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Resumo

Fundamento: A influéncia de intervencées nao farmacolégicas como restricao caldrica e exercicio fisico sobre a satide e
prevencao de enfermidades cardiacas tem sido documentada em estudos clinicos e experimentais.

Obijetivo: Analisar a influéncia da combinacao entre dieta intermitente e exercicio fisico sobre a capacidade funcional,
metabolismo glicémico e remodelacao cardiaca.

Métodos: Foram utilizados 60 ratos Wistar machos distribuidos em quatro grupos: Controle (C), Exercicio Fisico (EF),
Dieta Intermitente (DI) e Exercicio Fisico e Dieta Intermitente (EDI). Durante 12 semanas, enquanto C e EF foram
tratados diariamente com dieta comercial padrao ad libitum, DI e EDI receberam dieta similar em dias alternados
com dias de jejum. Os grupos EF e EDI foram submetidos a protocolo de corrida em esteira rolante. Posteriormente,
foram analisadas capacidade funcional, comportamento nutricional e metabolismo glicémico. Além da morfologia do
coracao, a expressao proteica das proteinas extracellular signal-regulated kinase (ERK) e c-Jun N-terminal kinase (JNK)
no coracao foi avaliada por Western-blot. A analise dos resultados foi feita por meio de Two-Way ANOVA e teste de
Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

Resultados: O exercicio fisico aumentou a capacidade funcional nos grupos EF e EDI, e acarretou fibrose cardiaca.
A combinacao entre dieta intermitente e exercicio fisico resultou em menor drea sob a curva de glicemia e menores
medidas de drea e intersticio cardiaco no EDI em relacao ao EF. A expressao de proteinas ERK e JNK foi similar entre os
grupos (p>0,05).

Conclusoes: Dieta intermitente se associa com melhor tolerdncia glicémica e atenua o processo de remodelacao
cardiaca decorrente do exercicio fisico. (Arq Bras Cardiol. 2020; 115(2):184-193)

Palavras-chave: Dieta Saudavel, Restricio Calérica, Exercicio Fisico, Corrida, Remodelacio Ventricular, Indice de
Glicemia, Promocao da Sadde.

Abstract

Background: The effects of non-pharmacological interventions such as calorie restriction and exercise training on health and prevention of
cardiovascular diseases have been investigated in clinical and experimental studies.

Objective: To analyze the influence of intermittent fasting and exercise training on functional fitness, glycemia and cardiac remodeling.

Methods: Wistar rats (n=60) were randomly divided into four groups: control, exercise training (ET), intermittent fasting (IF) and exercise
training plus intermittent fasting (ETI). Over 12 weeks, control and ET animals were fed daily a standard commercial diet ad libitum, while IF
and ETI animals were fed every other day. In addition, the ET and ETI groups were submitted to a running protocol on a treadmill. After this
period, functional fitness, nutritional parameters and blood glucose levels were analyzed. In addition to heart morphology, myocardial protein
expression of extracellular signal-regulated kinase (ERK) and c-Jun N-terminal kinase (INK) was assessed by Western-blot. The results were
analyzed using two-way ANOVA and Student-Newman-Keuls test. The level of significance considered was 5%.
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Results: Exercise training increased functional fitness in the ET and ETI groups and promoted cardiac fibrosis. The combination of intermittent
fasting and exercise training resulted in a smaller area under the blood glucose curve and reduced cardiomyocyte cross-sectional area and
interstitial collagen fraction in the ETI group compared to ET. ERK and JNK expression levels were similar among groups (p>0.05).

Conclusion: Intermittent fasting is associated with improved glucose tolerance and attenuates cardiac remodeling induced by exercise training.

(Arq Bras Cardiol. 2020; 115(2):184-193)

Keywords: Diet; Calorie Restriction; Exercise; Running; Ventricular Remodeling; Glucose; Health Promotion.

