por uma perda da capacidade de resisténcia, que caso
nao seja resolvida pode levar a problemas de saude, essa fase parece representar
um esforgo generalizado do organismo para se adaptar a novas condi¢des (SELYE,
1936). Essas respostas desempenham um papel importante na adaptabilidade
organica. (BATTISTUZZI, 2011).

Entre os possiveis agentes estressores existentes, encontra-se o exercicio
fisico, e se reconhece que suas variadas composigdes geram estresses diversos, que
podem deflagar ajustes orgénicos multiplos, participantes do processo conhecido
como supercompensacao (YAKOVLEV, 1975). Como resultado, apos ser exposto a
estimulos estressores, o organismo tende a sofrer danos organicos, mas se as
condicbes adequadas forem fornecidas, a supercompensagao pode ocorrer,

resultando em um maior nivel de resiliéncia organica. (VIRU, 2002).

As respostas supercompensatérias frente a agentes estressores de tecidos
especificos podem ser observadas nas mais distintas situagdes. Em relagao ao tecido
0sseo, a realizacdo de exercicios fisicos pode proporcionar aumento do estresse
mecanico, o que favorece o aumento a densidade mineral e a resisténcia 6ssea
(GUNTER et al., 2008). Quando o tecido muscular esquelético € submetido a
estimulos constantes, como o treinamento de for¢ca progressivo, registra-se
alargamento da area transversal de miofibrilas, aumento da quantidade de proteinas
contrateis e incremento do volume muscular (FLANN et al., 2011). No entanto, ha
debates sobre se ocorre ou ndo supercompensag¢ao no tecido muscular humano

causada pelo treinamento resistido (BUCKNER et al., 2018). Adicionalmente,
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diferentes substratos energéticos também apresentam respostas
supercompensatorias: i) o glicogénio, armazenado no tecido muscular esquelético e
figado, é depletado durante esforgos fisicos e, apds nutricdo e descanso adequados,
observa-se que seus estoques sdo refeitos e aumentados pelo efeito de
supercompensagao (ACHESON et al., 1988) e ii) fosfocreatina e ATP muscular,
quando depletados em situacdes de exercicios de alta intensidade, apds recuperagao

adequada, também exibem efeito supercompensatério (HARGREAVES et al., 1998).

Neste contexto, estudos experimentais indicam que o exercicio continuo, com
predominio da via energética aerdbia, intensidade baixa a moderada e longa duragao
(MICE), mobiliza o tecido adiposo de modo elevado (MARTIN, 1996). Este estimulo
estressa depdsitos de gordura de modo agudo durante o esforgo, fazendo com que
estes passem a circulagdo, o que poderia ocasionar reducdo da adiposidade e
mudangas favoraveis no perfil lipidico (SENE-FIORESE et al., 2008). No entanto,
assim como outros elementos bioldgicos, o tecido adiposo tende a aumentar apos ser
estressado (BENATTI et al., 2012), inclusive depois da realizagdo de exercicios
aerébios com intensidades leves e moderadas, predominantemente oxidativos
(LAMBERT et al., 1994).

Os efeitos da interrup¢do do treinamento sobre o metabolismo e celularidade
dos adipécitos no tecido adiposo periepididimal de ratos Wistar foram verificados por
Sertie et al (SERTIE et al., 2013). Foram criados trés grupos de animais: A intervengao
durou 12 semanas e foi dividida em trés grupos: 1) treinados durante toda o periodo,
2) sedentarios e 3) treinados nas primeiras 8 semanas e nao treinados nas ultimas 4
semanas. O treinamento consistiu em sessbes de corrida em esteira (1h/dia, 5
dias/semana, 50 — 60% VO2max). Os animais do grupo que treinou durante todo o
periodo, apresentaram menor ganho de peso em gramas (326,5 + 7,14) ao final de 12
semanas quando comparados com o grupo sedentario (379,6 + 10,09) e com o grupo
que destreinou (384 + 13,08). A analise do tamanho dos adipécitos do tecido branco
periepididimal revelou diferencas significativas entre os grupos. A area de secgao
transversal dos adipdcitos (em um?) foi significativamente maior no grupo sedentario
em comparagao aos grupos 1 e 3. (3.474 + 68,8; 1.945,7 + 45,6; 2.492,4 + 49,08,
respectivamente, P < 0,05). Havendo indicios também de aumento na expressao do

gene PPARYy que é indicador favoravel a adipogénese (SERTIE et al., 2013).

Recentemente, avangos foram feitos sobre respostas no tecido adiposo durante
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0 processo de destreinamento e os mecanismos vém sendo explorados em modelo
animal. Primeiramente, parece que a pratica cronica de exercicios de endurance pode
provocar reducao na lipdlise, tanto em adipdcitos viscerais quanto subcutédneos
(PISTOR et al., 2015). A resposta a cessagao da utilizagdo diaria da roda de corrida
foi investigada em ratos apdés 5h e 173h do bloqueio das rodas e, em resumo, 0s
resultados mostraram um rapido aumento no tecido adiposo apés redugao aguda na
atividade fisica e uma deficiéncia na oxidagdo de gordura por redugdo na demanda
de energia e a expressao da PGC-1a (LAYE et al., 2009).

O efeito compensatorio sobre o tecido adiposo apds a cessagao do exercicio
nao é recente. Dohm et al. (DOHM et al., 1977) evidenciaram aumento do acumulo de
gordura e maior taxa lipogénica depois de apenas 2 semanas de interrup¢ado do
exercicio. Alteragdes metabdlicas semelhantes foram encontradas, apés duas
semanas de destreinamento, em ratos que executaram 50 min/dia, 6 dias/semana a
20 m/min durante seis semanas, independentemente de eles fazerem parte do grupo
com alimentag&o controlada ou com dieta rica em gordura (APPLEGATE; UPTON;
STERN, 1984). Além disso, foi demonstrado que a cessacgéo da atividade fisica de
longo prazo em individuos que foram altamente treinados em endurance induziu
ganho compensatorio de massa gorda (~6,5 kg), além de diminuigdo do colesterol
HDL e aumento do IMC, leptina e colesterol LDL, mesmo com ingestado calorica
reduzida (PETIBOIS et al., 2004).

Por outro lado, recentemente, tem-se constatado que o exercicio intermitente
de alta intensidade (HIIT), modalidade que envolve a relagédo entre esforgos curtos (6
segundos a 5 min) em alta intensidade (acima do limiar anaerdbio) e pausas
subsequentes (GAITANOS et al., 1993; LAURSEN; JENKINS, 2002) tende a ser
estratégia eficiente no controle do ganho de massa (SHIRAEV; BARCLAY, 2012;
TALANIAN et al., 2007; ZAMBON et al., 2009). Neste contexto, estudos experimentais
indicam que o HIIT parece proporcionar modificagdes significantes em enzimas com
funcao relevante no processo de oxidagao de acidos graxos, e mostra forte correlagao
com a capacidade muscular de oxidar acidos graxos livres (TERADA; TABATA;
HIGUCHI, 2004), principalmente em momentos com auséncia do exercicio. Quanto
aos mecanismos envolvidos, esforcos em alta intensidade tenderiam a n&o estimular
supercompensacao do tecido adiposo por ndo aprimorarem, ao menos de modo
agudo, a sensibilidade a insulina (BRESTOFF et al., 2009; METCALFE; VOLLAARD;
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FAWKNER, 2015), por gerarem dano muscular e estresse metabdlico que, durante
destreinamento, aumentaria a taxa de lipdlise por elevar o dispéndio energético, o
consumo de oxigénio pés-exercicio (EPOC), a termogénese de repouso e o volume
de massa muscular (GREER et al., 2015; PAOLI; MORO; BIANCO, 2015), e, por fim,
por promover elevadas concentracdes de lactato durante os exercicios, o que inibiria
a lipdlise (LIU et al., 2009) e, portanto, direcionaria o efeito compensatério ao
glicogénio (ACHESON et al., 1988).

2 Hipoteses

Hipotetiza-se que a manipulacao das variaveis, referentes a tempo e modelos
de esforcos como a intensidade do estimulo, relacionadas aos exercicios fisicos
aerobios continuos e intermitentes, estressa os sistemas organicos de modo diferente,
e proporciona modelos variados de supercompensacgéo tecidual. Ou seja, em médio
e longo prazo o exercicio continuo, oxidativo por natureza, pode estimular aumento
do tecido adiposo em graus diferentes comparado ao exercicio intermitente,

predominantemente glicolitico. (SERTIE et al., 2013)

Dessa forma, quanto a morfometria, especialmente em relacdo a massa
corporal (MC), massa adiposa branca periepididimal, acredita-se que os dois modelos
de exercicio irdo manter ou reduzir estas variaveis durante a intervencgao e, no periodo
avaliativo pos-destreino, estas variaveis terdo seus indices aumentados em razao do
efeito compensatorio pos-estresse no grupo que realizou exercicio continuo

moderado.
3 Objetivos
3.1 Objetivos gerais

Mensurar os efeitos do treinamento continuo de intensidade moderada (MICE)
e do treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT) e respectivo periodo de

destreino no tecido adiposo de ratos adultos.
3.2 Objetivos especificos

Analisar a influéncia do treinamento continuo de intensidade moderada (MICE)
e do treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT), durante os periodos de

treinamento (8 semanas) e destreinamento (4 semanas), nas seguintes variaveis:
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1. Morfometria: Massa Corporal (MC), indice de Lee e massa adiposa branca
periepididimal.
2. Histologia: Tamanho dos adipdcitos.

3. Consumo alimentar.

4 Revisao de literatura

A Sindrome Geral da Adaptacgéo, proposta por Selye, refere-se a reagdes
fisiologicas n&o especificas em reposta a aplicacdo de diferentes estressores
organicos. A partir desta defini¢ao, trés estagios (Alarme, Resisténcia e Exaustdo) séo
sugeridos. A fase de alarme € a reagdo em resposta a um estimulo que ativa a reagéo
de “luta ou fuga” pelo sistema nervoso simpatico e induz elevada mobilizagdo de
recursos. A fase de resisténcia indica uma compensacido parassimpatica com
intencdo de promover retorno do sistema nervoso aos niveis normais. Finalmente, a
fase de exaustao é caracterizada pela perda da capacidade de resisténcia, que causa
manutenc¢ao da ativagdo da fase de alarme de modo crénico e pode gerar problemas

de saude, caso n&o seja resolvida.

Como exercicios musculares sdo considerados estressores em potencial, a
teoria de Selye se tornou base de conceitos nas ciéncias do esporte, especialmente
para programas de periodizagdo do treinamento, como o objetivo de explicar as
adaptacgdes fisiologicas positivas ou problemas de overtraining apos aplicagdes de
carga. Na década de 50, Yakovlev (1955) propbs o modelo de supercompensagéo, no
qual a carga aplicada poderia estar associada com a primeira e a segunda fase da
teoria de Selye. Ap6s a aplicacdo de carga ocorre uma fase aguda de reducao da
capacidade de trabalho e o subsequente retorno aos valores de base. Quando o
estagio de exaustdo nao é induzido e a recuperagao € completa, & esperado efeito
compensatério com aumento da capacidade de trabalho, processo que é chamado de

fase de supercompensacao.

Neste sentido, efeitos compensatoérios ja foram fortemente demonstrados a
partir de diferentes agentes estressores relacionados a protocolos de exercicio em
duas perspectivas distintas: tecidos especificos e substratos energéticos. Para o
primeiro, a pratica de exercicios apresenta impacto compensatorio em 0ssos
(GUNTER et al., 2008), musculos esqueléticos (FIATARONE et al., 1990) e cardiacos
(MIHL; DASSEN; KUIPERS, 2008) e no tamanho do hipocampo (ERICKSON et al.,
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2011). Concordando, estoques de fosfagénios (ATP e PCr) (HARGREAVES et al.,
2011), concentragdes de glicogénio muscular (BERGMAN et al., 2010) e cerebral
(HERD et al., 1998) e triglicerideos plasmaticos (OLSEN et al., 2008) também
apresentaram supercompensacgao induzida por exercicios. Além disso, o efeito
compensatério no tecido adiposo ja foi demonstrado em resposta a estratégias
invasivas, como a lipossuccdo em humanos (BENATTI et al.,, 2012) e em ratos
(MATSUI et al., 2012). Considerando isto, sugere-se que o tecido adiposo, um
importante estoque energético que exerce um papel importante na evolugdo humana
(BENATTI et al.,, 2012) e fonte primaria para exercicios de baixa a moderada
intensidade (60-65% VO2max) (GESTA; TSENG; KAHN, 2007; LING et al., 2014),
poderia também apresentar comportamento de supercompensacao durante periodos

de destreinamento apés MICE.
4.1 Paradoxo dos lipideos intramusculares

Ainda em suporte a hipotese principal, € apresentado o paradoxo dos lipideos
intramusculares em sujeitos treinados em exercicios de endurance (GOODPASTER
et al., 2001). Este modelo tedrico se refere a maior sensibilidade a insulina que pode
estar relacionada a uma elevagdo no estoque de triglicerideos intramusculares em
atletas treinados de endurance (VAN LOON; GOODPASTER, 2006). Apesar de
pesquisas falharem em apresentar relagao direta entre estas respostas adaptativas,
elevagdo das taxas de sintese e concentragdo de triacilglicerol intramuscular
(BERGMAN et al., 2010) e resposta lipémica total (HERD et al., 1998) parecem ja
estar estabelecidas em resposta a este modelo de exercicio. Em resumo, parece que
fontes de energia primarias apresentam efeito compensatério em resposta ao
exercicio. E importante ressaltar que estas respostas s&o diferentes entre substratos,
tem comportamentos diferentes e tempos de resposta distintos e sao diretamente
dependentes de protocolos de exercicios, portanto, tal adaptagdo também poderia

