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Resumo

Treinamentos fisicos sdo alternativas para promoc¢ado da saude e manutencdo do
bem-estar. Dentre os variados tipos de treinamento, existem o treinamento
continuo e o intervalado, o0os quais possuem subdivisbes e beneficios
estabelecidos na literatura. Em meio a estes treinamentos, existem o continuo
moderado e o intervalado de alta intensidade, os quais estudados nesta pesquisa.
Desta forma, € importante avaliar as varidveis de alteracdes corporais decorrentes
desses exercicios fisicos pois, existem lacunas acerca de seus efeitos sobretudo
utilizando os protocolos especificos desta pesquisa, possibilitando assim, uma
prescricdo mais eficaz. Sendo assim, o objetivo geral desta, foi analisar respostas
fisiolégicas e metabdlicas dois tipos de treinamento em ratos Wistar. O objetivo
especifico foi analisar as respostas fisiolégicas e metabdlicas de oito semanas do
Treinamento Intervalado de Alta intensidade (HIIT) e do Continuo de Intensidade
Moderada (CM) em meio liquido de ratos Wistar, através da quantificacdo de
marcadores de lesdo tecidual, estresse oxidativo e do perfil glicémico.
Participaram da pesquisa 24 ratos divididos igualmente em trés grupos, sendo o
GSED (grupo sedentario), GHIIT (grupo que fez o HIIT) e o GCM (executou o
CM). Como resultados obteve-se que concentracbfes da creatina quinase
aumentaram no GHIIT em relacdo ao GSED conforme respectivamente (442,6 +
8,35 U/l; 140,4 + 35,48 U/l; p=0,019); a lactato desidrogenase foi aumentada com
os treinamentos (HIIT e CM) em relacdo ao GSED, conforme respectivamente
(250,9 + 70,67 U/l; 241,8 + 100,7 U/l; 112,8 + 28,08 U/L; p<0,01); as sulfidrilas
hepaticas ndo oxidadas foram aumentadas no GHIIT em relagdo ao GCM
conforme respectivamente (498,7 + 214,3 nmol/ml; 270,5 + 104,4 nmol/ml;
p=0.035); a glicemia estava mais estavel no GCM em relacdo ao GHIIT
respectivamente (p<0,01). Conclui-se entdo, que os protocolos de HIIT e CM
utilizados neste estudo, resultaram em respostas de leséo tecidual, entretanto o
HIIT indicou melhora na capacidade adaptativa de resposta antioxidante,
enquanto que o CM uma predominancia de manutencdo glicémica em ratos
Wistar.

Palavras- chave: Exercicio, Glicemia, Indicadores de Estresse Oxidativo;
Indicadores de Lesdo Tecidual; Intensidade.
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Summary

Physical training is an alternative to promoting health and maintaining well-being.
Among the various types of training, there is continuous training and interval
training, which have subdivisions and benefits established in the literature. In the
middle of these trainings, there are the moderate continuum and the high intensity
interval, which are studied in this research. Thus, it is important to evaluate the
variables of body changes resulting from these physical exercises because, there
are gaps about their effects mainly using the specific protocols of this research,
thus enabling a more effective prescription. Thus, the general objective of this
study was to analyze physiological and metabolic responses two types of training
in Wistar rats. The specific objective was to analyze the eight-week physiological
and metabolic responses of the High Intensity Interval Training (HIIT) and the
Continuous Moderate Intensity (CM) in liquid medium of Wistar rats, by quantifying
markers of tissue injury, oxidative stress and of the glycemic profile. A total of 24
rats divided equally into three groups were included: GSED (sedentary group),
GHIT (group that did HIT) and GCM (CM). As a result, creatine kinase
concentrations increased in GHIIT in relation to GSED, respectively (442.6 + 8.35
U/, 140.4 + 35.48 U / |, p = 0.019); lactate dehydrogenase was increased with
training (HIIT and CM) in relation to GSED, respectively (250.9 + 70.67 U/ 1, 241.8
+100,7 U /1, 112.8 + 28.08 U / L; p <0.01); non-oxidized hepatic sulfhydryl were
increased in GHIIT compared to GCM, respectively (498.7 + 214.3 nmol / ml,
270.5 + 104.4 nmol / ml, p = 0.035); glycemia was more stable in GCM than
GHIIT, respectively (p <0.01). It is concluded that the HIIT and CM protocols used
in this study resulted in tissue injury responses, however, HIIT indicated an
improvement in the adaptive capacity of antioxidant response, whereas CM a

predominance of glycemic maintenance in Wistar rats.

Keywords: Exercise, Glycemia, Oxidative Stress Indicators; Indicators of Tissue

Injury; Intensity.



SUMARIO
(R ERI0] 510070 J TR 14
I N 10 T =T 17 15
2. OBJIETIVOS. ..ottt n et en et ean e 16
A I €] = = TP 16
A ST =] =l o1 | = 010 1 TP 16
3. REVISAO DE LITERATURA ......coouieeeieieeeeeeeete ettt en e aeaen e 17

3.1. TREINAMENTO CONTINUO DE INTENSIDADE MODERADA (CM) E HIGH INTENSITY

INTERVAL TRAINING (HIIT) ..ttt 17
3.2. GLICEMIA E LIMIAR ANAEROBIO.....uuuiiiiiitiaeeeetiiaaeeeiiiaeeeestiaeeeeanaeeeeesnnnaeaeees 17
3.3. MARCADORES DE DANOS CELULARES ....uvvtiiieeeeiiiitittiieeeeeeesssssssssseeesesseessnnns 18
3.3.1. Creatina QUINASE (CK) ....uuuuiiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieeeieebeeeeeeeeeeeeeaees 18
3.3.2. Lactato Desidrogenase (LDH).........ooooviiiiiiii e, 18
3.3.3 Alanina Aminotransferase (ALT) ....cooviiriiiiiii e 19
3.3.4. Aspartato Aminotransferase (AST) .......uuuueuueurrumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenneens 19
3.4. MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO ....uciieitieeeeiiiaeeeeiiieeeeeniieeeeeennnaeeeees 19
3.4.1. Malondialdeido (MDA) ......oouuiieie e 20
3.4.2. Grupamentos Sulfidrilas (SH).......ccooviiiiiiii e, 20
R N L U 1 - | o TSP 21
7Y 1= @ 5 TSR 22
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO ...uiitiiiiiiiieiie e e ettt e e e e e e eans 22
4.2. ASPECTOS ETICOS ....vviieiieeeeie ettt ettt ste s sae e eteaneas 22
4.3, AMOSTRA ...ttt e et e ettt et e et e e e et e e e ea e e e e e aenaans 22
4.4. PROCEDIMENTOS INICIAIS . ... iitietieeeeeti e e ettt e e e eet e e e eea e e e ees e e e e eena e e eeennnns 22
4.4.1. Adaptacdo ao Meio LiQUidO ........uueueuuuimmiimiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiinieennnnnnnenns 22
4.4.2. Determinacdo do Limiar GHICEMICO ........uuvuuvuuiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenns 23
4.5. PROTOCOLOS DE TREINAMENTO ...uuiiiitiuaaeettinaeeeetiaaeeessinaeeeensnnaaeeesnnnaaeeesnnns 24
4.5.1. High Intensity Interval Training (HHUT) .....coovrriiiiiiii e, 24

4.5.2. Continuo Moderado (CM) .........uuuuuuuummmmmmiinnneninneieeneeannnernneennenen... 25



4.6. GLICEMIA SEMANAL ...etietitiiititttteeteeaeaeassssstteeeeeeeeeaassssssbseeeeeaaeeessansssssseeeeeeens 26
4.7. PROCEDIMENTOS APOS AS INTERVENGOES ....vvviiiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeesssnnnneneeeeeeens 26
4.7.1. Preparo do material biolOgiCO ......cuvvveiiiiiiiiiiicce e 27
4.7.2. Determinacao enziméatica de leséo tecidual ..............ccoevvvvvvceeneeennn. 27
4.7.3. Determinag&o do estresse oxidativo iN VIVO .........ccccevvveeiiinnnnnnnnnne 28
4.8. PROCEDIMENTO ESTATISTICO ..vttttiiieeeeisiiiiitieeeeeaeeesssssssssseeeessesssssnsssssseeesseens 29
. RESULTADOS . ... e e e e e e e eaaas 29