Introducao

Classicamente, a restrigdo calérica é popularmente
adotada como intervengdo para melhorar a satde, visando
a promogao de beneficios funcionais ao organismo e maior
longevidade." Entretanto, estudos experimentais tém
mostrado respostas controversas no aspecto cardiovascular,
pois a restricao caldrica se mostrou associada com disfuncao
contratil e danos morfolégicos no miocardio.*® Alguns
pesquisadores constataram que a restrigao calérica resultou
em lesdes de ultraestrutura miofibrilar e mudangas no transito
intracelular de célcio, relacionadas com distdrbios do sistema
B-adrenérgico, contribuindo, assim, para disfungao contratil
do miocérdio.>”” As modificagoes morfolégicas envolveram
também dilatagdo de cdmaras ventriculares, degeneracao dos
cardiomidcitos, fibrose intersticial e edema mitocondrial.’0'2

Além disso, apds 12 semanas de experimento, o modelo
intermitente de restricao calérica esteve pouco associado com
danos morfolégicos e ndo promoveu disfungao miocardica,
em comparagao a restricao calérica de 50%."" Na restricao
caldrica intermitente, o alimento é disponibilizado ad libitum
em intervalos alternados com periodos de jejum, cada qual
com duracdo de 12 a 24 horas.>* Sao escassos os estudos
sobre os efeitos desse tipo de intervencao sobre o coragao.
No aspecto molecular, inclusive, a participagao de proteinas
cinases ativadas do mitégeno (MAPK), importantes agentes do
processo de remodelagao cardiaca,' nao foi ainda estudada
em modelos de restricdo calérica. As MAPKs incluem trés
subtipos principais, extracellular signal-regulated (ERK), c-Jun
N-terminal (INK) e p38 (p38K), que regulam a transcrigao
génica de diversos mensageiros envolvidos na sobrevida,
apoptose, diferenciagao celular e remodelagao cardiaca.’ '

Por sua vez, a prética regular de exercicio fisico é
amplamente difundida como medida de promogao de satide
e prevengao de diferentes condigdes cardiovasculares''®
Entretanto, diferentes estudos experimentais mostraram
resultados controversos, evidenciando que o exercicio
fisico nao afetou e, inclusive, reduziu o desempenho
miocardico.®?'71 Além disso, nao foram encontradas
evidéncias em relagao a influéncia de protocolos de exercicio
fisico em esteira rolante sobre o processo de remodelagao
cardiaca na restricao cal6rica intermitente.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar a
influéncia da combinacéo entre restricao calérica intermitente
e pratica de exercicio fisico sobre o desempenho fisico
ao esforgo e indicadores morfolégicos e moleculares de
remodelagdo miocardica. Como hipétese inicial do presente
estudo, admite-se que o exercicio fisico amplia o desempenho
fisico e atenua a remodelacdo miocérdica decorrente da
restricao calérica intermitente.

5

Full texts in English - http://www.arquivosonline.com.br

Métodos

O projeto cientifico foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMS; Protocolo
615/2014), estando em conformidade com os regimentos
do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Animais e Protocolo Experimental

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), machos, com 60 dias de idade,
procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS). A definicao do tamanho amostral
baseou-se em estudo prévio'® e considerou a probabilidade
de recusa ao exercicio e/ou instinto de fuga durante o teste
de esforgo.?*?" Utilizando-se de amostragem casual simples,
os animais foram distribuidos em quatro grupos: Controle (C),
Dieta Intermitente (DI), Exercicio Fisico (EF) e Exercicio Fisico
e Dieta Intermitente (EDI). Enquanto CT e EF foram tratados
diariamente com ragao ad libitum (Nuvilab®, Brasil), os grupos
DI e EDI receberam tratamento similar, administrado em dias
alternados com dias de jejum.

Além do suporte nutricional, os animais dos grupos EF
e EDI foram submetidos a um protocolo de corrida em
esteira rolante (Tabela 1) elaborado de acordo com estudos
prévios.'®?® Foram realizadas cinco sesses semanais de
exercicio fisico e o periodo experimental perdurou por 12
semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com
duas a trés unidades por caixa, sob temperatura ambiente de
22+2 °C, umidade de 55+5%, ciclos de iluminagao claro/
escuro de 12 horas e dgua sob livre acesso.

Teste de Esforco

Para analisar a capacidade funcional, ao término do
experimento, realizou-se teste incremental de estagios
mdaltiplos conforme estudos prévios.?"?? O teste foi iniciado
com aquecimento de 5 minutos a velocidade de 5 m/min.
Apds T min de intervalo, cada animal foi submetido a um
esforco progressivo, com velocidade inicial de 6 m/min,

Tabela 1 - Protocolo de exercicio fisico em esteira rolante, segundo
periodo, velocidade média e duragdo das sessoes

Periodo Velocidade (m/min) Duragéo (min)
12 - 3% semana 10 40-60
42— 6°semana 15 40

7% - 9% semana 18 35

102 - 122 semana 19 15-25
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seguido por incrementos de 3 m/min, que perdurou por 3
minutos. O protocolo foi finalizado quando o animal atingisse
a exaustao ou quando a coordenacdo entre as passadas se
apresentasse dificultada.”’