acontecer no tecido adiposo.
4.2 Compensacgao de tecidos

O efeito compensatorio, em tecidos organicos, induzido pelo exercicio tem sido
documentado em massa 6ssea, musculos esqueléticos e cardiacos e no hipocampo.
Inicialmente, o sistema nervoso parece responder a niveis de atividade fisica, uma
vez que os adultos mais aptos fisicamente apresentam volumes mais elevados na

regiao do hipocampo, que foi associado a melhores indices da memoria (ERICKSON
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et al., 2009). Com base nisto, para investigar os efeitos do exercicio em tecido
cerebral, Erickson et al. (2011) compararam exercicios aerdbios (40 min a 60-75% da
frequéncia cardiaca (FC) de reserva) com condicdo controle que realizava
alongamentos (13-15 na escala de esforgo percebido de Borg) em avaliagdes apos 6
e 12 meses. Os resultados indicaram que o exercicio aerébio aumentou o volume do
hipocampo (~ 2%), o que pode ser mediado por maiores niveis de fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), e foi associado a melhorias na memdéria espacial.
Considerando-se 0s musculos esqueléticos, respostas de hipertrofia ja estao
fortemente evidenciadas em reagdo a programas de exercicio, especialmente com
cargas mais pesadas (~ 80% de 1RM) no treinamento de forga (ACSM, 2009), mas
sem efeito apds protocolos de MICE (KONOPKA; HARBER, 2014). Neste contexto, o
treinamento de forga de alta intensidade (8 semanas, 3 séries de 8 reps com 6-9s
cada e 2 min intervalo) melhorou massa livre de gordura, massa muscular regional, a
forgca e volume do quadriceps, que foi associado a melhorias funcionais em idosos

frageis nonagenarios e institucionalizados (FIATARONE et al., 1990).

Na verdade, esse tipo de adaptacdo parece ndo ser exclusivamente induzida
por cargas elevadas. A fim de investigar os ganhos hipertréficos mediados pelo
treinamento, Mitchell et al. (2012) compararam trés protocolos de treinamento de for¢a
diferentes: i) 3 séries a 30% de 1RM; ii) 1 série a 80% de 1RM; e iii) 3 séries a 80%
de 1 RM, durante 10 semanas em uma frequéncia de 3 d/sem. Os principais resultados
indicam que, para o ganho de volume no quadriceps, ndo ha diferengas entre 30 e
80% de 1RM, quando trés séries sao realizadas até a falha concéntrica. Pontua-se
que, apesar da maior hipertrofia no grupo a 80% de 1RM, realizar exercicios de forca
com cargas baixas, até a fadiga, pode também promover adaptagdes positivas
relacionadas com area transversal e ganhos de forga (SCHOENFELD, 2013). Além
disso, a resposta de aumento do tamanho do musculo parece ocorrer ndo s6 a partir
de exercicios de for¢ca, uma vez que os programas de treinamento de sprints curtos,
que variam entre oito semanas e oito meses, mostraram aumentos significativos em
fibras musculares do tipo | e do tipo Il (ROSS; LEVERITT, 2001).

Além disso, alteragdes musculares ndo s&o exclusivas para os musculos
esqueléticos. O musculo cardiaco apresenta respostas de remodelagao apds o
treinamento sistematico, as quais indicam beneficios fisicos relacionados ao coracgao
(MIHL; DASSEN; KUIPERS, 2008). Especificamente quanto as respostas do
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ventriculo esquerdo, ja foi evidenciado que atletas de forga e endurance apresentaram
formas morfologicas distintas (MORGANROTH et al., 1975). Com base nisso, a
hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida pelo exercicio pode ser encontrada apos
protocolos de forga e endurance, com maior espessura da parede (hipertrofia cardiaca
concéntrica) relacionada com o treinamento de forga, e maior dilatagao (hipertrofia
cardiaca excéntrica com aumento da camara cardiaca) relacionada com endurance
(MIHL; DASSEN; KUIPERS, 2008).

O tecido 6sseo € outro exemplo de tecido que apresenta efeito de
compensacao induzida pelo exercicio. Considerando o conteudo mineral 6sseo
(CMO), uma intervenc&o com exercicios aplicados na légica escolar, com duracdo de
quatorze meses (7 de treinamento e 7 de destreinamento), incluiu protocolos de saltos
ou exercicios de alongamento, com avaliagdes de acompanhamento em 31, 43, 55,
67, 79 e 91 meses do inicio do estudo, mostrou que o beneficio no CMO,
especialmente no quadril, foi mantido significativamente maior com protocolos de
saltos, depois de quase 8 anos (GUNTER et al., 2008). Proximo a isto, ginastas pré-
puberes apresentaram valores mais elevados de CMO do que nadadores e controles,
e os autores sugerem que, apesar de esse beneficio parecer dependente da idade e
estado da menarca, apenas as atividades de alto impacto foram suficientes para
aprimorar o pico de massa 6ssea (MAIMOUN et al., 2013). Além disso, dados de
diferentes meta-analises também podem dar algumas indicagdes sobre ganhos
0sseos compensatorios relacionados ao exercicio: i) treinamento resistido e
protocolos combinados com alto impacto parecem ser eficazes na preservacédo da
CMO em mulheres na poés-menopausa (ZHAO; ZHAO; XU, 2015); ii) pratica regular
de caminhadas nao tem efeito sobre a preservagdo da CMO da coluna de mulheres
na pdés-menopausa, mas apresenta efeitos positivos no colo do fémur (MARTYN-ST
JAMES; CARROLL, 2008) e; iii) treinamento resistido de alta intensidade promove
aumento da CMO da coluna lombar, mas nao o colo do fémur em mulheres na pré-
menopausa (MARTYN-ST JAMES; CARROLL, 2006).

Em resumo, efeitos supercompensatérios em resposta ao exercicio parecem
ocorrer em diferentes tecidos organicos. Conforme indicado anteriormente, estas
respostas sao diferentes entre os tecidos e apresentam taxa de supercompensacgao e

tempo de resposta diretamente dependentes dos protocolos de exercicios.

4.2. Compensacgao do tecido adiposo apés lipoaspiragao



20

Além da popularidade decorrente do impacto midiatico, a lipectomia parece ser
uma alternativa para controlar a gordura corporal e da composigao corporal (BENATTI
et al., 2012). No entanto, o efeito de crescimento compensatério de tecido adiposo foi
identificado em muitas espécies diferentes apds cirurgias de lipossucgdao (HAUSMAN
et al., 2004; MAUER; HARRIS; BARTNESS, 2001), incluindo seres humanos
(BENATTI et al., 2012), e isto pode estar relacionado a Teoria da Hipotese Lipostatica.
A fim de investigar o mecanismo de compensacgao no tecido adiposo, HAUSMAN et
al. (2004) testaram esta hipétese em um grupo de ratos que tiveram a gordura bilateral
do epididimo removida cirurgicamente e um grupo que sofreu operagao simulada.
Apdés 16 semanas do procedimento, os resultados indicaram que a gordura
mesentérica e retroperitoneal ficou mais pesada nos ratos lipectomizados, mesmo
sem diferenga no balango energético medido através da ingestdo de alimento e gasto
energético. A concentragao de norepinefrina, leptina e insulina ndo mostraram relagéo
com a supercompensacao, mas hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos parecem estar
relacionadas a fatores sanguineos, que incluem insulin-like growth factor-1 (IGF-1),
angiotensina |, fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), macréfago estimulador de
colénias (GM-CSF) e fatores de crescimento transformadores (TGFs) (HAUSMAN et
al., 2004).

Mecanismo adicional foi proposto por Mauer et al. (2001). Apos lipectomia
parcial como um desafio para o sistema de regulagdo de gordura corporal, induziu-se
mudanc¢as em fatores humorais e diminuicdo na saida do nervo sensorial. Depois
disso, as entradas para as zonas de controle cerebrais estimularam fluxo de saida do
sistema nervoso simpatico (SNS) do cérebro para o tecido adiposo marrom, medula
adrenal e tecido adiposo branco restante. Assim, tais respostas podem incluir

possiveis redugdes na lipdlise e aumento da lipogénese.

De modo amplo, o efeito compensatorio da lipossuccdo na recuperagao da
gordura poderia ser reduzido pela atividade fisica, especificamente observado com
protocolo de 40 min de MICE combinado com treinamento de forca (BENATTI et al.,
2012). Por outro lado, € importante considerar que, além do controle de peso
promovido pela pratica de exercicio, a expressao dos genes lipogénicos nao sofreu
alteracdoes (BENATTI et al., 2012; HIGA et al., 2012) e, se a expressao genética

desempenha algum papel no controle da gordura corporal, este efeito de sinalizagao
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para compensagao poderia permanecer e gerar a recuperagao da gordura no futuro,

caso haja interrupgao do exercicio.

Em resumo na figura 1 estao representados graficamente os diferentes tecidos
e substratos energéticos que apresentam efeito compensatério de acordo com a
resposta temporal e quanto a magnitude dos efeitos calculada através de delta

percentual.
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Figura 1 - Diferentes tecidos e substratos energéticos que apresentam efeito compensatorio.

4.3. Exercicios intermitentes em alta intensidade como alternativa

O fornecimento de energia aerdbia é derivado da oxidacao de carboidratos e
de gordura (GASTIN, 2001). Especificamente, protocolos MICE sao, por natureza,
aerobios e a contribuicao de energia fornecida para atender as demandas de energia
€ oriunda predominantemente da oxidacdo de gordura, devido a intensidade
moderada, sendo que a zona ideal para a oxidagao de gordura (FATmax) parece estar
perto de 60-65% do VO2max (ACHTEN; GLEESON; JEUKENDRUP, 2002). Este tipo
de exercicio tem sido sugerido para controle e perda de gordura e de peso, mas
adultos que adicionam MICE a rotina, associada a dieta e a terapia comportamental
mostraram reducdes de apenas 3 kg apds 12 e 24 meses (AVENELL et al., 2004).

Além de ineficiéncia do MICE na perda de gordura, parece que a recomendagao de
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150 min de atividades fisicas por semana (DONNELLY et al., 2009) ndo ¢é suficiente
para perda de peso e prevengao do ganho de peso indesejado (CHURCH et al., 2009).
Além disso, grande parte da populagdo mundial ndo atinge esse nivel de atividade
fisica (HALLAL et al., 2012).

Para evitar a oxidagcado de gordura durante exercicios e possivel compensagao
posterior, protocolos alternativos de exercicio tém sido propostos para induzir
igual/maior impacto na perda de peso e perda de gordura com diferentes demandas
metabdlicas, as quais poderiam prevenir o efeito compensatério no tecido adiposo e
redirecionar a diferentes vias energéticas. Como exemplo, exercicios intermitentes em
alta intensidade (HIIT) sdo caracterizados como modalidade que envolve esforgos de
curta duragdo (10 s a 5 min) em intensidades acima do limiar anaerdbio intervalados
por pausas ativas ou passivas (LAURSEN; JENKINS, 2002). Este modelo de exercicio
€ apresentado como método promissor para promogao de perda de peso (TRAPP et
al., 2008) e, com prescricdo apropriada, poderia evitar a caracteristica lipolitica dos
MICE (BUCHHEIT; LAURSEN, 2013) e efeitos negativos ja citados previamente.

A nivel celular duas perspectivas poderiam dar suporte a esta indicacao, a
primeira relacionada a sensibilidade a insulina tecido especifica e a segunda
relacionada as respostas ao lactato. De acordo com Malin et al. (2016), ao comparar
exercicio moderado (na intensidade do limiar anaerdbio) e exercicio intenso (delta 75
— 75% da diferenga entre limiar anaerébio e VO2pico) equiparados pelo gasto calorico
(200 kcal), a sensibilidade a insulina no musculo esquelético melhorou com ambos
protocolos de treino. Por outro lado, a resisténcia a insulina no tecido hepatico e
adiposo aumentou com os exercicios intensos. Os autores indicam que, apesar de
contraditérios quando aos efeitos positivos do exercicio no perfil glicémico, os achados
podem estar relacionados a elevagdo de hormoénios, como GH, cortisol e
catecolaminas, provocada por exercicios de alta intensidade. Além disso, este efeito
transitorio pode estar associado ao direcionamento dos carboidratos para dar suporte
a producéao de energia e reposi¢ao dos estoques de glicogénio muscular. Ja quanto a
segunda perspectiva, parece estar estabelecido que o lactato atue como inibidor da
atividade lipolitica durante exercicio (LIU et al., 2009) e pode atuar como ativador da
proteina G (GPR81) nos adipdcitos, o que potencializa o efeito antilipolitico da agao
da insulina (AHMED et al., 2010). Neste sentido, Samaneh e Nikooie (2016)
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demonstraram que o lactato produzido no HIIT (2 min @ 80% CMC por 1 min de
recuperacao passiva, 5 dias/sem) parece ser utilizado como mecanismo importante
para oxidagao e reposi¢cao de glicogénio, o que reduz a oxidagao de triglicerideos
intramusculares no primeiro estagio de recuperagao apos exercicio intenso. Por outro
lado, parece que a partir de 10 h apds cessar o exercicio e de modo crénico (5
semanas), a capacidade oxidativa de gorduras se mostra aumentada, vista pela
abundancia de TGF-B1, que pode ter sido regulada pela exposi¢ao as elevadas
concentragdes de lactato (NIKOOIE; SAMANEH, 2016). Em suma, a expressao de
lactato a partir do HIIT pode: i) inibir a oxidagado de gorduras durante exercicio, o que
reduz a chance de supercompensacao deste substrato/tecido; ii) aumentar a
capacidade oxidativa durante periodos de recuperagéo (10 h a 24 h) e de modo
cronico (5 semanas) (NIKOOIE; SAMANEH, 2016).

