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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito agudo e crénico do exercicio intervalado de alta
intensidade sobre o estado redox sanguineo de homens sedentérios. Para isso, o estudo foi
dividido em duas etapas. Na primeira etapa 17 individuos sedentarios foram submetidos a
uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade (HIIE, do inglés high intensity
interval exercise), no cicloergbmetro, composta por 8 estimulos, a 90% da poténcia maxima,
intercalados por 75 segundos de recuperagédo ativa a 30 watts. Antes e, imediatamente, apos o
exercicio amostras de sangue foram coletadas para a avaliagdo da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e da capacidade antioxidante total do plasma; e a
concentracdo de TBARS e atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), no lisado eritrocitario. Agudamente, o HIIE ndo alterou a concentracao
plasmética de TBARS, embora a capacidade antioxidante total do plasma tenha sido
significativamente menor (p=0,05) imediatamente ap6s o0 exercicio. NOs eritrocitos, a
concentracdo de TBARS foi significativamente menor (p=0,03), enquanto a atividade da SOD
foi significativamente maior (p=0,04), imediatamente ap6s o exercicio. Na segunda etapa 9
individuos, que participaram do HIIE, foram submetidos a um programa de treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés high intensity interval training), 3 vezes por
semana, durante 4 semanas (12 sessfes de treinamento). Parametros do estado redox foram
avaliados antes e ao final do treinamento. O HIIT aumentou (p=0,05) a capacidade
antioxidante total do plasma, e, nos eritrécitos, a concentracdo de TBARS foi menor (p=0,03)
e a atividade da catalase foi maior (p=0,04) apds o treinamento. As modificacdes do estado
redox sanguineo alcancadas em curto prazo com o programa de HIIT utilizado neste estudo
podem ser consideradas uma resposta benéfica adicional para a esta modalidade de
treinamento, e neste contexto o HIT pode ter um papel terapéutico nas condicdes clinicas

decorrentes ou associados a um quadro de desequilibrio redox.

Palavras-chave: Exercicio agudo. Equilibrio redox. Treinamento intervalado de alta

intensidade.



ABSTRACT

This study evaluated the acute and chronic effects of high intensity interval exercise
on blood redox state of sedentary men. For this, the study was divided into two moments.
First, 17 sedentary subjects underwent a session of high intensity interval exercise (HIIE), on
a cycle ergometer, consisting of 8 stimuli, at 90% of maximum power, with intervals of active
recovery of 75 seconds, at 30 watts. Before and immediately after exercise, blood samples
were collected to evalute plasma thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
concentration and plasma total antioxidant capacity; and TBARS concentration and activity of
the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), at erythrocyte
lysate. Acutely, HIIE did not alter plasma TBARS concentration, although plasma total
antioxidant capacity was significantly lower (p=0,05) immediately after exercise. In
erythrocytes, TBARS concentration was significantly lower (p=0,03), while SOD activity was
significantly higher (p=0,04) immediately after exercise. In the second moment, 9 individuals,
who participated in HIIE, underwent a high-intensity interval training (HIIT) program, 3
times a week, during 4 weeks (12 training sessions). Redox state parameters were evaluated
before and at the end of training. HIIT increased (p=0,05) plasma total antioxidant capacity
and, in erythrocytes, TBARS concentration was lower (p=0,03) and catalase activity was
higher (p=0,04) after training. Changes on blood redox state promoted by HIIT can be
considered an additional beneficial response to this type of training, and HIIT may have a

therapeutic role in clinical conditions associated with redox imbalance.

Keywords: Acute exercise. Redox balance. High intensity interval training.
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1 INTRODUCAO

E sabido que a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) ocorre como
consequéncia do metabolismo celular normal (KNIGHT, 1999). Estas espécies reativas sao
essenciais para algumas importantes fungdes fisiologicas (BURKE; WOLIN, 1987). Contudo,
em altas concentracdes as EROS podem reagir com as biomoléculas tornando-as instaveis e
inibindo a sua funcéo fisioldgica (RADAK et al., 2001; FISHER-WELLMAN; BLOOMER,
2009). E funcdo do sistema de defesa antioxidante, composto por antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos, neutralizar as EROS e assim impedir/minimizar sua acdo citotoxica
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O equilibrio entre a producdo das EROS e o sistema de defesa antioxidante determina
o0 estado redox intracelular, que representa o potencial de oxidacdo/reducdo presente na célula
(ALLEN; TRESINI, 2000; VALKO et al., 2007). A geracdo de espécies reativas pode
aumentar sob ambas condi¢oes fisioldgicas e ndo fisiologicas, desencadeando o desequilibrio
redox que ocorre quando ha uma excessiva producdo de EROS e uma neutralizacdo néo
adequada pelo sistema antioxidante (HALLIWELL; CROSS, 1994).