Para avaliar a resposta de lactato, 25 ul de sangue foram
coletadas da cauda do animal em repouso e apés cada estagio
de esforgo. O sangue coletado foi imediatamente armazenado
em tubo Eppendorf contendo 50 ul de fluoreto de sédio (NaF)
a 1%. As amostras de sangue foram refrigeradas apds a coleta
e, em seguida, mantidas em freezer (-20 °C) até a analise,
que foi realizada em analisador eletroquimico YSI 150 Sport
(Yellow Springs Instruments®, Ohio, EUA) com erro-padrao
da medida de +2%.

Os resultados foram dados em mmol/l e a determinacao
do limiar anaerdbico de lactato (LL) foi realizada por
plotagem grafica do comportamento das concentragdes
durante o teste. O LL foi determinado pelo momento de
quebra da linearidade em fungcao do aumento de carga,
obtido mediante inspegao visual. A capacidade funcional
foi avaliada pela velocidade no limiar de lactato (VLL),
distancia percorrida, concentracao de lactato sanguineo no
limiar de lactato (LacLL) e no momento da exaustdo (Lack),
determinados durante o teste de esforgo. Além disso, para
melhor detalhar a cinética de lactato, considerou-se também
a variacao relativa (%) de niveis de lactato, obtida a partir
das medidas de lactato LacLL e LacE.

Caracterizacao Metabdlica

Para andlise do metabolismo glicémico, os animais foram
submetidos a jejum por 8-12 horas e amostras sanguineas
provenientes da artéria caudal foram utilizadas para a
dosagem de glicose na condigao basal. A seguir, realizou-
se administragao intraperitoneal de glicose a 20% (Clicose
Monohidratada, Merck, Sao Paulo, Brasil), em dosagem
equivalente a 2 g/kg. Os niveis glicémicos foram entao
avaliados apés 15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos.”'° Para
tanto, utilizou-se do glicosimetro ACCU-CHEK GO KIT (Roche
Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil).2*2*

Caracterizacao Nutricional

A caracterizagao nutricional envolveu ingestdo alimentar
(IA), ingestao calérica (IC) e eficiéncia energética. A IA foi
avaliada diariamente e a IC foi calculada pela seguinte
férmula: 1A X (valor calérico da dieta).?> A massa corporal
foi mensurada semanalmente, utilizando-se uma balanga
digital. A variacao ponderal foi obtida a partir da diferenga
entre os valores de massa corporal inicial e final, segundo
momento de andlise. Para analisar a capacidade de conversao
da energia ingerida em massa corporal, considerou-se a
eficiéncia alimentar (EA), obtida a partir da relagao entre
variagao ponderal total (g) e energia total ingerida (kcal).?32

Ap6s o periodo experimental os animais foram mantidos
em jejum por um periodo de oito horas, submetidos a
anestesia intraperitoneal com cloridrato de cetamina (50 mg/
kg/ip; Dopalen®, Sespo Indistria e Comércio Ltda — Divisao
Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Industria e Comércio
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Ltda — Divisao Vetbrands, Jacarei, Sao Paulo, Brasil). Apds a
eutandsia por decapitacdo, foram executadas toracotomia e
laparotomia mediana para remogao do coragao e retirada de
tecido adiposo branco dos compartimentos retroperitoneal e
epididimal.?* Considerou-se a soma dos dois compartimentos
em valores absolutos e relativos para a determinagao da
adiposidade corporal.

Caracterizacao Morfologica do Coracao

Para avaliar a morfologia macroscépica do coragao,
foram mensuradas as massas de atrios (MA) e dos ventriculos
direito (MVD) e esquerdo (MVE) em valores absolutos e em
relagdo a massa corporal final (MCF) e o comprimento da
tibia. Posteriormente, foram retiradas amostras do ventriculo
esquerdo a partir de incisao transversal a 6 mm do apice.
Os fragmentos foram imersos em solugdo tamponada de
formol a 10%, na qual foram mantidos por 48 horas. Cada
fragmento miocardico foi entao submetido a dgua corrente
e mantidos sob solugao de etanol a 70% por mais 48 horas.
Ap6s a etapa de fixacdo, os materiais foram compactados em
blocos de parafina. Foram confeccionadas laminas histolégicas
com secgoes teciduais de 4 a 7 um de espessura, submetidas
a coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) e picro-sirius red
(PSR). Para a anélise morfométrica dos cardiomidcitos, foram
consideradas medidas de drea cardiomiocitdria e fragao
intersticial de colageno do miocardio.?*