5.1. LESAO TECIDUAL: CREATINA QUINASE (CK) E LACTATO DESIDROGENASE (LDH),
ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT), ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) .... 29
5.2. ESTRESSE OXIDATIVO: MALONDIALDEIDO (MDA), GRUPAMENTOS SULFIDRILAS

(SH), URATO oo 30
oIS = == = [ I T T =1 Y | (ol IR 32
5.4. CORRELACAO ENTRE O PERFIL GLICEMICO E BIOMARCADORES .......cccevvivniennenn. 33
B. DISCUSSAD ...ttt 33
7. CONCLUSODES ..o e, 39
8. REFERENCIAS ..o et 40



indice de Figuras

Figura 1: Protocolo de AdaptaCan.............uuuruuiiiiiieeeeeeeeeeeee e e e 23
Figura 2: Protocolo da Curva GHCEMICA. .......cccevvviiiiiiiiiieiee e 24
Figura 3: Protocolo do HIIT ... 25
Figura 4: Protocolo dO CM..........ooiiiiiiiicicsie et e e e 26
Figura 5: Glicemia Semanal...............uiiiiiiiiiiii s 32

Figura 6: CUurva GICEMICA. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiee e 32

Xi



Xii

indice de Tabelas

Tabela 1: Marcadores de LeSao TeCidual.........ccovvu oo 31

Tabela 2: Marcadores de Estresse OXidatiVO........couveeeeoeeieeeee e 31



LISTA DE SIGLAS

ALT- Alanina Aminotransferase

AST- Aspartato Aminotransferase
CK-Creatina Quinase

CM- Continuo Moderado

EROs- Espécies Reativas de Oxigénio
GCM:- Grupo do Continuo Moderado
GHIT- Grupo do HIIT

GSED- Grupo Sedentario

HIIT- High Intensity Interval Training
MDA- Malondialdeido

SH- Grupamentos Sulfidrilas

TBARS- Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

TC-Treinamento Continuo

xiii



14

1 Introducéo

O treinamento fisico € um processo repetitivo e sistematico composto de
exercicios progressivos que visam o aperfeicoamento do desempenho, nos seus
aspectos morfolégicos e funcionais. Desta forma, pesquisadores tém
recomendado sua pratica de forma orientada®!. Nesse sentido, dois tipos de
treinamento podem ser ressaltados, um por ser o mais tradicionalmente
conhecido, o treinamento continuo, e o treinamento intervalado, que apesar de ter
surgido desde 1930° em meio esportivo, vem ganhando destague no cenario
fitness mundial*.

O Treinamento Continuo (TC) se caracteriza pela realizacdo do exercicio
sem pausa do inicio ao fim. E geralmente de longa duracéo, e também conhecido
como treinamento de resisténcia (endurance)® cuja intensidade pode ser baixa ou
moderada (submaxima), isto é, intensidade abaixo do limiar anaerdbico®,
predominando o uso do metabolismo aerébio, como € o caso do treinamento
Continuo de intensidade Moderada (CM).

Por outro lado, o Treinamento Intervalado (TI) consiste num método de
treinamento no qual o exercicio é efetuado de forma intermitente, isto é,
intercalando periodos de exercicio com periodos de recuperacédo, a qual pode ser
ativa (feita com exercicios de intensidade abaixo do exercicio principal)®® ou
passiva (totalmente parado)®. Dentre os exercicios intervalados, existe o de Alta
Intensidade, conhecido em inglés por High Intensity Interval Training (HIIT),
executado com intensidade no limiar anaerdbio ou acima dele.

Ambos o0s treinamentos proporcionam beneficios relativos ao
condicionamento fisico. Contudo, paralelamente, podem ocorrer lesdes. Desse
modo, lesdes teciduais e estresse oxidativo podem se fazer presentes. E para a
analise das les@es teciduais, ha métodos que utilizam analises de biomarcadores
como a creatina quinase (CK), a lactato desidrogenase (LDH), a alanina
aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), que em conjunto
estimam o potencial lesivo dos exercicios. Para a medida de estresse oxidativo,
podem ser analisados malondialdeido (MDA), grupamentos sulfidrilas (SH) e

urato.
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Além destes eventos, 0s treinamentos atuam sobre o0s substratos
energéticos, com destaque para a glicemia, a qual pode revelar, através de seu
limiar, a intensidade do treinamento, ou o limiar anaerébio3. Ademais, o perfil
glicémico pode ter correlagdo com marcadores de lesdo tecidual e estresse

oxidativo.

Entretanto, h4 lacunas cientificas a respeito da expressividade destas
respostas fisiologicas e metabdlicas envolvendo o HIIT e o CM, constituindo este
o problema deste estudo. Sendo assim, a hipétese elaborada é a de que o HIIT
tem resposta mais benéfica, considerando o fator tempo, sobre os marcadores de
lesdo tecidual, estresse oxidativo e perfil glicémico de ratos, quando comparado
ao CM.

1.1. Justificativa

A investigacdo das variaveis fisiolégicas e metabdlicas citadas acima é
importante para melhor prescrever os treinamentos fisicos em questdo, que na
aplicacao pratica, pode evitar lesbes teciduais, estresse oxidativo e podera

também promover uma melhor resposta metabdlica, especialmente a glicémica.

Como algumas técnicas de analise ndo sao possiveis em seres humanos,
e para ter um maior controle de variaveis e procedimentos, esta pesquisa foi e

executada com animais e teve um carater longitudinal prospectivo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar dois diferentes métodos de treinamento, High Intensity Interval
Training (HIIT) e o treinamento Continuo de intensidade Moderada (CM)
realizados durante oito semanas, em uma frequéncia de trés vezes semanais, em

relacdo aos aspectos fisiolégicos e metabdlicos de ratos wistar

2.2. Especificos:
2.2.1. Avaliar os efeitos do HIIT e do CM sobre biomarcadores de lesédo
tecidual e danos oxidativos: creatina quinase (CK), lactato desidrogenase
(LDH), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
malondialdeido (MDA), sulfidrilas (SH), urato;

2.2.2. Avaliar os efeitos do HIIT e do CM sobre um parametro metabdlico:

perfil glicémico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Treinamento Continuo de Intensidade Moderada (CM) e High Intensity
Interval Training (HIIT)

O Treinamento Continuo se baseia em exercicios tipicamente de carater
ciclico, aerébios, geralmente de intensidade moderada e com duragédo
prolongada®®, gracas ao equilibrio existente entre o consumo e débito de oxigénio
necessario para a producdo de energia®’. Este treinamento tem sido utilizado
dentre outros objetivos, para melhorar a condicdo aerébia através do aumento do
consumo maximo de oxigénio; para melhorar tanto o contetdo e funcéo
mitocondrial, como também auxiliar no tratamento de diabetes tipo dois”8 10,

O High Intensity Interval Training (HIIT) ou Treinamento Intervalado de Alta
Intensidade apresenta intensidade maxima, supramaxima, e geralmente é
realizado a partir de 80% da Frequéncia Cardiaca Maxima (FCM). O HIIT pode
ser de curto prazo (até seis semanas) ou longo prazo (a partir de 12 semanas).
Vérios estudos apontam melhorias nas capacidades aerébia e anaerébia, na
reabilitacdo cardiaca, reducéo da resisténcia a insulina, na composicéo corporal,
dentre outros beneficios!?1314 relacionados ao HIIT. Esses resultados aliados a
possibilidade de sua obtencédo em um curto espaco de tempo, justificam o grande
namero de pesquisas e a adesao de praticantes.