Assim, conhecer melhor os efeitos do MICE e do HIIT na morfometria corporal
e no desempenho fisico pode contribuir na organizagéo de diferentes modelos de

exercicios fisicos no controle ponderal.

5. Materiais e métodos

5.1 Tipo de estudo e caracterizagao das variaveis

Trata-se de estudo experimental, com grupo controle e randomizagdo. Como
variavel dependente serdo considerados os fatores relacionados a lipogénese (item
3.2) e, como variaveis independentes, o tipo de treino (continuo ou intermitente) e

momento (pré-treino, pds-treino, pds-destreino).

5.2 Casuistica e condig6es ambientais de sobrevivéncia

Serao utilizados 63 ratos Wistar machos com 60 dias, provenientes do biotério
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os animais serdao mantidos em caixas

de 40 x 30 cm, as quais agruparao até 3 animais cada.

Para calculo do tamanho amostral, recorreu-se ao software estatistico
WINPEPI14.0 for Windows. Foi considerada uma diferenga de 7 gramas na massa
dos animais entre o grupo HIIT e MICE destreinados, e o calculo indicou 8 animais
para cada grupo. Como serdo organizados trés grupos (controle, continuo e

intervalado) e trés momentos de analise: pré, pos oito semanas de treinamento e pos
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quatro semanas de destreinamento, adicionamos um animal em cada grupo para
evitar perdas e o tamanho amostral final ficou em 63 animais. Para o calculo utilizamos
os desvios padrao publicados em experimento semelhante (SERTIE et al., 2013).

Considerou-se um poder estatistico maior que 90% e p < 0,05.

Os animais serdo mantidos no biotério experimental no prédio 17 da
Universidade Federal de Pelotas e serdo treinados no Laboratério de Fisiologia
Molecular que possui equipamentos adequados para a intervencao e procedimentos
experimentais. Sera mantido esquema de claro/escuro de 12/12 horas, com
temperatura controlada (22 a 23°C), agua e ragao balanceada padrao para roedores
- Nuvilab® CR1 (com composigéo seguindo as recomendagdes do National Research
Council e National Institute of Health/lUSA para alimentos de ratos de laboratério) ad

libitum.

5.3 Delineamento experimental (Figura 2)

ApOs a eutanasia de 9 animais (base T1), os demais serdo alocados de forma
aleatoria em trés grupos: grupo controle (GC, n=18), grupo que realizara exercicios
continuos de intensidade moderada (GEC, n=18) e grupo submetido a treinamento

intermitente de alta intensidade (GEI, n=18).

ApoOs alocagdo das unidades experimentais nos trés grupos previamente
descritos, sera adotado regime de treinamento fisico, o qual tera duracdo de 8
semanas. Findada a intervengdo com exercicios fisicos, nove (9) animais de cada
grupo serao eutanasiados (T2). Entdo, os grupos serdo acompanhados por mais 4
semanas de destreinamento, periodo no qual os animais serdo mantidos sob as
mesmas condi¢gdes anteriormente descritas; porém, sem a pratica de exercicios
fisicos e, apds esse periodo, os animais serao eutanasiados (T3). Esse periodo de
intervencgdes parece ser suficiente para gerar o estimulo estressor, assim como as
semanas de destreinamento sdo suficientes para se perceber o efeito da

supercompensacao (SERTIE et al., 2013).

5.4 Protocolo de avaliagao

Ocorrerao trés momentos de avaliacdo, que se dardo sempre no periodo

matutino, em que animais de cada grupo serao eutanasiados por exsanguinagao
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cardiaca, apos anestesia com isofluorano. Tecido adiposo periepididimal sera
coletado, pesado e tera fragmentos parafinados para a realizagao das analises (figura
1). A primeira eutanasia ocorrera para descricdo dos valores de base (PRE). A
segunda acontecera ao final da 82 semana de treinamento (POS), e a ultima apds o

periodo de destreino, que durara quatro semanas (T3).

r \ ( A
GC 18 T o To
> - 8 — 4 —
163 F[Bosel MICE 18 |[semanas||+ 5 ||semanas||{
T S )| treino __J|destreino|L
HIIT 18 k T o To
| ) J \ )
E' U U

12 13

Figura 2 - Delinamento experimental do estudo GC = Grupo controle; MICE = Grupo exercicio
continuo; HIIT = Grupo exercicio intermitente. T = Eutanasia. T1 = Eutanasia de linha de base; T2 =
Eutanasia pds treino; T3 = Eutanasia pds destreinamento.

5.5 Protocolo de intervengao e programas de treinamento

Inicialmente os ratos ser&o familiarizados com o treinamento durante 7 dias (5
sessdes) a 1km/h com duragao de 10 min no primeiro dia e tera um acréscimo de 5
min a cada dia. Apds este periodo, os ratos serdo submetidos a teste progressivo para
determinar capacidade maxima de corrida (CMC) e serao alocados nos trés diferentes
grupos, nos quais os exercicios serao propostos de modo progressivo e a intensidade
sera controlada a partir da combinagéo entre velocidade e tempo (10% de inclinagao).
Para os grupos experimentais (GEC e GEIl), os exercicios serao realizados 5 vezes

por semana.

5.5.1 Teste de capacidade maxima de corrida (CMC)

Apoés a familiarizagao, o teste incremental de CMC se dara de acordo com o
proposto por Koch e Britton (2001) e adaptado as condigbes do nosso laboratério,

principalmente quanto a sensibilidade minima de controle da velocidade que € de 1
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km/h e estimulos de choque elétrico ndo serao aplicados. A esteira sera configurada
para inclinacdo de 10% e 1 km/h. Apés inicio do teste, a velocidade sera incrementada
em 0,1 km/h a cada 2 min e cada animal correra até exaustdo. O ponto de exaustao
sera operacionalmente definido quando o animal ndo conseguir acompanhar a
velocidade da esteira em trés tentativas consecutivas apds estimulo mecanico
efetuado pelo pesquisador. A partir da aplicagcao deste protocolo, estudo prévio
encontrou valores entre 1 e 1,8 km/h de CMC na primeira semana apos familiarizacao
(KOCH; BRITTON, 2001). O teste sera aplicado a cada duas semanas para ajustes

nas cargas de trabalho.

5.5.2 Grupo de exercicios continuos (MICE)

O protocolo do grupo MICE sera composto por exercicios continuos e de
moderada intensidade, que iniciardo a velocidade de 60-80% da CMC comegando
com 10 min no primeiro dia e atingindo 25 min/dia na semana 1. A duragéo e a
intensidade irdo progredir de modo que se mantenha carga de trabalho entre 60-80%
da CMC com 10% de inclinacdo durante 45 min/dia de exercicio (BEXFIELD et al.,
2009; SERTIE et al., 2013).

5.5.3 Grupo de exercicios intermitentes (HIIT)

O protocolo do grupo HIIT consistira de exercicio intermitente em alta
intensidade, com 30 segundos a 110% da CMC e 30 segundos de recuperagao ativa
a 50% da CMC. Para isto, apos o periodo de familiarizagéo, ao longo das semanas, o
numero de sprints sera incrementado de modo progressivo, iniciando com 15
repeticoes na semana 1, 20 na semana 2, 25 nas semanas 3, 4 e 5 e 30 sprints nas
semanas 6, 7 e 8, perfazendo total de 30 min de exercicio nessas ultimas 3 semanas.
A escolha do protocolo se deu na tentativa de equalizagdo com o volume de treino de

ambos 0s grupos.

5.6 Procedimentos

5.6.1 Morfometria

A massa corporal (MC) dos animais sera mensurada semanalmente com
balanca digital (Gehaka, Model BK4001, Brazil) e sera expressa em valores absolutos,

por ganho percentual e pela diferenga entre MC inicial e final. Ja o indice de Lee sera
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mensurado a partir de equacdo dividindo a raiz cubica do peso corporal (g) pelo
comprimento nasoanal (cm) e multiplicando o resultado por 1000. (MALAFAIA et al.,
2013).

Com o intuito de avaliar a massa adiposa corporal sera coletado e pesado em
uma balanga de precisdo semi analitica (Marte, Model AD330, Brazil) o tecido adiposo

periepididimal.

5.6.2 Determinacao do tamanho do adipécito e preparagoes histolégicas

Apos fixacdo em paraformaldeido a 4%, pH 7.2, por 16 h a 4°C, as amostras
de tecido adiposo serao desidratadas em etanol absoluto, limpas em xilol, e entdo
embebidas em parafina. A parafina sera cortada em cortes de 5-um que serao corados
com hematoxilina de Harris, contracorados com eosina e avaliados em microscopia
de luz (Leipzig, modelo 5Xi-eLED, camera Motic, modelo Moticam 5, 5MP) utilizando
objetiva de 10x. As imagens serdo capturadas com software de captura Motic Images
Plus 2.0. O software Imaged versédo 1.8.0_172 sera utilizado para avaliar parametros
morfométricos como area, didmetro estimado, perimetro e forma. Serdo estudadas
aproximadamente 300 células de cada animal com membrana intacta, contando-as
aleatoriamente no computador. O tamanho do adipdcito sera determinado pela média

das células.

5.6.3 Consumo alimentar

Serao ofertados 600g de racao por caixa de ratos por semana, toda sexta-feira
a ragao sera pesada para controle da quantidade semanal que cada grupo consumiu.
Ao fim do estudo sera utilizada a média das caixas de cada semana para

determinagédo do consumo alimentar.
5.7 Andlise estatistica

A normalidade dos dados sera verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Uma vez que os dados se apresentaram-se com distribuicdo normal, os dados
descritivos serao apresentados através de meédia e desvio padrao. Para analise dos
resultados, sera avaliada a igualdade de variancias com o teste de Levene e realizada
uma analise de variancia de dois caminhos (ANOVA), com pds hoc de Tukey para

grupo (GC, MICE ou HIIT) e de Bonferroni para momento (T1, T2 e T3). Para a relagao
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entre as variaveis massa corporal e consumo alimentar, sera empregada correlagao
de Pearson. Apds, os mesmos serdao apresentados com medidas de centralidade e

dispersado, na forma tabular e grafica. Para o nivel de significancia sera adotado
P<0.05.

5.8 Aspectos éticos do estudo com experimentagao animal

O projeto sera submetido comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Federal de Pelotas e seguird as indicagbes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal. As condi¢bes de acondicionamento em biotério e eutanasia
animal seguirdo as padronizagdes vigentes, seguindo principios de boa qualidade,

com vistas a gerar sofrimento minimo as cobaias envolvidas no estudo.

6 Orgamento

Material de coleta Qtd Preco un. Preco Total
Ponteiras 200ul (saco) 1 R$ 30,00 R$ 30,00
Microtubos (saco) 1 R$ 30,00 R$ 30,00
Agulha (un) 50 R$ 0,20 R$ 10,00
Luvas (cx) 5 R$ 15,00 R$ 75,00
Subtotal R$ 145,00

Equipamentos Qtd Preco un. Preco Total

Esteira 1 15000,00 R$ 15.000,00

Total R$ 15.145,00

Os equipamentos ja estdo disponiveis nos laboratérios, e os reagentes serao
custeados pelos pesquisadores.
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7 Cronograma
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1 Contextualizagcao

Este documento procura fornecer um relato dos procedimentos de coleta de
dados do projeto de dissertacdo denominado "Impacto de diferentes modelos de
treinamento e subsequente destreino no tecido adiposo e variaveis associadas em

ratos". Os principais desafios encontrados, experiéncias e analise de dados.

Inicialmente o projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa animal da Universidade Federal de Pelotas de acordo com a Lei n°® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) sob o parecer numero 11/2020, anexo 2.