Para a tomada de medidas de areas, foram consideradas
l[aminas coradas em HE; para cada animal, foram amostrados
pelo menos 100 cardiomiécitos. As laminas coradas por
PSR foram utilizadas somente para a quantificagdo do
contetido de coldgeno do meio intersticial miocardico.
Fixado o campo de imagem, os componentes do tecido
cardiaco foram identificados segundo a cor realgada. Os
filamentos de coldgeno refletiram a cor vermelha enquanto
os cardiomidcitos revelaram a coloragdo amarela. A fracao
intersticial de colageno correspondeu a medida relativa (%)
do contetido de colageno sobre toda a extensao tecidual. Um
minimo de 20 campos foi utilizado e regides perivasculares
foram desconsideradas.

Como instrumental analitico, os cortes histolégicos
foram projetados em aumento de 40X com o auxilio
de microscépio (LEICA DM LS) acoplado a uma
camera de video que projeta imagens digitais em um
microcomputador IBM equipado com programa analisador
de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, EUA).

Analise da Expressao de MAPK

Os niveis de expressdo proteica de MAPK foram
determinados por meio de procedimentos de Western blot,
utilizando-se anticorpos primarios especificos (Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, EUA): p-JNK (sc-6254), total JNK1/2
(sc-137019), p-ERK1/2 (sc-16982), total ERK 1 (sc-93).
Os niveis de proteina obtidos foram normalizados pela
expressao de GAPDH (6C5, sc-32233). Os métodos de
preparagao tecidual e condigdes de eletroforese sao
detalhados em estudos previamente publicados.?*2
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Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se o software
Sigma Stat. Para estudar a distribuicao de dados em relagao
a normalidade, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os resultados paramétricos foram apresentados em média e
desvio-padrao e foram analisados com emprego de analise
de variancia de duas vias (Two-Way ANOVA) complementada
com teste de comparagoes de Student-Newman-Keuls. Os
resultados de area celular foram distribuidos em categorias
segundo intervalo de medidas, utilizando-se a férmula de
Sturges.?” Posteriormente, realizou-se analise de proporgao
absoluta e relativa com emprego de teste de proporgdes
multinomiais de Goodman.?® Todas as conclusées estatisticas
foram discutidas ao nivel de significdncia de 5%.

Resultados

Na 1, sdao mostrados os valores da distancia total (m) e
velocidade final (m/min) obtidos no teste de esforgo, que
foi realizado no final do periodo experimental. Ambos os
grupos exercitados, EF e EDI, apresentaram maiores valores
de distancia total e velocidade final, em comparagao aos
seus respectivos controles, C e DI. O efeito da dieta ndo foi
significativo nas comparagoes efetuadas (Figura 1A e 1B).

Considerando-se as medidas finais de lactato, referente
ao momento de exaustao (LacE), verificou-se efeito
significativo (p=0,04) do exercicio fisico (C e DlI:
8,16+0,94; EF e EDI: 5,34+0,88 mmol.L"), sem ocorréncia
de interagao fatorial. O limiar de lactato (LL) foi similar
entre os grupos (C: 2,51x1,18; DI: 3,90+0,64; EF:
2,70+0,23; EDI: 3,04=1,33 mmol.L"). A variacdo dos

1000 1

800 A

+p <0,001

*p < 0,001

600 A

400 A

Distancia (m)

200 A

n=15

50,0 -

40,0 A
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*p < 0,001

30,0 1
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Figura 1 - Medidas de desempenho obtidas no teste de esforgo, em média + erro-padréo; (A) Distancia Percorrida; (B) Velocidade; C: grupo Controle; DI: grupo Dieta
Intermitente; EF: grupo Exercicio Fisico; EDI: grupo Exercicio Fisico e Dieta Intermitente. * p<0,001 vs. C; t p<0,001 vs. DI; Two-Way ANOVA e teste de Student-

Newman-Keuls.
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niveis de lactato entre o ponto de inflexdo e 0 momento
final do teste foi maior (p=0,04) nos grupos sedentarios (C
e DI: 156+19; EF e EDI: 98+18%).