O HIT ainda pode ser classificado como intensivo e extensivo, este com
maior énfase no volume de trabalho, utilizando, em geral, uma intensidade
moderada; e aquele evidenciando a intensidade, em detrimento do volume, como
em treinamentos com intensidade vigorosa?l.

Ambos os treinamentos melhoram o condicionamento fisico, promovendo
efeitos cardioprotetores®. Como também atuam sobre substratos energéticos,
como a exemplo do treinamento Continuo de intensidade Moderada (CM), o qual
torna mais potente o processo de lipdlise, melhora a taxa de glicemia e lipidios®®
por outro lado, o treinamento intervalado (Tl) promove uma maior oxidagao de

lipidios*°, dentre outros efeitos.

3.2. Glicemia e Limiar Anaerdbio
Como retratado acima, 0s substratos energéticos, estdo diretamente

envolvidos em ambos os treinamentos, e merecem destaque dois meios de
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obtencéo de energia, a glicolise anaerdbia e o sistema aerébio, respectivamente
para o HIIT e CM pois, sdo acionados de acordo com a intensidade do exercicio

fisico.

Uma forma de identificar a intensidade do treinamento é através do limiar
glicémico, configurando-se como uma alternativa ao limiar anaerébio®3. O limiar
anaerobio corresponde ao momento em que a energia passa a ser gerada
predominantemente pela glicolise anaerdbia, estimando, nesse instante, a
supremacia do metabolismo anaerdbio. Este limiar pode ser identificado de varias
formas além do limiar glicémico, tais como, através do limiar ventilatério, da

frequéncia cardiaca, do limiar de lactato3213 33,

Contudo, os treinamentos promovem um estresse fisico, que pode
acarretar a ocorréncia de lesfes teciduais e estresse oxidativo, que podem ser

mensurados indiretamente através dos biomarcadores a seguir.

3.3. Marcadores de Danos Celulares

3.3.1. Creatina Quinase (CK)

A CK é uma enzima que participa da ressintese de ATP, ativando a
fosforilacdo da creatina durante o repouso, transformando-a em fosfocreatina, (um
substrato energético) como também fazendo a acao reversa; além de sinalizar o
inficio da glicogendlise'®. Contudo, altas concentracdes séricas desta enzima
podem inferir um processo lesdo celular, pela possibilidade da ruptura da
membrana plasmética em algum tecido, podendo ser o préprio musculo. Os
exercicios de alta intensidade também podem aumentar a concentracdo sérica
desta enzima'® pois, € uma enzima que responde rapidamente a um estresse

fisico.

3.3.2. Lactato Desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima oxido-redutase, localizada no
citoplasma de varios tecidos, especialmente o hepatico, cardiaco e muscular
esquelético; ela catalisa reversivelmente a reducdo do piruvato em L-lactato, em

demandas energéticas elevadas. E a enzima terminal da glicélise anaerébial?. O
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aumento de sua atividade nédo é especifico de algum 6rgdo, mas ocorre em
enfermidades hepéticas e renais, apos o infarto do miocardio, nas miocardites, na
distrofia muscular, na anemia perniciosa e hemolitica e em carcinomas'®. Apds a
pratica de um exercicio prolongado, as concentra¢cdes de LDH dobram, e podem
permanecer aumentada por até duas semanas'® podendo sinalizar uma ruptura

membranar, isto é, microlesdes?°.

3.3.3 Alanina Aminotransferase (ALT)

A ALT também conhecida alanina transaminase ou ainda como
transaminase glutamico piravica (TGP), contribui para a geracdo de energia assim
como a aspartato aminotransferase. E uma enzima encontrada no citoplasma de
varios tecidos corpéreos, mas € geralmente associada ao figado. Seus altos
niveis sao influenciados por varios fatores como por exemplo, por exercicios

fisicos vigorosos pois, estes aumentam o catabolismo proteico?122,

3.3.4. Aspartato Aminotransferase (AST)

Também conhecida como transaminase glutdmico oxalacética (TGO) € a
enzima que catalisa a transaminacao entre L-aspartato e alfa-cetoglutarato em
oxalacetato e glutamato?3. Considera-se que a AST nédo seja especifica de algum
tecido, mas suas alteracdes sanguineas estdo associadas a distlrbios hepaticos

ou musculares?*. Seu aumento ocorre de maneira mais lenta em relacédo a CK3,

3.4. Marcadores de Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo representa uma situagdo de produgcao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como a exemplo dos radicais livres,
podendo gerar danos celulares, o desenvolvimento de doencas cronicas nao
transmissiveis como a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos

neurodegenerativos e cancer?>26,

A producdo de radicais livres é continua e fundamental para o
funcionamento fisiologico adequado, ela media a transferéncia de elétrons nas

vérias reacdes bioquimicas, possibilitando a geracdo de Adenosina Trifosfato
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(ATP) por meio da cadeia transportadora de elétrons?”:28, Desta forma, para que
se evite 0 acumulo excessivo destas espécies, o sistema de defesa antioxidante &
acionado. 2 2°, Esse sistema de defesa é composto por enzimas e mediadores
ndo enzimaticos tais como, as vitaminas C e E, retinol, bilirrubina e urato ou acido
arico®*. Os grupos sulfidrilas (SH) ou ti6is sdo também considerados
antioxidantes, presentes, por exemplo, na proteina glutationa, e estdo
frequentemente no plasma®. Para a medida do estresse oxidativo alguns

marcadores s80 necessarios, tais como 0s seguintes.

3.4.1. Malondialdeido (MDA)

O MDA é um aldeido (grupo carbonila C=0, ligado a um H) de cadeia curta,
que reage com o acido tiobarbitirico (TBARS) e sua concentracdo estima
indiretamente a intensidade da peroxidacéo lipidica em sistemas biolégicos, ou
seja, estima o nivel de lesdo*?, o nivel de estresse oxidativo. A peroxidacéo
lipidica € a degradacgéo oxidativa dos lipidos, na qual os radicais livres capturam
elétrons dos lipidios das membranas celulares, causando rigidez e deformidade
das mesmas?*?>*3. O exercicio intenso estimula o estresse oxidativo podendo

aumentar a concentracdo plasmatica de MDA,

3.4.2. Grupamentos Sulfidrilas (SH)

Os grupamentos sulfidrilas (SH) sédo estruturas associadas a proteinas
susceptiveis a danos oxidativos*>46, conhecidos como tidis (TT) grupo sulfidrilo,
ou grupo mercaptano Sao considerados os maiores antioxidantes plasmaticos*’
contidos na glutationa (GSH) pois, neutralizam os radicais livres®?.

Esses grupamentos séo caracterizados por um atomo de enxofre ligado a
um atomo de hidrogénio presentes na cadeia lateral da cisteina, e ao serem
combinados com outros tidis, por meio da ligacdo covalente entre dois atomos de
enxofre, formam as pontes dissulfeto conferindo estabilidade nas estruturas das
proteinas*.

Os radicais livres ao oxidar os SH, as pontes dissulfeto (-SS) ficam
dissociadas, iniciando a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidac&o)*® e comprometendo o funcionamento das
proteinas®. Desta forma, a contagem das SH ndo oxidadas expressa uma medida

inversamente proporcional ao dano oxidativo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_redox
https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radical_livre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
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3.4.3. Urato

O &cido urico, ureia ou urato de sé6dio € uma substancia antioxidante nao
enzimatica, funcionando como eliminador de radicais livres®!. E antioxidante no

espaco extracelular e pré-oxidante dentro da célula®>%3,

A repetida sintese de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) durante o
processo de isquemia e reperfusdo muscular, inflamacao, promovidos pela pratica
de exercicios anaerdbios, pode resultar no aumento da concentracdo desta

substancia®4°°.
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4. METODO

4.1 Delineamento do Estudo
Estudo longitudinal prospectivo realizado com ratos provenientes do
Biotério Setorial da Universidade Federal de Sergipe e realizado no Laboratorio

de Embriologia e Desenvolvimento.