Ademais, antes do inicio da coleta de dados, visando testar a reprodutibilidade,
concordancia e logistica do estudo, ocorreu realizagdo de um piloto para testar os
protocolos de treinamento e as adaptagbes ao nosso laboratério. A partir das
respostas obtidas nesse periodo inicial, os ajustes foram feitos para que tudo

ocorresse da melhor maneira possivel.
2 Solicitagao dos animais

Ap6s o periodo inicial de testes, foi solicitado ao biotério central da
Universidade Federal de Pelotas 63 ratos Wistar adultos com aproximadamente 60
dias de vida. Portanto, foi obtido um periodo até que os animais estivessem nas
condigdes necessarias. Esse periodo de tempo foi usado para avaliagdo do projeto,

revisao de literatura, treinamento e logistica do estudo.
3 Coleta de dados

As coletas de dados foram realizadas no periodo de junho de 2021 a setembro
de 2021. Inicialmente recebemos 63 ratos, identificamos as caixas com etiquetas, nas
quais continham as informagdes de numero da caixa, grupo de intervencgao,
quantidade de animais por caixa, ainda pesamos todos os animais e anotamos em
uma planilha o peso de cada animal, foi pesada a ragcao colocada a disposicao deles.
Apods esse dia comegamos a familiarizagdo dos animais, cada rato ficou 10 minutos
na esteira no primeiro dia e foram acrescentados 5 minutos até o fim da semana de

familiarizacao.
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Findada a familiarizacao, foi feita a primeira eutanasia dos animais, onde foi
retirado os tecidos dos ratos das caixas 9, 8 e 7 que serviu como valores para a linha
de base do estudo, foi realizado um teste de capacidade maxima de corrida para
mensurar a intensidade dos treinos dos grupos de intervengao, que se repetiu a cada
15 dias para ajustes nas cargas de treinos e foi dado inicio aos protocolos de

treinamento.

Na conclusao de 8 semanas de treinamento, os animais das caixas 6, 7 ¢ 8
foram submetidos a segunda eutanasia para coletar informag¢des sobre as semanas
durante as quais as intervencdes foram realizadas. Os ratos entdo passaram por um
periodo de destreinamento de 4 semanas durante o qual continuaram a viver nas
mesmas condi¢gdes, mas nao se envolveram em nenhuma intervengao com exercicio.
Apés a fase de destreinamento, foi realizada a terceira e ultima eutanasia para coleta

de informacdes sobre o destreinamento dos animais.
4 Principais dificuldades

No que diz respeito as dificuldades encontradas no periodo de coleta de dados,
a principal delas foi fazer com que todos animais realizassem os protocolos de treino
de forma adequada. Muitos trancavam as patas na esteira e acabavam se
machucando, fazendo com que perdessem algumas sessdes de treinamento. Outra
dificuldade era o transporte dos animais, visto que a realizacdo dos protocolos de
treinamento n&o ocorria no mesmo prédio em que eles se mantinham, portanto em
dias de chuva, o transporte e manuseio das caixas eram dificeis de serem realizados.
Além disso, a racdo que forneciamos durante as semanas de intervencado estava

faltando, impossibilitando o controle do consumo alimentar por uma semana.
5 Consideragoes finais

Como fechamento deste relatério, as experiéncias importantes a serem
destacadas durante a elaboragdo deste estudo foram as trocas com profissionais
responsaveis pelo cuidado do biotério, ajudando a entender melhor como os animais

se comportam, cuidados a serem tomados e também a forma de manuseio.

Por fim, apds a qualificacdo do projeto de pesquisa foi necessario a alteragao
de alguns objetivos, visando a adequacgao ao tempo de duragao do mestrado. Sendo

assim, a principal modificacao foi a ndo realizagao de analises sanguineas e alteragao
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no tecido adiposo a ser analisado. O artigo esta dentro das normas e sera submetido

na “Experimental Physiology”.

Em breve, serao criados artigos que abordam questdes adicionais do projeto
para as quais ja temos os dados necessarios; no entanto, dadas as limitagdes de
tempo associadas a conclusdo desta etapa da formacao do mestrado, néo foi possivel

cria-los a tempo de serem incluidos no volume final desta dissertacao.
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Resumo

A Sindrome geral da adaptagdo e o modelo de supercompensagdo sao pressupostos
frequentemente aplicados na ciéncia do exercicio. Ao se considerar que a gordura ¢ tecido
essencial e fonte energética primaria para exercicios continuos de intensidade moderada
(MICE), este tipo de esfor¢o poderia promover compensacao apos periodo de destreinamento.
O objetivo do estudo foi investigar os efeitos de diferentes modelos de exercicio com
subsequente destreinamento na celularidade do tecido adiposo de ratos adultos. Esse ¢ um
estudo experimental no qual ratos foram alocados em trés grupos: 1) Exercicio continuo de
intensidade moderada (MICE); i1) Exercicio intermitente de alta intensidade (HIIT); e ii1) Grupo
controle (GC). Dados foram coletados em trés momentos, a saber: valores de base (T1), apds
1Sso os animais se exercitaram em esteira durante oito semanas (T2) e, entdo, foram
acompanhados por quatro semanas apos interrup¢do do exercicio fisico (T3). Para analise
estatistica, foi realizada analise de variancia de dois caminhos (ANOVA), com pds-hoc de
Tukey para grupo (GC, MICE ou HIIT) e de Bonferroni para momento (T1, T2 e T3). Para
massa periepididimal, GC apresentou aumento de 45% no pds destreino comparado ao pos
treino. Os grupos HIIT e MICE apresentaram valores inferiores no pds destreino quando
comparados ao GC. Na comparagdo entre grupos relativa ao delta de variagdo entre pos treino
e pos destreino, houve diferenga na massa periepididimal (p=0,012), com HIIT apresentando
valores inferiores ao GC (p=0,009). A analise grupo a grupo da area do adipdcito periepididimal
revelou diferencgas entre momentos (p=0,001), com o pos treino sendo inferior a pds destreino
no HIIT (p=0,014) e no GC (p=0,012). Em conclusdo, nossos achados demonstraram efeitos
positivos de ambas intervencdes (HIIT e MICE) no controle da massa do tecido adiposo
periepididimal de ratos adultos apds 4 semanas de interrupcao de exercicio, com menor ganho
de massa no grupo HIIT. A determinagdo da area do adipdcito apresentou valores maiores no
p6s destreino comparados ao pos treino nos grupos HIIT e GC, o que poderia ser considerado

como hipertrofia das células do tecido adiposo periepididimal.
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Introducio

Durante o exercicio, lipidios sao considerados como importante fonte de energia
principalmente em esfor¢os continuos de baixa e moderada intensidade (MICE) e longa
duragdo, mobilizando o tecido adiposo de modo elevado em termos relativos (Muscella et al.,
2020). Este tipo de estimulo estressa depositos de gordura durante o esfor¢o, ocasionando
lipolise de triglicerideos, principalmente nos adipocitos de gordura e nos estoques
intramusculares de triacilglicerol (Muscella et al., 2020), assim como o transporte de acidos
graxos do plasma sanguineo para o sarcoplasma muscular (Romijn et al., 1993), o que poderia
ocasionar redu¢do da adiposidade e mudancas favoraveis no perfil lipidico (Sene-Fiorese et
al., 2008). No entanto, assim como outros elementos bioldgicos, o tecido adiposo tende a
exibir respostas supercompensatorias agudas (Schenk & Horowitz, 2007) e cronicas (Benatti
et al., 2012) apds ser estressado, inclusive depois da realizagdo de treinamento aerdbio
continuo com intensidades leve a moderada, predominantemente oxidativos (Sertie et al.,

2013).

Nesse contexto, os efeitos da interrupgdo do treinamento sobre o metabolismo e celularidade
dos adipocitos no tecido adiposo periepididimal de ratos Wistar foram investigados por Sertie
et al (2013) em intervencdo de 12 semanas. Os autores encontraram que destreinamento de 4
semanas apos 8 semanas de treinos de corrida em esteira (1h/dia, 5 dias/semana, 50 — 60%
VO2méx) proporcionou aumento de 48% na capacidade de realizar lipogénese em
comparagdo ao grupo que se manteve treinando. A partir de resultados como este, tem-se
hipotetizado que a adipogénese tende a ser estimulada quando da cessagdo do exercicio fisico
(Benatti et al., 2012; Schenk & Horowitz, 2007; Sertie et al., 2013), acompanhada de
hipertrofia significativa dos adipdcitos (Schenk & Horowitz, 2007), assim como um aumento

da capacidade lipogénica (Benatti et al., 2012).

Por outro lado, tem-se hipotetizado que o exercicio intermitente de alta intensidade (HIIT)
(Buchheit & Laursen, 2013) tenderia a ndo estimular supercompensagdo do tecido adiposo
por: 1) ndo aprimorar, a0 menos de modo agudo, a sensibilidade & insulina (Brestoff et al.,
2009; Metcalfe et al., 2015), i1) elevar o dispéndio energético, o consumo de oxigénio pos-
exercicio (EPOC), a termogénese de repouso e o volume de massa muscular (Greer et al.,
2015), iii) promover elevadas concentragdes de lactato durante os exercicios, o que inibiria a

lipolise (Liu et al., 2009) a partir do direcionamento do efeito compensatorio ao glicogénio

(Acheson et al., 1988).
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Sabe-se que o tecido adiposo tende a apresentar respostas compensatorias apds ser estressado
(Benatti et al., 2012; Schenk & Horowitz, 2007), inclusive ap6s interrupcao de exercicios do
tipo continuo de intensidade moderada (Sertie et al., 2013), entretanto, nao esta claro se esse
mecanismo de supercompensacao ¢ depende do modelo de exercicio. Assim sendo,
hipotetiza-se que a manipulacao das varidveis, referentes a tempo e modelos de esfor¢os como
a intensidade do estimulo, relacionadas aos exercicios fisicos aerobios continuos e
intermitentes, poderiam estressar os sistemas organicos de modo diferente, e proporcionar
modelos variados de supercompensacao tecidual (Coswig et al., 2016). Portanto os objetivos
do nosso estudo foram comparar os efeitos dos treinamentos continuo de intensidade
moderada (MICE) e do treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT) e respectivos
efeitos do destreinamento no tecido adiposo periepididimal, na massa corporal, no indice de

Lee, no tamanho dos adip6citos € no consumo alimentar de ratos Wistar adultos.
Materiais e Métodos
Tipo de estudo e caracterizacio das variaveis

Trata-se de estudo experimental, com grupo controle e randomizagdo. Como varidvel
dependente foram considerados massa corporal (MC), indice de Lee, consumo alimentar, bem
como a massa adiposa branca e respectivo tamanho dos adipdcitos da regido periepididimal,
visto que ¢ um tecido amplamente estudado na literatura (Braga et al., 2004; Maillard et al.,
2019; Sertie et al., 2013, 2015). Como variaveis independentes, consideraram-se tipo de treino

(continuo ou intermitente) e momento (pré-treino, pos-treino, pos-destreino).
Casuistica e condicoes ambientais de sobrevivéncia

Para calculo do tamanho amostral, recorreu-se ao software estatistico WINPEPI14.0 for
Windows. Foi considerada uma diferencga de 7 gramas na massa dos animais entre o grupo
intermitente (HIIT) e continuo (MICE) destreinados, e o célculo indicou 8 animais para cada
grupo. Como foram organizados trés grupos (Controle, MICE e HIIT) e trés momentos de
andlise: pré (T1), apds oito semanas de treinamento (T2) e apds quatro semanas de
destreinamento (T3). Também consideramos adicionar um animal em cada grupo para evitar
perdas. Para o célculo utilizamos os desvios padrdo de experimento semelhante (Sertie et al.,
2013). Considerou-se poder estatistico de 90% e p < 0,05. Dessa forma, foram empregados 63
ratos Wistar machos com 60 dias, provenientes do biotério da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Os animais foram mantidos em caixas de 40 x 30 cm, as quais agruparam até

3 animais cada.
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Os animais foram treinados no Laboratorio de Fisiologia Molecular da Universidade Federal
de Pelotas que possuia equipamentos adequados para a intervengao e respectivos
procedimentos experimentais. Foi mantido esquema de claro/escuro de 12/12 horas, com
temperatura controlada (22 a 23°C), agua e ragao balanceada padrao para roedores - Nuvilab®
CR1 (com composi¢ao seguindo as recomendagdes do National Research Council e National
Institute of Health/USA para alimentos de ratos de laboratério) ad libitum. Ao longo de todo o

experimento ndo ocorreram mortes espontaneas ou quaisquer tipos de doencas detectaveis.
Delineamento experimental

ApOs eutanasia de 9 animais (baseline, T1), os demais foram alocados de forma aleatoria em
trés grupos, a saber: Controle (GC, n=18), Continuos de intensidade moderada (MICE, n=18)

e Treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT, n=18).

Em seguida a alocagdo das unidades experimentais nos trés grupos previamente descritos, foi
adotado regime de treinamento fisico, o qual teve duragdo de 8 semanas. Findada a
intervengdo com exercicios fisicos, nove (9) animais de cada grupo foram eutanasiados (T2).
Entdo, os grupos foram acompanhados por mais 4 semanas de destreinamento, periodo no
qual os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢gdes anteriormente descritas; porém,
sem a pratica de exercicios fisicos e, apos esse periodo, os animais foram eutanasiados (T3),
conforme mostra a figura 1. Esse desenho experimental foi adaptado com base no trabalho de

Sertie et al (2013).