Na Figura 2, sdo mostrados os valores referentes a drea
sob a curva de tolerancia glicémica. Considerando-se o efeito
isolado da dieta (Figura 2A), constatou-se que a restricao
intermitente se associou com menor area de resposta
glicémica. Nao foram observadas diferencas significativas
em relagdo ao efeito isolado do exercicio (Figura 2C). No
delineamento original (Figura 2B), o grupo EDI mostrou
menor valor de area sob a curva glicémica em relagao ao EF.
Nao foram constatadas diferengas nas demais comparagoes
entre grupos.

Em relagdo as varidveis nutricionais, as medidas de ingestao
alimentar e consumo calérico foram menores nos grupos
DI e EDI, quando comparados aos respectivos controles.
Como fatores isolados, dieta intermitente e exercicio fisico
resultaram em reduzida eficiéncia energética e menor ganho
de massa corporal. Embora o grupo DI tenha mostrado menor
massa corporal que o C, os valores de adiposidade nao foram
diferentes entre os grupos (Tabela 2).

Considerando-se os resultados de morfologia cardiaca,
a dieta intermitente, per se, resultou em menores valores
de massa de atrios (0,063+0,002 vs. 0,053+0,002 g;
p=0,006) e ventriculo esquerdo, em medidas absolutas
(0,475%+0,011 vs. 0,420x0,011T mg; p<0,001) e nas
relagbes com o comprimento tibial. Além disso, a dieta
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*p=0,012
30000 -
(O]
o
<
20000
10000
0 ,
CT DI
50000 B
40000
1 p=0,029
30000 1
‘D T.
g
20000
10000
0
C DI EF EDI
n=10 n=10 n=10 n=10
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© 30000
2)
<
20000
10000
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Figura 2 - Medidas de area sob a curva de tolerancia glicémica (ACG). (A) efeito isolado da dieta intermitente; CT: dieta controle ad libitum; DI: dieta intermitente; * p<0,05
versus CT. (B) efeito combinado: C, ratos sedentarios sob dieta controle ad libitum; DI: ratos sedentérios sob dieta intermitente; EF: ratos exercitados sob dieta controle ad
libitum; EDI: ratos exercitados sob dieta intermitente, 1 p<0,05 versus EF; (C) efeito isolado do exercicio fisico; SD: grupos sedentarios; EF: grupos exercitados. Two-Way

ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls
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Tabela 2 - Caracteristicas nutricionais e de morfologia cardiaca segundo grupo (dieta x exercicio fisico)

Grupo Fatores (p-valor)
Caracterisicas n=C15 n51l5 nE:S nE=[1)|5 Dieta Condigao Interagao
1A (g/dia) 23,30+0,88 17,64 £1,00* 22,88 +0,65 17,88 £0,77 1 < 0,001 0,682 0,126
IC (kcalldia) 84,81+3,20 64,20 + 3,63 83,23 +2,38 65,10+ 2,80 T < 0,001 0,665 0,121
2 [CT (kealldia) 7124 + 269 5393 + 305 * 6980 + 192 5468 + 236 T < 0,001 0,602 0,100
:g EE (kcallg) 0,023 + 0,005 0,019+0,004*  0,020£0,004 0,017 +0,005 0,005 0,050 0,581
; MC (g) 395 + 46 344 £37* 374 +£39 349+ 30 < 0,001 0,400 0,202
VM (%) 71,0+£17,8 428+12,0* 60,5 + 15,2 374+1361 < 0,001 0,043 0,498
Adiposidade (%) 2,11+0,51 1,91+0,77 1,89+0,72 1,89+0,79 0,584 0,508 0,578
MA (g) 0,059 +£0,012 0,052+0,009  0,066+0,013 0,055+0,015t 0,006 0,126 0,422
MVD (g) 0,134 0,017 0,118+0,034  0,145+£0,040 0,130 +0,020 0,055 0,143 0,950
MVE (g) 0,482 + 0,066 0,404 +£0,041*  0469+0,060 0,436 + 0,059 <0,001 0,509 0,138
g MA/MC (mg/g) 0,152 + 0,030 0,152+0,026  0,177+0,036 0,155+ 0,048 0,247 0,136 0,227
E MVD/MC (mg/g) 0,345 + 0,033 0,346 + 0,101 0,380 £0,076 0,368 + 0,063 0,774 0,135 0,737
é’ MVE/MC (mglg) 1,24 £0,14 1,18 0,10 1,24 +£0,09 1,23+0,14 0,202 0,437 0,457
E MA/CT (g/cm) 0,015+ 0,003 0,013+0,002  0,017+0,003 0,014 +0,004 t 0,007 0,227 0,328
MVD/CT (g/cm) 0,034 + 0,004 0,030+£0,009  0,036+0,009 0,032 +0,004 0,065 0,246 0,982
MVE/CT (g/cm) 0,121 0,015 0,104+0,000*  0,117+0,015 0,109+ 0,015 < 0,001 0,892 0,170
Coragéo (g) 0,674 + 0,083 0574+0,063* 0,680+0,086 0,621+0,058t < 0,001 0,172 0,292