4.2. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Sergipe sob o numero 60/2017, conforme ANEXO e
respeitaram as Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

4.3. Amostra

Foram utilizados 24 ratos da espécie Rattus novergicus e linhagem Wistar,
distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais: o GSED, grupo que
ndo fez exercicio fisico, isto &, o sedentario; o GHIIT, grupo que realizou o High
Intensity Interval Training e o GCM, grupo que realizou o treinamento Continuo de
intensidade Moderada. Todos com massa corporal média de 275,33 + 22,6 g, com
idade inicial de 60 dias. Os animais foram aclimatados as condi¢Ges da sala do
experimento, acondicionados em caixas de polipropileno, em sala com
temperatura controlada (22° a 25° C) e iluminacéo artificial com ciclo claro-escuro

de 12/12 horas, recebendo racdo comercial (Labina, Purina®) e agua ad libitum.

4.4. Procedimentos Iniciais

4.4.1. Adaptacao ao Meio Liquido

Os ratos foram adaptados conforme o protocolo proposto por Marangon et
al. (2002)°%¢, com modificacdes. A adaptacdo durou 15 dias ininterruptos, em um
tanque cilindrico com capacidade para 157 L, e superficie lisa, medindo 50 cm de
diametro por 80 cm de profundidade e a temperatura da agua a 31 +/- 1° C, com o
intuito de reduzir o estresse do animal sem promover adaptacgfes fisioldégicas
prévias, a profundidade da agua foi de 70 cm. Os grupos fizeram a adaptacao

sempre no mesmo horario.

O GSED permaneceu em agua rasa por 15 minutos durante os 15 dias

consecutivos sem sobrecarga atada ao corpo. O grupo que fez o High Intensity
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Interval Training (GHIIT) e o grupo que fez o treinamento Continuo Moderado
(GCM) foram mergulhados em agua rasa, 15 minutos nos trés primeiros dias; a
partir do 4° dia, nadaram em &gua profunda por 2 minutos, com acréscimo de dois
minutos a cada dia até chegar ao 10° dia de adaptacéo; no 11° dia nadaram em
agua profunda, por cinco minutos com sobrecarga de 3% baseada em sua massa
corporal, atada ao dorso, com acréscimos de cinco minutos a cada dia até o 15°

dia conforme (figura 1).

GSED 15 dias

Agua rasa por 15 sem carga

15 dias
GHIT 1](2|ala|s | |7 |a|le |10 |11 |12 |13 |14 |15
SGCmM
Tempo 15 2|46 (8 o127 1147 5 |107] 15 | 20° | 257
Sem carga Carga de 3% MC
Agua Agua profunda

rasa

Figura 1: Protocolo de Adaptacéao (Marangon et al, 2002)

4.4.2. Determinagéo do Limiar Glicémico

A determinacao do limiar glicémico (LG) foi feita em todos os grupos. Como
alternativa de baixo custo, portanto mais acessivel, e referenciada como modelo
para a determinacdo do limiar anaerdbico®’: 8 33 pois, através da inspecdo visual
do ponto de inflexdo da curva glicémica, determina-se o LG, utilizado, dentre
outros objetivos, para determinacdo da intensidade da carga. Este limiar foi
avaliado 24 horas ap0s o periodo de adaptacédo ao meio liquido.

O protocolo de determinacdo do LG foi adaptado do protocolo de
determinacdo do limiar de lactato®®. E consistiu em um teste progressivo de
cargas perfazendo seis estagios consecutivos de natacdo, no mesmo tanque em
que foi feita a adaptacdo. Cada estagio durou cinco minutos, e 0s ratos
suportaram cargas atadas ao dorso equivalentes a 3,5%, 4%, 4,5%, 5%, 5,5%,
6% da massa corporal, respectivamente do primeiro ao sexto estagio conforme

(figura 2). O critério de exaustado adotado foi a submersédo do animal a 10 cm por
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mais de 10 segundos, e a incapacidade de retornar a superficie da agua,
associado a perda dos movimentos simétricos de deslocamento.

A glicose (dois microlitros) foi medida através de tiras de teste glicémico
(marca ACCU-CHEK ADVANTAGE com escala de 1 mg/dl) colocadas sobre a
ponta da cauda anteriormente puncionada atraves de lancetas capilares, no inicio
do teste e ao final de cada estagio completo. O glicosimetro digital foi utilizado por
possibilitar uma rapida medida glicémica, uma vez que ja foi comprovado que néao
ha diferenca em relagcdo ao exame glicémico laboratorial®’. O teste de LG foi

reaplicado ao final das intervencdes para efeitos comparativos.

ESTAGIOS (5 minutos cada, antes do 1° estagio e ao final de cada um, era medida

a glicose)
12 estagio 2@ astagio 32 estédgio 42 estagio 52 estagio 62 estagio
3,5% Massa 4,0 % Massa 4,5% Massa 5,0 % Massa 5,5% Massa 6,0 % Massa
Corporal Corparal Corporal Corporal Corporal Corporal

Figura 2: Protocolo da Curva Glicémica (adaptado de Gobatto et al, 2010)

4.5. Protocolos de Treinamento
O grupo sedentéario (GSED) néo fez treinamento ao longo de 8 semanas,
sendo mantido ininterruptamente em suas respectivas gaiolas. O GSED foi usado

como controle dos parametros analisados nos grupos treinados®2.

4.5.1. High Intensity Interval Training (HIIT)

4.5.1.1. Teste Ma&ximo

Antes da realizacdo do High Intensity Interval Training (HIIT), foi feito um
teste maximo realizado 24 horas ap6s a determinagéo do Limiar Glicémico (LG).
O teste maximo foi adaptado de Pimenta®3. e teve como caracteristicas: o nimero
maximo de séries (de 20 segundos de exercicio por 10 de descanso, utilizando
10% de sobrecarga baseada na massa corporal), que o animal conseguiu realizar
até a exaustdo. A carga utilizada (10%) determinou uma alta intensidade para o

animal, estando portanto, acima do limiar anaeroébio.
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45.1.2. Protocolo de HIIT

O protocolo de HIT também foi adaptado de Pimenta®® e consistiu na
realizacdo da metade do numero maximo de séries, obtido no teste maximo do
HIIT. Cada série foi composta por 20 segundos de exercicio, seguidos por 10
segundos de descanso, com o auxiliio de um programa temporizador; estando o
animal com sobrecarga de 11% atada ao dorso baseada na massa corporal. O
treinamento foi realizado trés vezes semanais durante oito semanas. Sendo que,
a cada duas semanas, aumentava-se 1% da sobrecarga, finalizando a
intervencdo com 14% de sobrecarga, totalizando 24 sessodes, conforme (figura 3).
Apoés cada sessdo de treinamento, os roedores eram secos e colocados em suas
respectivas gaiolas. Essas cargas representaram de 220 a 280% do limiar

glicémico.

12 e 22 semanas (SEGUNDA/QUARTA/SEXTA)

50% das séries do teste maximo do HIIT (11% da massa corporal)

l

3% e 42 semanas (SEGUNDA/QUARTA/SEXTA)

50% das séries do teste maximo do HIIT (12% da massa corporal)

!

5% e 62 semanas (SEGUNDA/QUARTA/SEXTA)

50% das séries do teste maximo do HIIT (13% da massa corporal)

l

7% e 82 semanas (SEGUNDA/QUARTA/SEXTA)

50% das séries do teste maximo do HIIT (14% da massa corporal)

Figura 3: Protocolo do High Infensity Interval Training (HIIT) (Pimenta et al_,
2015).