Os trés momentos de avalia¢do se deram sempre no periodo matutino. Os animais foram
eutanasiados por exsanguinagdo cardiaca, apds anestesia com isofluorano. Apos, tecido
adiposo periepididimal foi coletado, pesado e teve fragmentos parafinados para a realizagdo

de analises subsequentes.
Protocolo de intervencio e programas de treinamento

Inicialmente, todos os ratos foram familiarizados com o treinamento em esteira elétrica
(Arktus®), adaptada, com 10 baias individuais de 10x50cm, em 5 sessdes ao longo de 7 dias.
A familiarizagdo se deu com aplicacao de esforgos com velocidade de 1km/h com duragdo de
10 min no primeiro dia e acréscimos de 5 min a cada dia. Apos este periodo, os ratos foram
submetidos a teste progressivo para determinar capacidade maxima de corrida (CMC). Em
relagdo a intervencao, os grupos experimentais (HIIT e MICE) realizaram o programa de

treinamento 5 dias por semana.
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Teste de capacidade maxima de corrida (CMC)

Apos a familiarizagdo, o teste incremental de CMC se deu de acordo com o proposto por
Koch e Britton (2001) e adaptado as condi¢gdes do nosso laboratorio, principalmente quanto a
velocidade minima de inicio, no estudo original foi utilizada velocidade inicial de (0,6 km/h
ou 10 m/min) em nosso estudo utilizamos (1 km/h ou 16,6 m/min) e estimulos de choque
elétrico ndo foram aplicados. A esteira foi configurada para inclinagao de 10% e inicio a 1
km/h. Apds inicio do teste, a velocidade foi incrementada em 0,1 km/h a cada 2 min e cada
animal correu até exaustdao. O ponto de exaustdo foi operacionalmente determinado quando o
animal ndo conseguia acompanhar a velocidade da esteira em trés tentativas consecutivas
apos estimulo mecanico efetuado pelos pesquisadores (valores de baseline: GC: 1,47 £ 0,18
km/h; MICE: 1,4 =0 km/h; HIIT: 1,77 £ 0,06 km/h). O teste foi aplicado a cada duas semanas

para ajustes nas cargas de trabalho. Grupo de exercicios continuos (MICE)

O protocolo do grupo MICE foi composto por exercicios continuos e de moderada
intensidade, que iniciaram a velocidade de 60-80% da CMC comegando com 10 min no
primeiro dia e atingindo 25 min/dia na semana 1. A duragdo e a intensidade progrediram de
modo que se manteve carga de trabalho entre 60-80% da CMC com 10% de inclinagdo

durante 40 min/dia de exercicio (Bexfield et al., 2009; Sertie et al., 2013).
Grupo de exercicios intermitentes (HIIT)

O protocolo do grupo HIIT consistiu de corrida na esteira com relagdo de esforco-pausa de
1:1, com 30 segundos a 110% da CMC e 30 segundos de recuperacdo ativa a 50% da CMC.
Para isto, apos o periodo de familiarizacdo, ao longo das semanas, o nlimero de sprints foi
incrementado de modo progressivo, iniciando com 15 sprints na semana 1, 20 sprints na
semana 2, 25 sprints nas semanas 3, 4 e 5 e 30 sprints nas semanas 6, 7 e 8, perfazendo total
de 30 min de exercicio nessas tltimas 3 semanas. A escolha do protocolo se deu na tentativa

de equalizagdo do volume de treino de ambos os grupos.
Morfometria

A massa corporal (MC) dos animais foi mensurada semanalmente com balanca digital
(Toledo®, Brazil, com sensibilidade minima de 125g) e foi expressa em valores absolutos e
pela média semanal. Ja o indice de Lee foi mensurado a partir de equacao dividindo a raiz
cubica do peso corporal (g) pelo comprimento nasoanal (cm) e multiplicando o resultado por

1000 (Malafaia et al., 2013).
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ApOs anestesia com isofluorano, os animais foram eutanasiados e tiveram o tecido adiposo
periepididimal (PE) coletados e pesados em balanga semi analitica (Marte, Model AD330,
Brazil, com sensibilidade de 0,001g) (Figura 2, Painel A).

Determinacio do tamanho do adipdcito e preparacgoes histolégicas

Ap6s fixacdo em paraformaldeido a 4%, pH 7.2, por 16 h a 4°C, as amostras de tecido
adiposo foram desidratadas em etanol absoluto, limpas em xilol, e entdo embebidas em
parafina. A parafina foi cortada em cortes de 5-um que foram corados com hematoxilina de
Harris, contracorados com eosina e avaliados em microscopia de luz (Leipzig, modelo 5Xi-
eLED, camera Motic, modelo Moticam 5, SMP) utilizando objetiva de 10x (Figura 2, Painel
B). Para determinacgdo da area do adipocito, o procedimento se deu de acordo com o trabalho
do Sertie et al. (2013) e adaptado as condigdes do nosso laboratorio. Foram analisadas
aproximadamente 300 adipocitos (quatro laminas para cada tecido de um rato, nove ratos por
grupo) com membrana intacta, contadas aleatoriamente no computador. O tamanho do
adipocito foi determinado pela média das células analisadas. As imagens foram capturadas
com software de captura Motic Images Plus 2.0. O software ImagelJ versao 1.8.0 172 foi

utilizado para avaliar a area do adipdcito.
Consumo alimentar

Foram ofertados 600g de ragdo por caixa por semana. Nesse sentido, toda sexta-feira a ragdo
foi pesada em balanca digital (Toledo®, Brazil, com sensibilidade minima de 125g) para
controle da quantidade semanal que cada grupo consumiu. Ao fim do estudo foi utilizada a
média das caixas de cada semana para determina¢do do consumo alimentar (Maillard et al.,

2019).
Analise estatistica

Para analise estatistica, foi realizado cegamento dos dados. A normalidade dos dados foi
verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Uma vez que os dados se apresentaram com
distribui¢@o normal, resultados descritivos foram apresentados a partir de média e desvio
padrdo. Para andlise inferencial, foi avaliada a igualdade de variancias com o teste de Levene
e realizada andlise de variancia de dois caminhos (ANOVA), com pds-hoc de Tukey para
grupo (GC, MICE ou HIIT) e de Bonferroni para momento (T1, T2 e T3). A magnitude das
diferencgas foi apresentada utilizando o 1?, o qual pode ser classificado como pequeno (0.1),

médio (0.24) ou grande (0.37) (Cohen, 1988). Para a relagdo entre as varidveis massa corporal
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e consumo alimentar foi empregada correlagao de Pearson. Apos, os mesmos foram
apresentados com medidas de centralidade e dispersao, na forma tabular e grafica (Kirkwood

& Sterne, 2003). O nivel de significancia a dotado foi de p<0,05.
Aspectos éticos do estudo com experimentagao animal

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Federal de Pelotas de acordo com a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagao Animal (CONCEA) sob o parecer numero 11/2020. As condi¢des de
acondicionamento em biotério e eutandsia animal seguiram as padronizagdes vigentes,
seguindo principios de boa qualidade, com vistas a gerar sofrimento minimo as cobaias

envolvidas no estudo.
Resultados

A tabela 1 apresenta os efeitos do treinamento e do destreinamento em relagdo as variaveis

estudadas.
Consumo alimentar

Inicialmente, destaca-se que ndo houve diferenca estatistica entre momentos (T1, T2 e T3) no
consumo alimentar (F:2,2; p=0,07; 1*=0,27), € nem entre grupos nos trés momentos.
Entretanto, ao se correlacionar consumo alimentar com massa corporal, observou-se valores
significantes apenas no MICE, ou seja, quanto maior a massa corporal, maior foi o consumo

alimentar (MICE: r=0,62; p=0,032; HIIT: r=0,548; p=0,065; GC: r=0,315; p=0,319).
Massa corporal e indice de Lee

Para massa corporal, houve diferenca estatisticamente significante entre momento (F=11,9;
p<0.001; n?>=0,64), com T3 sendo superior a T2 em todos os grupos, conforme mostra a figura
3 (HIIT: p=0,002; MICE: p=0,001; GC: p=0,002), sendo que ndo houve diferengas entre

grupos.

O indice de Lee nao apresentou diferengas entre grupos (F=2,104; p=0,133; n>=0,07); no
entanto, foram identificadas diferencas significantes entre momentos (F=6,48; p=0,014;

1n*=0,109), com T2 sendo inferior a T3 em todos os grupos.

Massa periepididimal e tamanho do adipdcito
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A analise da massa periepididimal apresentou diferengas entre grupos (F=15,322; p=0,001;
1n*=0,301), entre momentos (F=16.3; p=0,001; n>=0,160) e houve interagdes significativas
entre grupo e momento (F=3.369; p=0,043; 1*=0,066). O valor da massa do epididimo em T1
foi inferior ao momento T2 para HIIT (p=0,004), MICE (p=0,001) e GC (p<0,001) (Figura 4,
Painel A). O GC apresentou valores em T2 inferiores ao T3 (p=0.002, Figura 4, Painel B). O
grupo HIIT (p<0,001) e grupo MICE (p=0,017) apresentaram valores inferiores no T3
comparados ao GC, conforme figura 5, painel A. Na analise do delta de variacao entre T2 e
T3 na comparagdo entre os grupos, houve diferenca estatistica na massa periepididimal
(p=0,012), sendo que o grupo HIIT apresentou valores inferiores ao GC (p=0,009), o que ¢
demonstrado na figura 4, painel C. Na analise da area de adipocitos periepididimais, nao
houve diferencas entre grupos (F=1,162; p=0,321; 1*=0,03). E, embora ndo tenham ocorrido
interacoes significantes entre os grupos (Figura 5, Painel B), a andlise entre grupos revelou
diferengas entre momentos (F=25,177; p=0,001; n>=0,322), com T2 sendo inferior ao T3 no
HIIT (p=0,014) e no GC (p=0,012).

Discussao

O presente estudo teve como objetivos analisar os efeitos de dois tipos de exercicios fisicos
(MICE e HIIT) e respectivo periodo de destreino em ratos Wistar adultos. Os principais
resultados da investigagdo indicam que: i) ambas intervengdes (MICE e HIIT) tiveram efeitos
positivos no controle da massa do tecido adiposo periepididimal, mesmo apos 4 semanas de
interrup¢ao de exercicio, ii) a determinagdo da area do adipdcito mostrou que os grupos HIIT
e GC apresentaram valores maiores em T3 comparados a T2, o que poderia ser considerado
como hipertrofia das células do tecido adiposo periepididimal, iii) na analise do delta de
variagdo entre T2 e T3 na comparagdo entre os grupos, houve menor ganho na massa

periepididimal no grupo HIIT.

Sabe-se que o exercicio fisico ajuda a manter o controle de massa corporal a longo prazo e
promove redu¢do da massa adiposa visceral (Hansen et al., 2007), inclusive em programas de
treinamento que nao ha restricao calorica (Ross & Leveritt, 2001). Em estudo anterior (Weiss
et al., 2017), 52 participantes com sobrepeso realizaram por 12 a 14 semanas exercicios de
caminhada rapida, corrida, ciclismo, e atividades fisicas funcionais. Os resultados
demonstraram que houve perda de peso efetiva (7%) apenas com exercicio, assim como
preservacao da massa corporal magra e melhora do consumo maximo de oxigénio quando
comparado a perda de peso apenas com déficit energético. No entanto, pouco se avalia a

respeito dos efeitos do destreinamento, tema que tem reemergido recentemente (Del Vecchio
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et al., 2020). Complementarmente, o declinio na quantidade de atividade fisica, que afeta o
balanco energético e provoca desequilibrio na ingestao e gasto energético também poderia ser
um dos possiveis fatores que explicaria este comportamento (Cox, 2017). No entanto, como
houve correlagdo significante entre consumo alimentar e a massa corporal na intervengao
MICE, pode-se considerar que, nesse ambiente controlado, a massa corporal responde em
linha com o consumo alimentar. Especificamente nas tltimas quatro semanas do presente
estudo, os ratos destreinados dos grupos HIIT e MICE ganharam massa corporal, sem
diferencas em relagcdo ao GC. Indica-se, nesse sentido, que o HIIT pode nao ter promovido o
estresse fisiologico necessario para desencadear os mecanismos de prote¢do contra aumento

do tecido adiposo (Coswig et al., 2016).

O indice de Lee, proposto em 1928, ¢ um indicador equivalente ao indice de massa corporal
(IMC) em humanos e pode ser usado para identificar de forma rapida e precisa a obesidade
em ratos (Bernardis & Patterson, 1968). Estudos prévios identificaram que esta variavel
aumenta significativamente com o aumento da idade em ratos até 90 dias de idade e
permanecem constantes a partir de entdo (Novelli et al., 2007). No presente estudo os animais
finalizaram a intervengdo com 90 dias, possivelmente, por isso esse indice foi maior em T3

comparado a T2 em todos os grupos.

No presente estudo foram empregados animais adultos e, portanto, devido ao seu crescimento
e envelhecimento, poderiam ser esperados aumentos nos valores da massa periepididimal no
decorrer do tempo (Ghasemi et al., 2021), Considerando-se apenas T1 e T2, dados do nosso
estudo indicam que houve aumento da massa PE, esse resultado pode ser explicado pelo fato
de ndo termos usados ratos que foram induzidos a obesidade, seguindo assim com o
crescimento normal dos tecidos (Braga et al., 2004). Entretanto, somente o GC apresentou
aumento significativo no periodo T3, mostrando que as interveng¢des com exercicio fisico
(MICE e HIIT) tiveram efeitos positivos no controle da massa do tecido adiposo

periepididimal, mesmo apds 4 semanas de interrupgao de exercicio.