IA: ingestéo alimentar diéria; IC: ingestéo caltrica diéria; ICT: ingestéo calbrica total; EE: eficiéncia energética; MC: massa corporal; VM: variagéo relativa de massa
corporal; MA: massa de atrios; MVD: massa de ventriculo direito; MVE: massa de ventriculo esquerdo; MA/MC: relagdo entre massa de atrios e massa corporal;
MVD/MC: relagdo entre massa de ventriculo direito e massa corporal; MVE/MC: relagdo entre massa de ventriculo esquerdo e massa corporal; MA/CT: relagéo entre
massa de atrios e comprimento da tibia; MVD/CT: relagdo entre massa de ventriculo direito e comprimento da tibia; MVE/CT: relagdo entre massa de ventriculo
esquerdo e comprimento da tibia. * p<0,05, comparado ao grupo C; 1 p<0,05 vs. grupo EF; Two-Way ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls.

reduziu a massa do coragao (0,677+0,013 vs. 0,597+0,013 g;
p<0,001) (Tabela 2).

Na Figura 3, sdo mostradas as medidas descritivas de
morfometria do miocérdio. A combinacao entre dieta
intermitente e exercicio fisico resultou em menores valores
de area celular no grupo EDI, que se mostrou diferente dos
grupos EF e DI (C: 248+46; DI: 255+21; EF: 260=30; EDI:
225+26 pum?). Considerando-se a distribuicao categérica
de cardiomidcitos, a maior parte dos resultados situou-se
nas duas primeiras classes, delimitadas até 327,5 um?* No
entanto, o grupo EDI revelou maior frequéncia de fibras na
12 classe de valores (até 190,1 um?), comparado os demais
grupos (p<0,05; Figura 3B).

Em relacdo ao contetido de coldgeno, observou-se
interagao estatisticamente significativa entre dieta e exercicio
fisico (p=0,01). O grupo EF exibiu maior fracao intersticial de
colageno emrelagao ao C (C: 5,32+1,02; DI: 5,25+0,66; EF:
7,31+2,94; EDI: 4,43+0,79%), enquanto o EDI apresentou
menor concentragao de coldgeno que o EF (Figura 4A-B).

Na Tabela 3, sao apresentados os valores de expressao
de proteinas MAPK ERK e JNK no miocédrdio. Ndo foram
constatadas diferencas em relagao a expressao de proteinas
MAPK, entre os grupos experimentais.

Discussao

Dietas restritivas vém sendo comumente utilizadas para
reduzir o risco de doencas crénicas, como obesidade,
diabetes tipo 2, dislipidemia e enfermidades cardiovasculares.
No presente estudo, a dieta intermitente se associou com
maior consumo alimentar e energético nos dias de oferta,
menor ingestao cal6rica total e menores medidas de massa
corporal. Maior consumo alimentar decorrente da dieta
intermitente pode ser explicado por alteragbes na sensacao
de saciedade.???° O hipotdlamo é um dos principais
responsaveis pela homeostase corporal, exercendo diversas
fungoes, dentre elas, a promogao de saciedade. Sabe-se que
alteragbes no hipotalamo lateral levam a afagia (inanigao),
enquanto desordens no hipotdlamo medial conduzem
a hiperfagia (aumento do apetite). Outros estudos'"?’
mostraram que a dieta intermitente acarretou maior
consumo alimentar nos dias de oferta, como apresentado
no presente trabalho. Da mesma forma, Dorighello et
al.,*" mostraram que a restricao intermitente resultou em
menor ingestao caldrica total, corroborando nossos achados.
A vigéncia do exercicio fisico ndo afetou as respostas do
consumo alimentar e calérico decorrentes da dieta. Buthani et
al.,*> em estudo com humanos, demonstraram que voluntdrios
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Figura 3 - (A) Area seccional transversa do cardiomiécito (ASC); t p<0,05 versus DI; 1 p<0,05 versus EF. Two-Way ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls. (B)
Distribuigéo de frequéncias de cardiomidcitos segundo intervalo de classes de ASC; Classes: 1 (52, 7-| 190,1 um?), 2 (190, 1-| 327,6 um?), 3 (327,6-| 465,0 um?), 4
(465,0-| 602,4 um?) e 5 (602,4-| 739,9 um?); * p<0,05 versus C; 1 p<0,05 versus DI; 1 p<0,05 versus EF. Teste de Goodman para contrastes dentro e entre populages
multinomiais. C: Controle; DI: Dieta Intermitente; EF: Exercicio Fisico; EDI: Exercicio Fisico e Dieta Intermitente.