4.5.2. Continuo Moderado (CM)
4.5.2.1. Teste Maximo

Antes da realizag&o do treinamento Continuo Moderado (CM), foi feito um
teste maximo, realizado 24 horas apos a determinagéo do Limiar Glicémico (LG).
E o critério de determinacédo da exaustdo foi 0 mesmo utilizado no teste maximo
do HIIT. Desta forma, o teste maximo do CM consistiu na identificacdo da duracao
maxima do nado até a exaustdo, utilizando uma sobrecarga moderada, isto €,
abaixo do LG.



26

4.5.2.2. Protocolo de CM

O protocolo de CM (figura 4) respeitou 0 mesmo principio do HIIT, entéo foi
aplicado o treinamento que utilizou 50% da duracdo do teste maximo do CM, em
um periodo de oito semanas, com frequéncia semanal de trés e cada animal
utilizando a sobrecarga de moderada intensidade, ou seja, ligeiramente abaixo do
LG, totalizando 24 sessdes. Esta carga representou uma intensidade

correspondente 90% do limiar glicEmico, conforme (figura 4).

8 semanas
SEGUNDA QUARTA SEXTA
50% da duragdo do 50% da duragdo do 50% da duragéo do
teste maximo do CM, teste maximo do CM, teste maximo do CM,
com sobrecarga com sobrecarga com sobrecarga
moderada moderada moderada

Figura 4: Protocolo do treinamento Continuo Moderado (CM) (adaptado de Pimenta et al., 2015).

4.6. Glicemia Semanal

A cada semana a glicemia dos trés grupos era medida para a analise do

perfil glicémico cronico dos animais.

4.7. Procedimentos apoés as intervengdes
Antes de finalizar as intervencdes, isto €, 24 horas antes do 24° dia de
treinamento, 0s grupos passaram por nova avaliacdo da curva glicémica, com uso

de tiras para teste glicémico, da mesma forma que antes das intervencoes.

No dia 24° dia de treinamentos (Ultimo dia) a anestesia foi aplicada 60
minutos apdés os mesmos, utilizando o Cloridrato de Cetamina (75mg /kg)
associado ao cloridrato de xilasina (10 mg/kg) via intraperitoneal. A eutanasia de
cada animal foi feita isoladamente, isto é, longe dos demais animais, e o local foi
limpo antes da entrada do outro animal. Apés a constatacdo de auséncia de

sensibilidade e inconsciéncia do animal, este era sacrificado através da
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exsanguinacao por puncao sanguinea, para posterior coleta de material biologico.
Os sinais utilizados para confirmar a morte do animal foram: apneia, assistalia,

perda do reflexo corneal.

4.7.1. Preparo do material biologico

O soro sanguineo (3 ml) foi coletado e imediatamente centrifugado a 800 x
g por 15 minutos a + 4° C e o sobrenadante armazenado em duplicata a £ -70° C,
para analise de lesdo tecidual. Paralelamente, os érgdos removidos (figado,
coracdo, gastrocnémio) foram lavados trés vezes, em solucdo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15%, secos e pesados. Em seguida, homogeneizados onde cada
grama de tecido foi misturada com 5 mL de KCI + 10 uyL de Fluoreto de
Fenilmetilsulfonila (PMSF — 100 m.mol-1) + 15 yL de solucdo Triton a 10%,
centrifugada 3000 x g por 10 minutos a + 4° C e o sobrenadante armazenando em
duplicata a + -70° C para andlises posteriores dos marcadores de estresse
oxidativo. Os procedimentos do preparo do material biolégico foram realizados

segundo a metodologia descrita por Sant’Anna (2005)%4,

4.7.2. Determinacdo enzimética de les&o tecidual

A determinacdo enziméatica de lesdo tecidual ocorreu através da
mensuracdo dos marcadores enzimaticos: Creatina Quinase (CK), Lactato
Desidrogenase (LDH), Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato
Aminotransferase (AST) utilizando o kit laboratorial especifico (Labtest ®,

Brasil).de acordo com as normas do fabricante do mesmo.

4.7.2.1. Quantificagdo de creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase

(LDH) total plasmética

A partir das recomendacdes do fabricante (Labtest ®, Brasil), 20 pL do
plasma de cada animal foram homogeneizados em mistura reacional a 37 + 0,2°C
e realizada a leitura em espectrofotbmetro UV/VIS a um comprimento de onda de
340 nm. Como a LDH catalisa a transferéncia de elétrons da NADH para o
piruvato, convertendo-o em lactato, ha uma queda da absorbancia em um minuto,

a qual é proporcional a atividade da LDH, além da CK, que catalisa a fosforilacdo
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da ADP para ATP; na mistura reacional com a amostra constam, a hexoquinase,
que catalisa a fosforilacdo da glicose, e a glicose 6-fosfato desidrogenase, que
oxida a glicose 6-fosfato. A velocidade de incremento da absorbancia durante um
minuto € proporcional & atividade da CK.

4.7.2.2. Quantificacdo de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato

aminotransferase (AST)

Para quantificagdo destes marcadores foi utilizado o kit comercial (Labtest
®, Brasil), onde 100uL do plasma de cada animal foram homogeneizados em
reagentes especificos a 37 £ 0,2 ° C e realizada a leitura em espectrofotébmetro

UV/VIS a 340 nm. De acordo com as especificacdes do fabricante do kit.

4.7.3. Determinacao do estresse oxidativo in vivo

A avaliacdo do estresse oxidativo tecidual foi feita através da quantificacéo
de lipoperoxidativos pelo teste acido tiobarbitirico (TBARS) e oxidativos de
proteinas.

A oxidacéao de lipidios foi determinada pela medida de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), como o Malondialdeido (MDA), de acordo com
método descrito por Lapenna et al. (2001)%°. Amostra (200 pL) de sangue, figado
e musculo gastrocnémio foram adicionadas a uma mistura formada por partes
iguais de acido tricloroacético (TCA) 15%, HCI 0,25 N e TBA 0,375%, mais 2,5
mM de hidroxitolueno butilado (BHT), e 40 uL de dodecil de sddio (SDS) a 8,1%,
sendo aquecida por 30 mim a 95°C em estufa. O pH da mistura foi ajustado para
0,9 com HCI. O BHT foi usado para prevenir a peroxidacdo lipidica durante o
aguecimento. Em seguida, apoés resfriamento a temperatura ambiente e adicao de
4 mL de n-butanol, o material foi centrifugado a 800 x g por 15 minutosa+4°C e
a absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nm. O coeficiente de extingao
molar utilizado foi 1,54 x 105 M -1 cm -1 e o resultado de TBARS expresso em
nmol Eq MDA.mL -1 de plasma para as amostras de sangue e nmolEgMDA/mg

de tecido.
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A determinacdo dos grupos sulfidrilas ndo oxidados ou tiois foi realizada
conforme metodologia descrita por Faure e Lafond (1995)%. Aliquotas de 50 pL
de amostra de figado, coracdo e gastrocnémio foram misturadas em 1 mL de
tampao Tris-EDTA, pH 8,2. Em seguida, foi realizada a primeira leitura (A) no
espectrofotometro a 412 nm. Apos a leitura, as amostras foram transferidas para
tubos de ensaio e misturadas a 20 pL de DTNB 10 mM diluido em metanol (4
mg.mL-1), ficando em repouso no escuro. Ao final de 15 minutos, a segunda
leitura de absorbancia (A2) foi realizada. A concentracdo de SH foi calculada
conforme equacédo: (A2 — Al) — B x 1,57 mM x 1000. O resultado expresso em

nmol/ml de tecido.

Para dosagem do urato (enzimatico UV uricase-peroxidase), foi utilizado o
kit comercial (Labtest®, Brasil), onde (20 pL) do sangue de cada animal foi
homogeneizado em reagentes especificos a 37 £ 0,2 ° C, e as leituras foram

realizadas usando um espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 540 nm.