Em estudo anterior (Braga et al., 2004), avaliaram-se os efeitos do destreinamento na gordura
corporal em ratos que se exercitaram de forma continua ou intermitente por 12 semanas, 5
dias por semana e que passaram por destreino de 8 semanas. Nesse estudo, os animais foram
separados em subgrupos e receberam 4 miligramas (mg) de glutamato monossddico por
grama (g) de peso corporal ou solugdo salina durante 14 dias. O exercicio continuo era
composto por 45 minutos de natacdo com sobrecarga individual de 5% do peso corporal do

animal; o programa intervalado constituiu de tempo total de 45 minutos de natagao,
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alternando-se 15 s de esfor¢o com sobrecarga de 15% da massa corporal por 15 s de repouso.
Indica-se que ambos os métodos foram eficazes no controle da massa corporal e as carcacas
dos animais treinados que receberam glutamato monossodico apresentaram menos gordura
que os sedentarios, demonstrando efeito protetor do exercicio fisico, mesmo com alimentagao
inadequada. Entretanto, diferente do nosso estudo, os efeitos de ambos os protocolos de
treinamento foram transitorios uma vez que apds o periodo de destreinamento esses efeitos
desapareceram (Braga et al., 2004). Talvez, isso tenha ocorrido por conta da suplementacao
precoce de glutamato monossédico, que induziu a obesidade, aumentando o teor de gordura

na carcaga € no peso do tecido adiposo epididimal (Braga et al., 2004).

Em outro estudo, ratos foram submetidos a MICE (8 sem de treinos, 5x/sem, 60 min/sessao a
50-60% da capacidade maxima de corrida) seguido de destreinamento de 4 semanas ou
controle durante 12 semanas. Os resultados indicam que houve ganho de peso corporal ap6s o
periodo de 4 semanas de destreinamento fisico. Quando comparado ao grupo controle, o
tecido adiposo total e sua capacidade lipogénica aumentaram ao longo do periodo de
destreinamento, assim como também apresentaram maior capacidade de transporte e oxidagdo
de glicose desenvolvida pelos adipocitos quando estimulados pela insulina (Sertie et al.,

2015).

Em nosso estudo, o delta da massa periepididimal (massa T3 menos massa T2) foi menor no
HIIT em relag¢dao ao GC, reduzindo assim o crescimento da massa PE, ao contrario do MICE,
que ndo demonstrou essa diferenca. Em estudo anterior, Maillard et al (2019) compararam os
efeitos do MICE com o HIIT no cross-talk intestino-tecido adiposo em ratos Zucker machos
obesos (n = 36), os quais foram divididos em trés grupos: MICE (12m/min por 51 min), HIIT
(6 sprints de 4 min a 18m/min seguidos de 3 min a 10m/min) e controles (CONT; sem
exercicio), sendo que os animais correram em esteira 5 dias/semana por 10 semanas. Apos o
periodo de exercicios, a massa gorda abdominal total e epididimal diminuiu apenas no grupo
HIIT, sendo menor a observada no grupo CONT na semana 5 (p <0,05) e na semana 8 (p
<0,01), e a observada grupo MICE ao final do protocolo de treinamento (p <0,05). Os autores
concluiram que o HIIT promoveu redu¢do na massa gorda abdominal e de forma mais
eficiente que o MICE. Essa diminui¢do na massa gorda abdominal e visceral pode ser
explicada por alteragdes especificas na via da lipdlise, incluindo redugdo na sensibilidade dos
receptores adrenérgicos ou de insulina no tecido adiposo, aumento na atividade de enzimas
lipoliticas, reducao na atividade de ezimas lipogéncias ou adaptagdes mitocondriais (Maillard

et al., 2019). Além disso, o HIIT pode afetar favoravelmente o gasto energético de varias
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maneiras (Shen et al., 2015). Sabe-se que fluxo de energia do musculo esquelético durante a
contragao ¢ dependente da intensidade e, a0 mesmo tempo, o exercicio em alta intensidade
esgota os estoques de glicogénio, eleva as taxas de oxidagdo de gordura e aumenta o gasto
energético no periodo pos-exercicio (Shen et al., 2015). No entanto, os autores nao avaliaram

as respostas ao destreinamento.

No presente estudo também investigamos o tamanho dos adipocitos a partir de técnica
consolidada na literatura (Sertie et al., 2013). Neste sentido, dados mostraram que o HIIT e
GC apresentaram valores maiores apds o destreinamento (T3) em comparacao ao momento
pos-treino (T2), o que poderia indicar hipertrofia das células do tecido adiposo periepididimal
apos o periodo de destreinamento (Figura 5), ao contrario da nossa hipdtese inicial.
Acreditamos que 1sso pode ter ocorrido devido ao protocolo de treino aplicado no grupo HIIT,
a partir de duas perspectivas: 1) a intensidade nao foi alta o suficiente para elevar a
concentragdo de lactato sanguineo como esperado, provavelmente em recorréncia da pequena
intensidade do periodo de esforgo e dos intervalos curtos (Valstad et al., 2018) e isto fez com
que nao ocorresse inibicao da lipdlise (Liu et al., 2009); e, ii) o HIIT proporcionou melhora na
sensibilidade a insulina no tecido adiposo, promovendo maior captagdo e oxidacao de glicose

nos adipdcitos no periodo de destreino (Marcinko et al., 2015).

Nesse sentido, sabe-se que o exercicio intenso aumenta a fosforilagdo e a inibi¢ao da acetil-
CoA carboxilase (ACC) pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK) no musculo, tecido
adiposo e figado (Marcinko et al., 2015). Reconhece-se que AMPK e ACC s@o enzimas-chave
que regulam o metabolismo de dcidos graxos, teor de gordura no figado, inflamagao do tecido
adiposo e sensibilidade a insulina (Marcinko et al., 2015). Assim, melhorias na capacidade do
adipocito de absorver e oxidar a glicose podem ser cruciais para a regulagcdo metabolica
durante a fase de treinamento, mas também podem causar acimulo de gordura apds o término
do exercicio (Coswig et al., 2016). Em estudo anterior (Sertie et al., 2015), verificou-se que
adipdcitos de animais destreinados aumentam sua capacidade de captacdo de glicose em
18,5% em comparag@o com os de animais sedentéarios (p<0,05). As mesmas células também
apresentam maior capacidade de oxidagdo da glicose em resposta a estimulagdo insulinica

(34,55%) em comparagdo com o grupo sedentario (p<0,05).

O presente estudo nao esta livre de limitagdes. Pelo menos trés aspectos merecem destaque: 1)
Nao foi realizada analise de lactato sanguineo, o que poderia melhorar a precisao da
intensidade do exercicio e garantir a possivel inibi¢ao da lipdlise no grupo HIIT; ii) A

contagem do nimero de células do tecido adiposo nao foi efetuada; iii) Nao foi realizada



54

selecdo prévia de ratos corredores natos, o que implicou em dificuldades de fazer os animais
correrem durante as intervengdes com o treinamento. Em contrapartida, tais limitagdes se
minimizam em frente aos dados dos indicadores de velocidade utilizados nos testes de
capacidade maxima de corrida e também a vastidao de possibilidades a serem investigadas
acerca dos efeitos do destreinamento no tecido adiposo, principalmente em relagao a
diferentes modelos de treinamento, e este artigo ¢ um dos primeiros a investigar € apresentar
dados acerca do assunto. Sugere-se que mais pesquisas sejam conduzidas afim de investigar
os efeitos da cessagdo do exercicio no metabolismo da gordura e em diversos tecidos

corporais apods diferentes tipos de exercicios.
Conclusio

Em conclusdo, nossos achados demonstraram efeitos positivos de ambas intervengdes (HIIT e
MICE) no controle da massa do tecido adiposo periepididimal de ratos adultos apos 4
semanas de interrupc¢ao de exercicio, com menor ganho de massa adiposa no grupo HIIT na
analise do delta de variagdo entre pos treino e pos destreino dos grupos. Foi observado que a
determinagdo da area do adipdcito apresentou valores maiores no pos destreino comparados
ao pos treino nos grupos HIIT e GC, o que poderia indicar hipertrofia das células do tecido

adiposo periepididimal.



55

Referéncias

Acheson, K. J., Schutz, Y., Bessard, T., Anantharaman, K., & Flail, J.-P. (1988). Glycogen
storage capacity and de novo lipogenesis during massive carbohydrate overfeeding in man.
American Society for Clinical Nutrition, 48, 240-247. https://doi.org/10.1093/ajcn/48.2.240

Benatti, F., Solis, M., Artioli, G., Montag, E., Painelli, V., Saito, F., Baptista, L., Costa, L. A.,
Neves, R., Seelaender, M., Ferriolli, E., Pfrimer, K., Lima, F., Roschel, H., Gualano, B., &
Lancha, A. (2012). Liposuction induces a compensatory increase of visceral fat which is

effectively counteracted by physical activity: A randomized trial. Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 97(7), 2388-2395. https://doi.org/10.1210/j¢.2012-1012

Bernardis, L. L., & Patterson, B. D. (1968). Correlation between “lee index” and carcass fat
content in weanling and adult female rats with hypothalamic lesions. Journal of
Endocrinology, 40, 527-528. https://doi.org/10.1677/j0e.0.0400527

Bexfield, N. A., Parcell, A. C., Nelson, W. B., Foote, K. M., & Mack, G. W. (2009).
Adaptations to high-intensity intermittent exercise in rodents. Journal of Applied Physiology,
107(3), 749-754. https://doi.org/10.1152/japplphysiol.91446.2008

Braga, L., Mello, M., Manchado, F., & Gobatto, C. (2004). Exercicio continuo e intermitente:
Efeitos do treinamento e do destreinamento sobre o peso corporal € o0 metabolismo muscular

de ratos obesos. Revista Portuguesa de Ciéncias Do Desporto, 6, 160—169.
https://doi.org/10.5628/rpcd.06.02.160

Brestoff, J. R., Clippinger, B., Spinella, T., von Duvillard, S. P., Nindl, B., & Arciero, P. J.
(2009). An acute bout of endurance exercise but not sprint interval exercise enhances insulin
sensitivity. Applied Physiology, Nutrition and Metabolism, 34(1), 25-32.
https://doi.org/10.1139/H08-126

Cohen, J. (1988). Statistical Power Analysis for the Behavioral Sciences Second Edition
(Hillsdale, Ed.; 2nd edition).

Coswig, V., Cabistany, L., & Del Vecchio, F. (2016). Hypotheses for fat tissue
supercompensation after exercise cessation. Hypothesis, 14, 1-10.
https://doi.org/10.5779/hypothesis.v14i1.509

Cox, C. E. (2017). Role of Physical Activity for Weight Loss and Weight Maintenance.
Diabetes Spectrum : A Publication of the American Diabetes Association, 30(3), 157-160.
https://doi.org/10.2337/ds17-0013

Del Vecchio, F. B., Coswig, V. S., Cabistany, L. D., Orcy, R. B., & Gentil, P. (2020). Effects
of exercise cessation on adipose tissue physiological markers related to fat regain: A
systematic review. SAGE Open Medicine, 8, 205031212093695.
https://doi.org/10.1177/2050312120936956

Ghasemi, A., Jeddi, S., & Kashfi, K. (2021). The laboratory rat: Age and body weight matter.
EXCLI Journal, 20, 1431-1445. https://doi.org/10.17179/excli2021-4072

Greer, B. K., Sirithienthad, P., Moffatt, R. J., Marcello, R. T., & Panton, L. B. (2015). EPOC
comparison between isocaloric bouts of steady-state aerobic, intermittent aerobic, and



56

resistance training. Research Quarterly for Exercise and Sport, 8§6(2), 190—195.
https://doi.org/10.1080/02701367.2014.999190

Hansen, D., Dendale, P., Berger, J., van Loon, L. J. C., & Meeusen, R. (2007). The Effects of
Exercise Training on Fat-Mass Loss in Obese Patients During Energy Intake Restriction.
Sports Med, 37(1), 31-46. https://doi.org/10.2165/00007256-200737010-00003

Kirkwood, B. R., & Sterne, J. A. C. (2003). Essential Medical Statistics: 11 (F. Goodgame,
V. Pinder, K. Moore, & K. Charman, Eds.; 2nd ed., Vol. 2). Blackwell Publishing Ltd.