exercitados, mesmo apresentando aumento de fome, nao
exibiram significativo aumento da ingestdo alimentar.

Segundo a hipétese inicial do presente estudo, o exercicio
fisico em esteira rolante atenua provaveis desordens metabdlicas
e o processo de remodelacao cardiaca decorrentes da restrigao
caldrica intermitente. Além de reduzir a eficiéncia energética,
a dieta intermitente modificou a tolerancia glicémica, o
que pode estar associado com melhor sensibilidade a acao
insulinémica. A insulina tem propriedades lipogénicas sobre o
tecido adiposo,*® fato que poderia explicar porque os grupos
sob dieta intermitente, mesmo com massa corporal inferior,
nao apresentaram diferencas significativas de adiposidade
corporal, quando comparados aos respectivos controles (Tabela
2). A'insulina aumenta sua liberagao quando ha maior oferta
de nutrientes, como no periodo pés-prandial. A melhora da
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sensibilidade a insulina pela adogdo da dieta intermitente foi
encontrada também em estudo recente com ratos.**

Por sua vez, a combinagao entre dieta intermitente e
exercicio fisico resultou em menor adiposidade corporal
no EDI. O exercicio fisico promove adaptacoes e ajustes
de natureza cardiorrespiratéria, neural e hormonal.” '
No contexto hormonal, a secre¢ao dos hormonios é
também alterada pelo exercicio. No estudo de Evans et
al.,* a pratica de exercicio fisico aerébio durante 12 meses
resultou em melhora na sensibilidade a insulina, com
diminuicao de 19,4% da 4rea da curva de tolerancia oral
a glicose, em idosos. Portanto, a interagdo entre dieta e
exercicio pode ter potencializado os efeitos hormonais do
metabolismo insulinémico, como sustentado pelos achados
nos grupos EF e EDI.



Basilio et al.

Efeitos da dieta intermitente no coracao

Artigo Original

Tabela 3 - Expresséo de proteinas MAPK do miocardio, segundo grupo

Grupo

Proteinas c DI EF EDI

n=6 n=6 n=6 n=6
p-ERK/ERK 1,00 £ 0,52 1,42 £1,59 1,08 £ 0,48 1,23+0,78
p-ERK/GAPDH 1,00 £ 0,47 1,18 £1,19 0,87 £ 0,41 0,86 + 0,32
ERK/GAPDH 1,00+0,10 0,99 £0,23 0,91+0,16 0.91+0,22
p-JNK/INK 1,00 £ 0,39 1,00 +£0,35 1,09 £ 0,61 1,03+0,40
p-JNK/GAPDH 1,00 +£0,13 1,11+ 0,26 1,10+ 0,35 115+0,23
JNK/GAPDH 1,00 + 0,46 1,04 £0,42 0,94 0,31 0.96 + 0,32

Valores em média + desvio padrdo; ERK: extracellular signal-requlated kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; Two-Way ANOVA (p>0,05).

15,0 1
*p=0,01

12,0 1
1 p<0,001

9,0 A

FIC (%)

6,0 A

3,0 1

0,0 -

EDI
n=10 n=10 n=10 n=10

Figura 4 — (A) Segbes transversas do miocardio coradas com picro-sirius red, segundo o grupo; C: grupo Controle; DI: grupo Dieta Intermitente; EF: grupo Exercicio
Fisico; EDI: grupo Exercicio Fisico e Dieta Intermitente. (B) Fragdo intersticial de colégeno (FIC); * p<0,05 versus C; 1 p<0,05 versus EF. Two-Way ANOVA e teste de