4.8. Procedimento estatistico

O teste de normalidade da amostra foi feito através do Brown-Forsythe.
Foram aplicados a anova one way com pos-teste de Tukey para analise dos
marcadores de leséo tecidual e dos marcadores de estresse oxidativo; a Anova
two way de medidas repetidas para a andlise da glicemia semanal e da curva
glicémica. A correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar as correlagbes entre
todos os marcadores. O software estatistico utilizado foi o GraphPad Prism verséo
7.00 para Windows. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo; os

valores estatisticamente significativos foram considerados como p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Lesao tecidual: Creatina quinase (CK) e Lactato Desidrogenase (LDH),
Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST)

Os principais dados referentes a leséo tecidual quanto a média e desvio
padrao dos grupos: sedentario (GSED), High Intensity Interval Training (GHIIT) e

Continuo Moderado (CM) estéo relacionados na tabela 1.
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Houve aumento de 215% da concentragcdo CK no GHIIT em relacdo ao
GSED conforme F(2,16)= 5,10; tamanho do efeito= 0,61, considerado alto, mas
entre os grupos treinados n&do houve diferenca. A LDH aumentou em ambos os
treinados em relagdo ao GSED, 122,4 % e 114,36 % respectivamente para o
GHIIT e GCM, conforme F(2,20)= 10,13; tamanho do efeito= 0,70, considerado

muito alto. Mas ndo houve diferenca entre os grupos treinados.

A concentracdo ALT nao foi alterada entre os grupos, conforme F (2,14) =
2,72. Finalmente, a concentracdo da AST também nao foi alterada nos grupos,
conforme F(2,9) = 4,11.

A razdo SGOT/SGPT ou AST/ALT que representa um indicador de danos
hepaticos permaneceu na faixa de normalidade (0.7 - 1.44) nos grupos conforme
(tabela 1).

5.2. Estresse Oxidativo: Malondialdeido (MDA), grupamentos sulfidrilas (SH),
Urato

Os principais dados referentes ao estresse oxidativo estao relacionados na
tabela 2.

A avaliacdo do MDA hepético, cardiaco e muscular intergrupos nao
apresentou diferenca entre eles, conforme F (2,17) = 0,25; F(2,16)= 2,01; F(2,18)=
0,16 respectivamente. Com relacdo aos grupamentos sulfidrila (SH) totais ndo
oxidados, ndo houve diferenca entre os grupos, conforme: F (2,15)= 0,20. Mas os
SH hepaticos intergrupos apresentaram diferenca, isto €, o GHIIT apresentou
maior quantidade que o GCM (84,36 % de aumento), conforme F (2,18) =4,06;
tamanho do efeito foi de 0,55, considerado alto. Os grupamentos SH cardiacos e
musculares ndo apresentaram diferenca entre os grupos, conforme F (2,17) =1,93

e F (2,19) =0,23 respectivamente.

Com relagdo ao urato, ndo houve diferenga entre os grupos conforme
F(2,18)= 0,52.



31

Tabela 1: Marcadores de lesdo tecidual: (Creatina Quinase (CK), Lactato
Desidrogenase  (LDH), Alanina  Aminotransferase  (ALT), Aspartato
Aminotransferase (AST).

GSED (n=8) GHIIT(n=8) GCM(n=8) p (value)
Média e DP Média e DP Média e DP
CK (Ul 140,4 + 35,48 4426 +8,352 2994 + 110,7 0,019
LDH (Ul 112,8 + 28,08 250,9 + 70,672 241,8 +100,7 @ 0,000
ALT (U/l) 66,7 + 22,37 128,2 + 50,21 75,2 + 27,32 0,100
AST (U/I) 71,3+6,7 111,4 + 30,3 76,8 + 11,12 0,053
AST/ALT(U/I) 1,06 0,86 1,01 -

Nota: GSED= grupo sedentario; GHIIT= grupo do High Intensity Interval Training; GCM= gru po
do Continuo Moderado. CK=creatina quinase; LDH= lactato desidrogenase; ALT= alanina
aminotransferase; AST= aspartato amonotransferase. a= diferenca entre o0 GSED. Valor de p da
LDH=0,0009.

Tabela 2: Marcadores de estresse oxidativo.

GSED (n=8) GHIIT(n=8) GCM(n=8) p (value)
Média e DP Média e DP Média e DP
MDA HEPATICO 13,48 + 2,21 13,78 + 5,18 15,05 + 3,95 0,778
nmol Eq MDA/ mg de
tecido
MDA CARDIACO 6,07 + 0,37 6,.49 + 2,58 7,98 +1,24 0,165
nmol Eq MDA/ mg de
tecido
MDA 6,15 + 0,55 6,35 + 1,03 6,5+ 1,27 0,848
GASTROCNEMIO
nmol Eq MDA/ mg de
tecido
SH TOTAIS 188,1 + 52,68 235,2 +193,3 223,4 + 80,19 0,817
nmol/ml
SH HEPATICO 375,5 + 96,35 498,7 +214,3 a 270,5 + 104,4 0,035
nmol/ml
SH CARDIACO 109,5 + 26,41 218,6 + 135,5 288,5 + 188 0,175
nmol/ml
SH 323,4+167,4 260,2 + 219,3 312,8 +171,5 0,791
GASTROCNEMIO
nmol/ml
URATO 2.57 +0.43 287+1.2 3.06 +0.49 0.599
md/dl

Nota: GSED= grupo sedentario; GHIIT= grupo do High Intensity Interval Training; GCM= grupo do
Continuo Moderado. MDA= malondialdeido; SH=sulfidrilas. a=diferenca entre o GHIIT e GCM.
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A (figura 5) demonstra uma diferenciacdo da glicemia semanal entre os

grupos, com predominancia do aumento glicémico no GCM. Bem como, foram

observadas alteracdes intragrupos, com destaque para a quarta semana, a qual

correspondeu a metade do periodo do treinamento, e na qual ocorreram, a queda

glicémica no GHIIT e elevacdo no GCM, até que ao final das oito semanas, os

trés grupos encerraram o periodo de treinamento com glicemias semelhantes. O

tamanho do efeito obtido foi de 0,14, considerado pequeno.

1]
1
g}

] .m GHIT
A o~ —_—— GCM
.C

Glicose (mmollL)
]

Semanas

e GSED
—

Figura 5: Glicemia Semanal (GSED= grupo sedentdrio; GHIT= grupo HIT; GCM= grupo
Continuo Moderado). a = aumento da glicemia do GCM em relacdo ao GHIT e ao GSED; b=
aumento da glicemia do GCM em relacdo ao GHIIT, conforme F{2,137)= 9.14; p=0.0002; c=
diferenca entre a semana 1 e 4 do GHIIT; d= diferenca entre a semana 2 e 4 do GHIIT; e=

diferenca entre a semana 4 e 5 do GHIIT, conforme F(6,137)}=3.65; p=0.0021.

Na curva glicémica, a (figura 6) mostra o perfil glicémico de forma aguda. E

foi revelado que os grupos nado diferiram entre si. Mas, entre 0s estagios

intragrupos houve diferencas, e o0 GCM apresentou uma sustentacdo maior da

glicemia sérica. O tamanho do efeito obtido foi de 0,14, considerado pequeno.
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Figura 6: Curva Glicémica composta por 7 barras respectivamente da esquerda para a direita
correspondendo ao inicio do teste até o 6° estagio. (GSED= grupo sedentario; GHIIT= grupo HIIT;
GCM= grupo Continuo Moderado); a= diferenca entre a glicemia inicial e os 3%, 4% 5% &% estagios;
b= diferenca entre a glicemia do 1° estagio e as do 47, 5% 6% estagios; c= diferenca entre a
glicemia inicial e os 37, 4°, 5% 6% estagios; d= diferenca entre o 1 e §% estagio; e= diferenca
entre a glicemia inicial e o 6® estagio; f= diferenca entre o 1? & 6 estagio; F (6.6) =32.43; p<=0.01.

M&o houwve diferenca entre os grupos, conforme (F (2.2) = 1.84); p=0.35.