Koch, L. G., & Britton, S. L. (2001). Artificial selection for intrinsic aerobic endurance
running capacity in rats. Physiological Genomics, 5, 45-52.
https://doi.org/10.1152/physiolgenomics.2001.5.1.45

Liu, C., Wu, J., Zhu, J., Kuei, C., Yu, J., Shelton, J., Sutton, S. W., Li, X,, Su, J. Y.,
Mirzadegan, T., Mazur, C., Kamme, F., & Lovenberg, T. W. (2009). Lactate inhibits lipolysis
in fat cells through activation of an orphan G-protein-coupled receptor, GPR81. Journal of
Biological Chemistry, 284(5), 2811-2822. https://doi.org/10.1074/jbc.M806409200

Maillard, F., Vazeille, E., Sauvanet, P., Sirvent, P., Combaret, L., Sourdrille, A., Chavanelle,
V., Bonnet, R., Otero, Y. F., Delcros, G., Barnich, N., & Boisseau, N. (2019). High intensity
interval training promotes total and visceral fat mass loss in obese Zucker rats without
modulating gut microbiota. PLOS ONE, 14(4), €0214660-.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214660

Malafaia, A. B., Nassif, P. A. N., Ribas, C. A. P. M., Ariede, B. L., Sue, K. N., & Manuela
Aguiar Cruz. (2013). Obesity induction with high fat sucrose in rats. ABCD. Arquivos
Brasileiros de Cirurgia Digestiva, 26(1), 17-21. https://doi.org/10.1590/s0102-
67202013000600005

Marcinko, K., Sikkema, S. R., Samaan, M. C., Kemp, B. E., Fullerton, M. D., & Steinberg, G.
R. (2015). High intensity interval training improves liver and adipose tissue insulin
sensitivity. Molecular Metabolism, 4(12), 903-915.
https://doi.org/10.1016/j.molmet.2015.09.006

Metcalfe, R., Vollaard, N., & Fawkner, S. (2015). Physiology & Biochemistry No Acute
Effect of Reduced-exertion High-intensity Interval Training REHIT on Insulin Sensitivity.
Sports Medicine. https://doi.org/10.2015/MPS

Muscella, A., Stefano, E., Lunetti, P., Capobianco, L., & Marsigliante, S. (2020). The
regulation of fat metabolism during aerobic exercise. Biomolecules, 10(12), 1-29.
https://doi.org/10.3390/biom10121699

Novelli, E. L. B, Diniz, Y. S., Galhardi, C. M., Ebaid, G. M. X., Rodrigues, H. G., Mani, F.,
Fernandes, A. A. H., Cicogna, A. C., & Novelli Filho, J. L. V. B. (2007). Anthropometrical
parameters and markers of obesity in rats. Laboratory Animals, 41(1), 111-119.
https://doi.org/10.1258/002367707779399518

Romijn, J. A., Coyle, E. F., Sidossis, L. S., Gastaldelli, A., Horowitz, J. F., Endert, E., &
Wolfe, R. R. (1993). Regulation of endogenous fat and carbohydrate metabolism in relation
to exercise intensity and duration. https://doi.org/10.1152/ajpendo.1993.265.3.E380



57

Ross, A., & Leveritt, M. (2001). Long-Term Metabolic and Skeletal Muscle Adaptations to
Short-Sprint Training Implications for Sprint Training and Tapering. Sports Medicine, 31,
1063—1082. https://doi.org/10.2165/00007256-200131150-00003

Schenk, S., & Horowitz, J. F. (2007). Acute exercise increases triglyceride synthesis in
skeletal muscle and prevents fatty acid-induced insulin resistance. Journal of Clinical
Investigation, 117(6), 1690—1698. https://doi.org/10.1172/JCI30566

Sene-Fiorese, M., Duarte, F. O., Scarmagnani, F. R. R., Cheik, N. C., Manzoni, M. S. J.,
Nonaka, K. O., Rossi, E. A., de Oliveira Duarte, A. C. G., & Damaso, A. R. (2008).
Efficiency of intermittent exercise on adiposity and fatty liver in rats fed with high-fat diet.
Obesity, 16(10), 2217-2222. https://doi.org/10.1038/0by.2008.339

Sertie, R. A. L., Andreotti, S., Proenca, A. R. G., Campafia, A. B., & Lima, F. B. (2015). Fat
gain with physical detraining is correlated with increased glucose transport and oxidation in
periepididymal white adipose tissue in rats. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, 48(7), 650—653. https://doi.org/10.1590/1414-431X20154356

Sertie, R. A. L., Andreotti, S., Proenga, A. R. G., Campana, A. B., Lima-Salgado, T. M.,
Batista, M. L., Seelaender, M. C. L., Curi, R., Oliveira, A. C., & Lima, F. B. (2013).
Cessation of physical exercise changes metabolism and modifies the adipocyte cellularity of
the periepididymal white adipose tissue in rats. Journal of Applied Physiology, 115(3), 394—
402. https://doi.org/10.1152/japplphysiol.01272.2012

Shen, Y., Xu, X., Yue, K., & Xu, G. (2015). Effect of different exercise protocols on
metabolic profiles and fatty acid metabolism in skeletal muscle in high-fat diet-fed rats.
Obesity, 23(5), 1000—1006. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/0by.21056

Valstad, S., von Heimburg, E., Welde, B., & van den Tillaar, R. (2018). Comparison of Long
and Short High-Intensity Interval Exercise Bouts on Running Performance, Physiological and

Perceptual Responses. Sports Medicine International Open, 02(01), E20-E27.
https://doi.org/10.1055/s-0043-124429

Weiss, E. P., Jordan, R. C., Frese, E. M., Albert, S. G., & Villareal, D. T. (2017). Effects of
Weight Loss on Lean Mass, Strength, Bone, and Aerobic Capacity. Medicine and Science in
Sports and Exercise, 49(1), 206-217. https://doi.org/10.1249/MSS.0000000000001074



58

Conflitos de interesse —

Os autores certificam que nao ha conflito de interesse com nenhuma organizagao financeira

em rela¢dao ao material discutido no manuscrito.
Financiamento —

Os autores relatam nenhum envolvimento na pesquisa por parte de patrocinador que possa ter

influenciado o resultado deste trabalho.
Contribui¢ao dos autores —

F.B.D.V. e R.B.O. concepcao e desenho da pesquisa; G.M.S., A.S.S., A.O.C.F.,e R.S.V.
experimentos realizados; G.M.S., A.S.S. dados analisados; G.M.S., A.S.S., F.B.D.V. e R.B.O.
interpretados resultados de experimentos; G.M.S., F.B.D.V. figuras preparadas; G.M.S.,
F.B.D.V., R.B.O. manuscrito redigido; F.B.D.V.,R.B.O., G.M.S., A.S.S., A.O.C.F.,eR.S.V.

versdo final aprovada do manuscrito.
Agradecimentos —

Os autores agradecem a equipe do Experimental Physiology pela revisdo do manuscrito.



Tabelas

59

Tabela 1 - Massa Corporal (MC) inicial, Massa corporal ¢ Consumo Alimentar (CA) durante
8 semanas de treino e 4 de destreino, Indice de Lee, area do adipdcito periepididimal (PE) e

massa periepididimal (T1), (T2) e (T3).

MICE GC

Pré intervencao (T1) Linha de base
Massa corporal (g) 313,89 + 16,54
Indice de Lee 315,90 + 9,42
Area do adipécito PE (um?) 2908,49 + 203,53
Massa PE (g) 0,19 +0,08*
Pos treinamento (T2) HIIT
Massa corporal (g) 371,88 + 34,66
Consumo alimentar (g) 489,58 + 92,92
Indice de Lee 310,22 + 8,28
Area do adipécito PE (um?) 2753,49 + 189,59°
Massa PE (g) 0,32 + 0,05*
Pos destreinamento (T3)

Massa corporal (g) 463,55 + 17,69
Consumo alimentar (g) 601,16 + 35,5
ndice de Lee 317,55+ 7,19
Area do adipécito PE (um?) 3134,62 + 235,52
Massa PE (g) 0,34 + 0,08

363,34 +£37,13° 390,95 + 50,06
490,83 + 90,69 533,12+ 113,28

307,28 + 8,24 307,45 £ 5,27
2788,95 + 202,64 2794,68 + 176,09°
0,33 + 0,082 0,4+ 0,072

458,72 + 17,67° 483,63 + 6,64°

611,58 +32,8 576,58 + 21,54
310,21 £ 7,39 313,21 £9,21
2957,22 + 195,63 3181,72 +334,22°
0,43 £ 0,08° 0,58 +0,12¢4

Os dados sdo apresentados em médias = desvio padrao. *P<0,05 para momento (T1)

comparado a (T2). ®P<0,05 para momento (T2) comparado a (T3). °P<0,05 para grupo HIIT e
MICE (T3) comparado a GC (T3). 9P<0,05 para delta de variagio entre (T2) e (T3) do grupo

HIIT comparado ao GC.



Lista de figuras

Figura 1 — Delineamento experimental do estudo
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intermitente. T = Eutanasia. T1 = Eutanasia de linha de base; T2 = Eutanasia pos treino; T3 =
Eutanésia p6s destreinamento.



Figura 2 — Tecido adiposo periepididimal coletado sendo pesado (Painel A) e corte
histolégico do tecido adiposo no microscopio com objetiva de 10x (Painel B).
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Figura 3 — Diferencas na massa corporal durante as semanas de treinamento e destreinamento
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Figura 4 — Massa periepididimal em T1 e T2 dos grupos HIIT, MICE e GC (Painel A). Efeito
do destreinamento na massa periepidimal do GC (Painel B). Delta de variagao da massa
periepidimal entre grupos, considerando os momentos T2 e T3 (Painel C)
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A, *P<0,05 T1 comparado a T2 de todos os grupos, n=8 semanas. B, *P<0,05 T2 comparado
a T3 do GC, n=9 ratos. C, P<0,05 do delta de variagdo de T3 menos T2 do HIIT comparado
ao GC, n=9 ratos.
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Figura 5 — Comparagdo da massa periepidimal (Painel A) e da area do adip6cito da massa
periepidimal (Painel B), de acordo com grupo e momento.
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A, P<0,05 relativo aos grupos e momentos. N= 9 animais. B, ¥*P<0,05 relativo aos momentos.
N= 9 animais.
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Figura 6 — Lamina histologica da massa periepididimal em T1 (Painel A 2908,49 + 203,53),
apos o treinamento para MICE (Painel B 2788,95 + 202,64), HIIT (Painel C 2753,49 +
189,59) e GC (Painel D 2794,68 + 176,09) e apos destreinamento para MICE (Painel E
2788,95 + 202,64), HIIT (Painel F 3134,62 + 235,52) e GC (Painel G 3181,72 + 334,22).
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Anexo 1. Normas para submiss&o da revista Experimental Physiology.

Initial submissions

Experimental Physiology supports format-free initial submissions, meaning

authors do not have to conform to journal style when first submitting. However, to

facilitate the reviewing process, the submitted manuscript should be formatted with the

body text in 12 point Times New Roman, or a similar standard font, and line spacing

of 1.5. Text should be left-aligned and surrounded by 3 cm margins.

Manuscripts should be submitted initially as a single PDF file; numbered figures

and tables should be included in the PDF file. There is no need to provide figures or

tables separately.

The following information is required for all submissions:

Title not exceeding 150 characters;

Running title not exceeding 70 characters;

At least three keywords for use in the reviewing process;

Name, postal and email addresses for all authors (at least one author should
provide an institutional email address unless otherwise agreed with the journal);
Details of funding received,;

The subject area;

Thorough methods to permit replication of the research;

Compliance with the statistics policy. Authors of initial submissions do not need to
complete the Statistical Summary Document until invited to revise their manuscript,
but are encouraged to do so.;

Statements on ethics approval and stated compliance with our animal and/or
human ethics policy;

Definition of the experimental 'subject’;

The source of materials and animals, including: species, strain, genotype age and
sex;

Housing and feeding conditions for any animals used, including information on
light/dark cycle, or diurnal issues;

Specific in vivo and in vitro conditions for each experiment (including temperature,
in vitro);

Inclusion and/or exclusion criteria for experimental subjects;
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Statement on whether animal/subjects died before the experiments were
concluded were included in subsequent analyses;

Statement as to whether analysis was conducted blind to the experimental
conditions; and

Sufficient methodological detail to permit replication of the research.

The usual format for research articles is:

Title Page

New Findings
Abstract

Introduction

Methods

Statistics

Results

Data Deposition/Accessibility of Sequence Data
Discussion
References

Additional Information
Competing Interests
Author Contributions
Funding
Acknowledgements
Tables

Figures and Legends
Supporting Information

Cover Figures

Title page

The title page should include Title/Authors/Addresses/Additional information as listed

below.

Title. The title should normally contain no more than 150 characters (including spaces).

Include the species, tissue, organ or system if this is important in the context of the

findings. Avoid specialist abbreviations if possible. For abbreviations and symbols that
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are acceptable in the title see List 1. Titles should be drafted carefully to indicate
broadly what the paper is about to all Experimental Physiology readers, including those

who are not specialists in the field.

For suggestions on how to optimize your title for search engines see

http://www.wiley.com/legacy/wi leyblackwell/pdf/SEOforAuthorsLINKSrev.pdf

Authorship. The Editorial Board endorses the general principles set out in Guidelines
on Good Publication Practice produced by the Committee on Publication Ethics
(COPE). The author submitting a manuscript must confirm that all persons designated
as authors qualify for authorship, and all those who qualify for authorship are listed,
and that all authors have approved the final version of the paper. Each author should
take responsibility for a particular section of the study and have contributed to writing
the paper (see Author contributions). Acquisition of funding or the collection of data
does not alone justify authorship; these contributions to the study should be listed in

the Acknowledgements.

Additional information such as ‘X and Y have contributed equally to this work’ may be

added as a footnote on the title page.

If authorship of a manuscript changes during the publication process, notification of the

change, signed by all authors must be sent to the Publications Office.
The editorial process cannot proceed until this notification is received.

Addresses. Authors should provide the minimum address information consistent with
clarity and should ensure that author affiliations are clearly indicated.

Additional information. The following information is also required on the title page:

e A running title not exceeding 70 characters and spaces for page headings.

o Three key words for use in the reviewing process.

o The total number of words in the paper, excluding references and figure legends.
o The total number of references.

e The name and postal and email addresses for the corresponding author.

e The Subject Area as assigned in the online submission form for the print and online

Table of Contents.

New Findings
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Authors are required to complete two ‘New findings’ boxes on the submission form
using no more than 100 words in total distributed between the answers to two

questions.

For Research articles:

What is the central question of this study?

What is the main finding and its importance?

For Case Reports:

What is the main observation in this case?

What insights does it reveal?

For Reviews (including Symposium Reviews and Lectures):
What is the topic of this review?