Student-Newman-Keuls

Arq Bras Cardiol. 2020; 115(2):184-193

191



192

Basilio et al.
Efeitos da dieta intermitente no coracao

Artigo Original

Apesar das repercussdes no metabolismo glicémico, a
dieta intermitente nao interferiu na capacidade funcional.
Para a determinagao do limiar anaerébio, a mensuracao
dos niveis de lactato é um dos pardmetros mais utilizados
para estimar a capacidade aerébia e tem se mostrado um
eficaz indice de avaliacdo desta capacidade.?? O limiar de
lactato pode ser definido como a intensidade de exercicio
em que a concentragdo sanguinea de lactato tem um
aumento abrupto.?'*? Nesse sentido, o protocolo de corrida
resultou em melhor desempenho funcional dos grupos EF
e EDI, o que foi sustentado por menores valores de lactato
final (LacE), menor variacdo dos niveis de lactato e maiores
valores de velocidade e distancia percorrida durante o
teste final. Portanto, pode-se afirmar que o exercicio
fisico promoveu melhora da capacidade funcional, como
ja demonstrado.’®

No aspecto cardiovascular, o exercicio fisico acarretou
remodelagao intersticial do miocardio. Intrigantemente, a
restrigdo intermitente promoveu retencao desses efeitos
do exercicio, o que foi sustentado por menores valores de
morfometria macro e microscépica tecidual no EDI. Entre
os fatores estimulantes da proliferagao e estimulacdo do
processo de remodelagao miocdrdica, incluem-se disttrbios
nutricionais, angiotensina, aldosterona, endotelinas,
citocinas inflamatorias e catecolaminas.* Com a sobrecarga
fisica prolongada, ocorrem alterages morfofuncionais no
miocardio, com o intuito de melhorar o desempenho do
coragao no bombeamento de sangue e na capacidade do
sistema cardiovascular de fornecer oxigénio aos musculos
recrutados durante o esforgo.?'?? Entre essas adaptagoes
do exercicio, inclui-se a hipertrofia ventricular esquerda,
desenvolvida para compensar a demanda hemodinamica,
e a fibrose intersticial.***” Nessa perspectiva, o aumento
de colageno intersticial encontrado no grupo EF, pode
se configurar como indicio do processo de remodelagao
ventricular fisiolégica, ainda que os achados morfoldgicos
ndo tenham confirmado a hipertrofia. Alguns fatores
podem restringir a precisao da morfometria microscépica,
incluindo-se variabilidade do angulo de corte tecidual,
estado contratil heterogéneo das fibras cardiacas, entre
outros.*® Tais condi¢bes podem ter contribuido para
a nao detecgao de hipertrofia cardiaca derivada do
exercicio fisico.

Por sua vez, restricao intermitente acarretou menores
valores de morfologia macro e microscépica, sem afetar a
expressao e ativagao de protefnas ERK e JNK. As alteragdes
fenotipicas carreadas por esses peptideos envolvem
sintese de proteinas e crescimento celular, com instalagao
de hipertrofia e fibrose intersticial, as quais podem ser
associadas ao processo de remodelagao miocardica.’>'* Além
disso, a ativacdo de MAPK é também subordinada a acao
de fatores de crescimento, como hormdnio do crescimento
e insulina,?*?** os quais tém sua secregao regulada pelo
comportamento nutricional. Apesar disso, nao foi possivel
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verificar a associagao entre dieta intermitente e alteragao na
expressao de MAPK. Em estudo prévio.** a dieta intermitente
reduziu a hipertrofia cardiaca e a dilatagao ventricular em
ratos infartados, embora ndo tenha alterado a expressao
génica de peptideos fetais.

Com o presente estudo, tem-se, portanto, a comprovagao
de que a remodelacao cardiaca derivada do exercicio fisico
foi amenizada pela dieta intermitente. Entretanto, nao é
possivel afirmar se esse potencial profildtico da intervencao
dietética pode ser utilizado na reversao de processos
patolégicos, como na hipertensdo arterial e infarto agudo do
miocardio. Da mesma forma, o impacto de outros modelos
experimentais, incluindo-se 25 e 50% de restrigao cal6rica®”~
deve ser melhor estudado em futuras investigacoes. Tais fatos
trazem limitagbes em termos de repercussoes clinicas para
os resultados da presente investigacao.

Conclusao

A combinacado de dieta intermitente e exercicio fisico se
associa com maior tolerancia glicémica. O exercicio fisico,
isoladamente, causa remodelacgao intersticial do miocérdio,
que é atenuada pela intervengdo com dieta intermitente.
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