33

5.4. Correlacéao entre o perfil glicémico e biomarcadores

A correlacéo foi confirmada apenas para a glicose e as sulfidrilas musculares no
grupo que fez o CM, observou —se uma relacdo negativa conforme r= -0,83;
p=0,0098. E entre a glicose e o malondialdeido (MDA) hepético, houve correlagéo

positiva no grupo que fez o HIIT, conforme r=0,93; p=0,0007.

6. DISCUSSAO

O presente estudo apontou uma possivel lesdo muscular devido ao
aumento da creatina quinase (CK) no grupo que executou o High Intensity Interval
Ttraining (GHIIT) em relacdo ao grupo sedentario (GSED); bem como, devido ao
aumento da lactato desidrogenase (LDH) no GHIIT e GCM (tabela 1) em relacéo
ao GSED. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos treinados neste

marcador, o que pode sugerir adaptacdo ao longo dos treinamentos.

Dos Santos®’ utilizou um treinamento resistido de alta intensidade (trés
séries de 10 repeticdes a 75% de 1 RM, utilizando a modalidade de agachamento
em ratos, por quatro semanas, trés vezes por semana) e encontrou resposta
semelhante a do presente estudo com relacdo a CK e LDH. Contudo, Souza®® que
utilizou o HIT com protocolo semelhante (14 sessfes diarias de natacdo com
duracdo de 20 segundos de exercicio por 10 segundos de descanso, durante 12
dias consecutivos, com carga de 14% baseada na massa corporal) nao
demonstrou lesdo tecidual, o que leva a sugestionar que o HIIT em dias
alternados e realizado em um periodo maior, pode influenciar nesses marcadores
de lesdo muscular, uma vez que o musculo esquelético € um tecido muito
requisitado durante o exercicio intenso. Como a CK expressa seu aumento mais
rapidamente que a LDH??, infere-se que o protocolo do HIIT do presente estudo,

pode levar ao desenvolvimento de lesédo muscular de curto e longo prazo.

Poucos estudos se propuseram a comparar treinamentos continuos
moderados e intervalados de vigorosa intensidade em relacdo a marcadores de
lesdo tecidual, tais como a pesquisa de Paraiso®® feita com seres humanos, a
qgual comparou corrida continua de moderada intensidade (65% da velocidade

aerébia maxima- 60 minutos) com a intervalada de alta intensidade (séries de 2-5
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minutos a 100% da velocidade aerébia maxima, alternando com baixa intensidade
de 50% da velocidade aerobia maxima até a exaustdo), e encontrou aumento na
CK e LDH em ambos os treinamentos, corroborando com parte do presente
estudo pois, neste, a CK somente teve elevacdo no GHIIT. Contudo, ambos os
treinamentos estudados por Paraiso® foram executados de forma aguda, o que
sugere nao ter ocorrido adaptacfes, apesar de serem efetuados com duracdo

superior ao do presente estudo.

Abe et al. (2015)"* concluiram que 6 semanas de HIIT (20 sessdes de 20
segundos de natacdo por 10 segundos de intervalo, usando sobrecarga de 10%
da massa corporal, cinco vezes por semana), aumentaram a atividade da LDH no
musculo gastrocnémio, apesar de ter um prazo ligeiramente menor, corroboraram

com os resultados do presente estudo.

No que diz respeito a alanina aminotransferase (ALT) que nao foi alterada
no presente estudo, também nédo se elevou no HIIT de 12 sessdes seguidas na
pesquisa de Souza®®, nem no treino resistido de alta intensidade de 4 semanas de
Dos Santos (2014), sugerindo que o protocolo do HIIT do presente estudo,

mesmo realizado em um periodo maior, ndo oferece risco de lesdes hepaticas.

Com relacao a aspartato aminotransferase (AST) que encontra no musculo
e figado suas maiores fontes e € uma enzima de fase aguda, néo foi alterada nos
grupos treinados do presente estudo (tabela 1). Em conformidade com o estudo
de Souza®® descrito anteriormente. Como ela é uma enzima que indica lesédo
recente e serve para confirmar uma lesdo muscular ao ser analisada em conjunto
com outras enzimas, a exemplo da CK, sugeriu que o potencial lesivo dos
treinamentos é normalmente atribuido a um estresse fisico, sem grandes
proporcdes até mesmo porque ela ndo foi alterada. Também Teixeira’® néo
encontrou alteracdo deste marcador em um treinamento de alta intensidade (oito
semanas, cinco vezes por semana, perfazendo quatro séries de 10 saltos com um
minuto de descanso, com sobrecarga atada ao animal de 25-55% da massa
corporal). No estudo de Dos Santos (2014), a AST foi diminuida com o
treinamento resistido de alta intensidade, sinalizando uma adaptacdo ao

treinamento em relacdo a este marcador. Estudos envolvendo treinamentos com
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intensidade moderada e com caracteristicas semelhantes a esta pesquisa,

analisando este biomarcador, ndo foram encontrados.

Em se tratando de estresse oxidativo, 0 malondialdeido (MDA) hepatico,
cardiaco e muscular ndo apresentaram diferenca entre os grupos (tabela 2).
Souza® também ndo encontrou danos oxidativos decorrentes do HIT com
natacdo de 12 sessdes. Inclusive Freitas et al. (2017)" revelaram que o HIIT em
uma esteira rolante, seis vezes durante 6 semanas, portanto, numa frequéncia
maior que a do presente estudo, reduziu a concentracdo deste marcador no
hipocampo, possivelmente pela capacidade de adaptacdo do sistema

antioxidante.

Com relacéo aos treinamentos de intensidade moderada, Pereira, Silva, De
Souza, De Almeida Filho e Silva’® em seu estudo utilizando um treinamento de
intensidade moderada com individuos diabéticos em esteira ergométrica (trés
vezes semanais, durante 12 semanas, por cerca de 20 a 60 minutos),
descobriram que a peroxidacao lipidica foi reduzida, fato comprovado através da
reducdo do MDA, sem necessariamente ter aumento do sistema antioxidante.
Desta forma, os treinamentos do presente estudo de algum modo contribuem
para a contencdo da peroxidacdo lipidica, a qual ocorre com o0 excesso de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), mas que houve indicios de regulacao

pelo sistema antioxidante.

Ainda tratando de estresse oxidativo, os grupamentos sulfidrilas (SH), cuja
guantidade presente no plasma ou tecidos € inversamente proporcional ao dano
oxidativo. Esses grupamentos no figado do GHIIT foram aumentados (tabela 2). E
esse aumento pode ser explicado por uma agéao de autorregulacdo do organismo,
em resposta a formacado das ERO’s, ou seja, aumentou a defesa antioxidante
hepatica, como também, pode ter melhorado as enzimas antioxidantes
endogenas. Ja o protocolo de HIIT com 12 sessBes seguidas utilizado por
Souza®® nao alterou as SH totais, possivelmente por ter sido realizado em um

periodo menor.

O treinamento moderado parece ser benéfico em relagcdo ao estresse

oxidativo’® pois, o protocolo de treinamento moderado utilizado por Tromm et al.



36

(2012)’® em esteira rolante com frequéncia semanal de trés vezes, durante 8
semanas foi eficaz para reduzir o dano oxidativo e aumentar a defesa antioxidante
no figado e coracdo de camundongos. Contudo, o CM do presente estudo atingiu
concentragfes de grupamentos SH hepaticos inferiores ao HIIT, indicando que
um diferencial a ser observado é a modalidade do treinamento, que neste estudo
foi a natacdo, além disso, no estudo de Tromm n&o houve a comparacao entre o
CM e o HIIT.