What advances does it highlight?

This information will influence editorial handling of the manuscript.

Please include your New Findings questions and answers in your submitted
manuscript file as bullet points above the Abstract where they will be published if your
article is accepted for publication. Please ensure that your entry is grammatically

correct and does not include any undefined abbreviations.
Please see New Findings examples:

'Altered ion transport by thyroid epithelia from CFTR-/- pigs suggests mechanisms for
hypothyroidism in cystic fibrosis' (click on title for Abstract)

What is the central question of this study?

Subclinical hypothyroidism is associated with cystic fibrosis although the mechanisms
through which gene mutations in the cystic fibrosis transmembrane conductance

regulator (CFTR) produce this effect have not been previously explored.
What is the main finding and its importance?

Using well-differentiated primary thyroid epithelial cells cultured from CFTR-/- pigs, we
show the requirement for CFTR in cAMP-stimulated Cl- secretion. Knockout of CFTR
also promotes increased Na+ absorption without increased expression of the epithelial

sodium channel. These functional alterations lead to several models for CFTR function
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in thyroid and suggest mechanisms for cystic fibrosis-induced changes in thyroid

function.

Cerebroprotection by angiotensin- (1-7) in endothelin-1-induced ischaemic stroke
(click on title for Abstract)

What is the central question of this study?

Activation of angiotensin-converting enzyme 2, resulting in production of angiotensin-
(1-7) and stimulation of its receptores (Mas), exerts beneficial actions in a number
cardiovascular diseases. A potential role for angiotensin-(1-7) in cerebral ischaemic

stroke has not previously been reported.
What is the main finding and its importance?

We show that pharmacological activation of angiotensin-converting enzyme 2 or
central administration of angiotensin-(1-7) attenuates cerebral damage induced by
middle cerebral artery occlusion in rats. This role of the angiotensin-(1-7) has not
previously been reported and identifies a potential new therapeutic target in ischaemic

strokes.
Abstract

This should be in one unnumbered paragraph that accurately reflects the contents of
the paper and makes clear the physiological significance of the work, the problem
addressed, the nature of the results, and the principal conclusions; authors are
expected to conclude the summary by explaining the conceptual novelty and the
broader physiological importance of their work. Results should be presented
quantitatively where appropriate, together with the statistical significance, and the
conclusions indicated. References may not be cited. Since the Abstract may be used
by abstracting services, a limit of 250 words is recommended. It must not exceed 5 %
of the text (excluding references and figure legends), with an absolute maximum of

one printed page.
See Guidelines for optimizing the Title and Abstract of your article for search engines.
Introduction

The Introduction should make the background and the object of the research clear,

indicate the justification for the work and be understandable to the non-specialist.
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Reference to the authors’ previous work is desirable only if it has a direct bearing on

the subject of the paper; an extensive historical review is not appropriate.
Methods

Please read and comply with our policies regarding Animal Experiments, Human

Experiments and statistics..

A detailed explanation of the journal's principles and guidelines on animal
experimentation, which includes a checklist for authors, is given in ‘Principles and
standards for reporting animal experiments in The Journal of Physiology and
Experimental Physiology' by David Grundy, Experimental Physiology. doi:
10.1113/EP085299.

Methods should be described once only and should not appear in the legends to figures

and tables. Details should be sufficient to allow the work to be repeated by others.

The Methods section should start with a paragraph headed 'Ethics Approval'. Animal
studies must meet a minimum set of requirements. A checklist outlining these
requirements and detailing the information that must be provided in the paper can be
found here. Please note that ether is not an acceptable anaesthetic as it no longer

complies with the principle of best practice.

Authors should demonstrate in their Methods section that their experiments comply

with the policies and regulations set out in the editorial.

If experiments were conducted on humans, authors must provide confirmation that
informed consent was obtained, preferably in writing, that the studies conformed to the
standards set by the latest revision of the Declaration of Helsinki (or the version that
was in place at the time of the experiments), and that the procedures were approved
by a properly constituted ethics committee, which should be named. If the research
study was registered (clause 35 of the Declaration of Helsinki) the registration
database should be indicated, else the lack of registration should be noted as an
exception (e.g. the study conformed to the standard set by the Declaration of Helsinki,

except for registration in a database). More information can be found here

Authors must include the reference number from their Institutional Ethics Committee
Approval form or if no number has been provided, give details of who has issued the

'Letter of approval' and on what date.
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Ethics information must be included for each manuscript. It is not sufficient to refer to
previous publications for details, unless the paper is one of a series published in the

same issue.
Data Deposition/Accessibility of Sequence Data

Please state access codes for data deposition (e.g. protein/DNA/RNA sequences,
macromolecular structures) and where relevant, indicate where computer source

codes can be obtained.
Solutions, chemicals and equipment

Precisely identify models and reagents used. State the source, including name of the
company/developer/distributor and catalogue reference number and the specificity of
any reagents and unique materials. The composition of solutions should be specified.
Where appropriate, lists of solutions, chemicals and equipment, and an explanation of

data handling procedures may be given as separate headed paragraphs.

Manuscripts are accepted on the understanding that authors are prepared to make
available to other investigators any unique reagents or cell lines used in the work

reported.
Tissues and cell cultures

Authors working on isolated tissues, including primary cell cultures, must state whether
the donor animal was anaesthetised or killed, and give details of the relevant
procedures. Where tissues are obtained from an abattoir or similar establishment the
method of killing need not be specified unless scientifically important. Experimental
Physiology reserves the right to triage without review phenomenological cell line
studies which do not identify a causal mechanism or are otherwise deemed not of

broad interest.

Antibodies

All articles that use antibodies must provide the following information:

e The source of antibodies, including company name, distributor, developer.

« A representative full blot detailing the validation of each antibody used in the study

for protein specificity, excluding loading controls. Lanes on the blot should be
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labelled to note the nonspecific and specific bands and the positive and negative

controls. Exposure time should be indicated.

e Proof for antibody specificity. If specificity data have already been published,
authors need not repeat the experiment, but reference where the validation has
been published previously. This should be within a peer-review publication and not

a manufacturer's site.
RRIDs

Experimental Physiology is pleased to support the National Institutes of Health Rigor
and Transparency Guidelines. To comply, we ask that authors include Research
Resource Identifiers (RRID’s) for all “Key Biological Resources”, which include
antibodies, cell lines, model organisms and software tools used in the study. To help
our authors transparently cite resources there is a single website where research
resources can be found and a “cite this” button under each resource that should be
included in the methods section of your manuscript. Several examples of properly

formatted methods text can be found below:

« Antibodies: "Sections were stained with a NeuN antibody (Millipore Cat# MAB377,
Lot#307 RRID:AB_2298772)".

o Cell Lines: "Subjects include the following cell line obtained from the CLS cell
repository, CLS Cat# 300384/p699_Hela_S3, RRID:CVCL_0058".

e Organisms: "Subjects in this study were TIx3 transgenic mice obtained from
MMRRC (RRID:MMRRC_036547-UCD)".

o Software tools: "...terminals were mapped with a computer-assisted mapping
program (Neurolucida, v10, RRID:SCR_001775)".

Please find all of the antibodies, organisms, cell lines and software tools that you have
used in the course of this study and add the RRID for each in the methods section. If
you need help with either finding a resource or registering a new resource, the help

desk on SciCrunch is staffed and you should hear back within one business day.

Please note, searching the website by catalogue or stock number is usually most

effective in quickly retrieving the correct resource.

Results
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Presenting the data. Data may be better presented graphically than in tables. Where
possible, graphs should show individual values, rather than solid bars indicating a
mean value. If a plot of individual values obscures some of the data presented, a box
and whisker plot can be used to show mean or median, and 95% confidence intervals

or quartiles.

Describing the samples. To characterise a normally distributed sample, report the
mean (SD), and the number of samples (n). Use an appropriate number of significant
figures. If samples are not normally distributed, use median and quartile values, or
transform the data to obtain a more normal distribution. When describing the precision
of estimation of a mean value, 95% confidence limits of the mean should be used,
rather than the SEM.

Clearly indicate any inclusion or exclusion criteria. State whether the experimenter was

‘blinded’ to the experimental conditions, if applicable.

Comparing data. To express a difference between a control group and treated group,
state the mean values, the estimated difference between the measurements, and the
confidence limits of this difference. Since a common significance level for P is taken to

be 0.05, the common confidence limits used are the 95% intervals.

Do not state that there is no difference between samples unless you are confident that
the test has sufficient power to allow this conclusion. If necessary, indicate the power

of the test, to distinguish absence of evidence from evidence of absence.

Statistical tests. Tests of significance should be specified on each occasion and in full,
e.g. Student's paired t test. Use the exact P value, to the appropriate number of
decimals, particularly when values are near a stated limit. For example, P = 0.051 and

P = 0.049 have very similar implications.

Experimental Physiology has published a series of advisory editorials on statistical

reporting.

Please note that Experimental Physiology will ask authors at the revised manuscript
stage to submit complete, uncropped, original western blot/gel images if they are not
included in the manuscript. Checks will be carried out to ensure that no inappropriate,
unethical or misleading image manipulation has occurred. The full, original blots should

be labelled/highlighted so that we can clearly see which sections have been used in
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the manuscript figures. The original blots should be uploaded as ‘Supporting

information for review process only’ during submission.
Data Deposition/Accessibility of Sequence Data.

Experimental Physiology is committed to encouraging the free exchange of scientific
information and to promote progress in all areas of physiological research.
Experimental Physiology requires, as a condition for publication, that nucleic acid and
protein sequences, microarray data and data obtained using high throughput
sequencing techniques, which support the results in the paper, should be archived in
an appropriate public database (see below) and must be accessible without restriction

from the date of publication.

An entry name or accession number, together with a direct link, must be included within
the Methods section in the final version of the manuscript. Microarray data should be
MIAME compliant (for guidelines, see
http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html). FGED (The Functional
Genomics Data) Society: MIAME (Minimum Information About a Microarray
Experiment). The public repositories ArrayExpress at the EBI (UK), GEO at NCBI (US)
and CIBEX at DDBJ (Japan) are designed to accept, hold and distribute MIAME
compliant microarray data. Exceptions may be granted at the discretion of the Editor,

e.g. for sensitive information that might compromise the anonymity of human subjects.
Examples of suitable databases:

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html),

EMBL (http://www.ebi.ac.uk),

DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp)

Protein Data Bank Japan (PDB;j, http://www.pdbj.org)

Protein Databank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/)

Worldwide Protein Data Bank (wwPDB, http://www.wwpdb.org)
UniProtKB/Swiss-Prot (http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html

Data files in repositories

Authors are encouraged to upload their data files to repositories (such as FigShare) as

an alternative or addition to publishing it as 'supporting information’. Before uploading
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data to such repositories, authors should find the ‘DOI Link’ in their acceptance email
and include it in the upload (as a reference) to establish a link from the repository data
back to the published article. After uploading data to a repository, authors should send
the DOl/url link provided by the repository to the Publications Office. so that it can be
included in the final published version of their manuscript. Alternative repositories to

FigShare can be found at https://www.re3data.org/.

Discussion

The Discussion, which follows the Results section, should be separate from it. The
assumptions involved in making inferences from the experimental results should be
stated. The Discussion should not merely recapitulate the results. Authors should
provide a succinct conclusion to their work and are encouraged to conclude the
Discussion by expressing an opinion on the relevance of the results in the context of

work cited in the paper.

In appropriate circumstances an Appendix or a Theory section may be accepted
where, for example, it is necessary to derive mathematical results required in the

paper.
References

The paper should conclude with a list of the papers and books cited in the text. Authors
should avoid an excessive number of references. Normally about 50 should be
adequate. The order of references is strictly alphabetical, regardless of chronology.

References should be prepared according to the Publication Manual of the American
Psychological Association (7th Edition). This means in text citations should follow the
author-date method whereby the author's last name and the year of publication for the
source should appear in the text. for example, (Jones, 1998). The complete reference

list should appear alphabetically by name at the end of the paper.

A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note
that a DOI should be provided for all references where available. For more information
about APA referencing style, please refer to the APA's resources. Please note that for
journal articles, issue numbers are not included unless each issue in the volume begins

with page one.
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Anexo 2. Aprovagao do comité de ética em pesquisa animal da Universidade Federal de Pelotas

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 11/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.052252/2019-91
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Impacto de diferentes modelos de treinamento e subsequente
destreino no tecido adiposo e variaveis associadas em ratos.”, registrada com o n° 23110.052252/2019-91,
sob a responsabilidade de Rafael Bueno Orcy - que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugdo pela Comissdo de
Etica em Experimentacio Animal, em reunido de 17 de dezembro de 2019.

Salientamos que ¢ necessario que o TCLE seja assinado pela Chefe do Biotério Central.

Finalidade ( x) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizagdo 17/01/2020 a 17/012/2021
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus/Wistar
N° de animais 63
Idade 45 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central - UFPel

Codigo para cadastro n® CEEA 52252-2019
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M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA
CAMPELLO FELIX, Médico Veterinario, em 17/01/2020, as 10:07, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n° 8.539,
de 8 de outubro de 2015.

il
Sel a
assinatura
eletrénica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao acesso_externo=0, informando o codigo
verificador 0848727 ¢ o codigo CRC 394EBDA2.

Referéncia: Processo n® 23110.052252/2019-91 SEI n° 0848727