No que concerne ao urato ou acido Urico, principal agente antioxidante
plasmatico®®. No presente estudo, ndo houve alteracdo deste marcador com os
treinamentos (tabela 2). Souza®® também n&do encontrou alteracdes deste
marcador com um HIT de 14 sessbes diarias por 12 dias consecutivos. O
trabalho de Leite e Rombaldi (2015)’" comparou oito semanas o treinamento
intenso com ratos (60 minutos divididos em 2 periodos de 30 minutos, nestes, 15
segundos eram de natacdo e 15 segundos de repouso, repetindo esta série 60
vezes, houve um intervalo de 10 minutos entre os periodos, utilizando sobrecarga
de 10% baseada na massa corporal), com o treinamento continuo moderado
(natacdo continua utilizando sobrecarga de 5% da massa corporal durante 60
minutos) e revelou que o treinamento intervalado anaerdbio ocasionou aumento
nas concentracdes de urato. Esse dado pode indicar que o treinamento

intervalado de alta intensidade de longa duracdo pode ocasionar seu aumento.

No que diz respeito a analise do perfil glicémico semanal e a curva
glicémica, os quais fornecem informagdes importantes acerca do metabolismo
aerdbio e anaerdbio, mais predominantemente utilizados nesta pesquisa, 0S
resultados indicaram que houve alteracdo glicémica entre os grupos (figuras 5 e
6), revelando que o GCM teve uma tendéncia a manter a glicemia, em relacao
aos demais grupos, cronicamente e agudamente pois, somente houve uma queda
acentuada na glicemia, no ultimo estagio da curva glicémica do GCM, e os niveis
glicémicos deste grupo semanalmente foram mais elevados que os demais
grupos, sugerindo uma predominancia da via aerodbia, possibilitando uma maior
utilizacado de outros substratos energéticos, desta forma, conservando a glicose
sérica. Em contrapartida, o GHIIT apresentou menor glicemia, sugerindo uma

maior captacao glicémica. No aspecto intragrupo, a quarta semana foi a que
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obteve maior discrepancia de resultados em relacdo as demais, especificamente
no GCM, indicando que um intervalo de quatro semanas pode ser insuficiente
para deteccdo de adaptacbes neste marcador metabdlico, isto porque, ao final
das oito semanas, a glicemia dos grupos estava semelhante, indicando uma
possivel adaptacdo do organismo, mas que so6 foi percebida ao longo das oito

semanas.

A literatura vem corroborar esses achados, uma vez que o estudo de Leite
e Rombaldi’’ que comparou um treinamento aerébio com ratos (8 semanas, 5
vezes por semana, em 60 minutos de natacdo com 5 % de carga baseada na
massa corporal) com o anaerobio intervalado (dois tempos de 30 minutos, com
intervalo de 10 minutos entre eles, nos 30 minutos de exercicio, ocorria 15
segundos de nado por 15 de descanso, repetindo esta série 60 vezes até
completar 30 minutos, 5 vezes por semana, utilizando 10% da massa corporal), e
constatou que o exercicio aerdébio aumentou a glicose sérica. E apesar de a
frequéncia do treinamento ser maior que a do presente estudo, a resposta
glicémica foi semelhante, sugerindo que houve uma maior neoglicogénese e/ ou
utilizacdo de outros substratos energéticos, justificando assim, uma maior

preservacao da glicemia sérica.

Também nos exercicios intensos hd o aumento da glicose, através da
liberacdo de catecolaminas, estimulando a gliconeogénese’®; além disso, ocorre
também um aumento da glicogendlise hepatica, que contribui para o aumento
glicémico®3. Contudo, no presente estudo, o0 GHIIT apresentou menor expressao
glicémica que o GCM (figuras 5 e 6), sugerindo que a medida que a glicose
estava disponivel na corrente sanguinea, ela também estava sendo mais captada,
provavelmente por uma maior atuacdo do AMPKk que vai provocar a translocacao
das vesiculas que contém a GLUT4 (maior transportadora de glicose para o

musculo esquelético) e ajudam na utilizacéo da glicose pelo misculo: &,

Terada et al. (2001)*' utilizaram um protocolo de alta intensidade com
natacdo em ratos, utilizando cargas semelhantes as do presente estudo, variando
de 14 a 16% da massa corporal, perfazendo 14 séries de 20 segundos de

exercicio por 10 de intervalo durante oito dias. E revelaram a existéncia da
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atividade maxima da GLUT-4, em apenas oito dias. Corroborando a ideia de

maior captacao glicémica proporcionada pelo HIIT.

Burgomaster et al. (2008)>° no estudo com homens e mulheres, utilizaram
seis semanas de HIIT (quatro a seis repeticdes de 30 segundos em intensidade
alta, Teste de Wingate, poténcia maxima de aproximadamente 500 W, com
recuperacdo de 4,5 min entre repeticdes, 3 dias por semana, 10 minutos sessao
de treino, 30 minutos por semana) e relataram adaptacdes metabdlicas
especificas durante o exercicio, isto €, a utilizacado de glicogénio e fosfocreatina
durante o exercicio foi reduzida em relacdo ao treinamento moderado (6 semanas
de 40-60 minutos de ciclismo com cerca de 65% do VO 2 maximo, poténcia média
de 150 W, cinco dias por semana, 4,5 h por semana), ou seja, sinalizaram que
houve maior utilizacdo da glicose sérica no HIIT que no CM, corroborando com o
resultado do presente estudo, no que diz respeito a menor concentracao seérica

deste substrato energético.

Observa-se entdo, que o HIT pode promover uma maior captacao
glicémica, ajudando a controlar niveis glicémicos em um prazo de oito semanas,
através de um mecanismo autorregulador e adaptativo, uma vez que ao final do

treinamento a glicemia se equiparou as dos demais grupos.

Na correlagéo entre a glicose e sulfidrilas, observou-se que a concentracao
glicémica foi inversamente proporcional a das sulfidrilas (SH) no exercicio
moderado, desta forma, os resultados sugerem que altas concentracfes deste
substrato energético na corrente sanguinea, podem induzir a uma menor protecao
redox, ou seja, a uma menor defesa antioxidante. Este dado € importante para se
estabelecer um prazo adequado de treinamento, de modo a ndo ocasionar danos
oxidativos. Outro dado que também confirma este achado, € que a concentracao
de glicose foi diretamente proporcional a do malondialdeido (MDA) no HIIT,
indicando que a hiperglicemia pode ocasionar danos oxidativos, em especial, a

peroxidacao lipidica.

A limitacdo do presente estudo foi a ndo medida de horménios que
interferem no perfil glicémico, tais como a insulina, cortisol, adrenocorticotrofico,

epinefrina, glucagon, além da atividade da proteina GLUT4; a ndo medida na fase
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intermediaria dos treinamentos, de marcadores de estresse oxidativo, para se
confirmar o momento exato de adaptacfes do sistema antioxidante. Contudo, os

achados abrem perspectivas para novos estudos.

7. CONCLUSOES

Desta forma, conclui-se que o High Intensity Interval Training (HIIT) e o
treinamento Continuo de intensidade Moderada (CM) realizados 3 vezes por
semana durante 8 semanas, baseados nos protocolos do presente estudo, apesar
de demonstrarem indicios de lesdo tecidual, sendo o HIT mais
predominantemente ao nivel muscular, este mesmo treinamento também
demonstrou uma melhor adaptacdo do sistema de defesa antioxidante. J& o CM
promove uma maior estabilidade glicémica, importante para evitar episodios
hipoglicémicos, por outro lado, o HIIT se mostrou eficaz na maior utilizacdo do
referido substrato energético, o0 que € importante para evitar eventos
hiperglicémicos.

Sendo assim, esta pesquisa é inovadora e encontra sua aplicabilidade no
sentido de apontar parametros de prescri¢cao de treinamento, a exemplo do prazo,
frequéncia e duragdo, que influenciam na lesédo tecidual e estresse oxidativo,
assim como indica um perfil glicémico decorrentes destes mesmos treinamentos

gue podem evitar tanto a hiper como a hipoglicemia.

Desta forma, conclui-se que oito semanas de ambos treinamentos, apesar
de sugerirem les@es teciduais minimas, promovem adaptacdes a nivel de defesa

antioxidante e perfil glicémico.
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