O exercicio fisico agudo € uma condicdo conhecida por desencadear estresse e por isso
pode desencadear desequilibrio redox, provavelmente devido ao aumento da geracdo de
EROS (RADAK et al., 2001). O desequilibrio redox induzido pelo exercicio agudo causa
dano oxidativo aos componentes celulares, especialmente aos lipidios, proteinas e ao acido
desoxirribonucleico (DNA) (VOLLAARD; SHEARMAN; COOPER, 2005). Vale ressaltar
que os eritrocitos sdo susceptiveis a acdo das EROS produzidas durante o exercicio: elas
podem causar peroxidacdo lipidica (dano oxidativo aos lipidios), devido ao alto contetdo de
acidos graxos poli-insaturados presentes na membrana plasmética dos eritrocitos
(HOCHSTEIN; JAIN, 1981).

Segundo Elosua et al., (2003) e Fatouros et al., (2004), apesar dos danos oxidativos
ocorridos em decorréncia ao exercicio agudo, repetidas sessdes de exercicio, como ocorre
durante o treinamento de endurance, estdo relacionadas a uma melhora do sistema
antioxidante, que fornece protecdo contra a acdo das EROS e, dessa forma, mantém o
equilibrio redox.
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Recentemente, o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés high
intensity interval training) tem se destacado como um método efetivo para melhora do
condicionamento fisico para populacdo em geral (BURGOMASTER et al., 2005, 2006). De
acordo com Gibala et al., (2012), embora esta modalidade de treinamento seja de baixo
volume, ela induz adaptacbes musculares e cardiovasculares semelhantes ao treinamento
tradicional de endurance que é de alto volume. Por isso, sugerimos que esta estratégia de
treinamento poderia ser eficaz para promover adaptacdes no sistema antioxidante semelhante

ao observado no treinamento de endurance.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécies reativas de oxigénio e o sistema de defesa antioxidante

Radicais livres sdo atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas, que contém, um
ou mais elétrons ndo pareados na camada eletrdnica mais externa, ou camada de valéncia,
motivo pelo qual apresentam alta reatividade e curta meia-vida (Halliwell; Gutteridge, 2007).
O termo espécies reativas de oxigénio (EROS) refere-se a uma gama de compostos de
natureza radicalar e ndo radicalar, centradas no oxigénio, que incluem o anion superdxido
(O2"), o peroxido de hidrogénio (H,0.), o radical hidroxil (OH") e o éxido nitrico (NO°), entre
outros (HALLIWELL; CROSS, 1994). Devido a sua alta reatividade, as EROS podem reagir
com outras moléculas, na tentativa de tornarem-se estaveis, o que transfere para as moléculas
alvo o carater de instabilidade (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As EROS sdo continuamente formadas em decorréncia da atividade metabdlica
celular, por processos enzimaticos e ndo enzimaticos. O superoxido é formado pela reducéo
do oxigénio molecular (O2) por um elétron, o que ocorre, principalmente, nas mitocondrias e
pela acdo das NADPH oxidases (LAMBETH, 2004; BRAND, 2010). Nos eritrdcitos, apesar
da auséncia de mitocéndrias, o anion superoxido é formado pela auto-oxidacdo da oxi-
hemoglobina a meta-hemoglobina (Misra; Fridovich, 1972; Wallace; Maxwell; Caughey,
1974a, 1974b) e, também, pela NADPH oxidase (George et al., 2013). O superdxido €
carregado negativamente e €, portanto, relativamente impermeavel as membranas celulares.
Comparado a outras EROS, este possui maior meia-vida, que Ihe permite difundir-se para
dentro da célula, a partir do seu local de formacdo. 1sso aumenta 0 nimero de potenciais alvos
moleculares do superéxido (HALLIWELL, 1995).

A dismutacédo do superoxido, que pode ocorrer de forma espontanea ou catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD), é uma importante fonte de formacdo de H,0,
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) (reacdo 1).

20,7 +2H" > H,0, + O, (reacéo 1)
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O H,0, é estavel e permedvel as membranas celulares, e tem uma longa meia-vida
dentro da célula. Ele é citotoxico, apesar de ser considerado um fraco agente oxidante, e seus

efeitos téxicos decorrem, principalmente, de sua capacidade de gerar radical hidroxil (OH").

A formacéo de radical hidroxil a partir do peroxido de hidrogénio ocorre por meio de
reacdes catalisadas por metais, como o fon ferroso (Fe®*), na reagdo de Haber-Weiss, que
ocorre em duas etapas: na primeira o fon férrico (Fe**) é reduzido a Fe?* pelo anion

superoxido (reacao 2),

Fe** + 0, — Fe?* + 0, (reacdo 2)

gue na segunda etapa é utilizado na reacdo de Fenton para a formacdo de radical hidroxil a

partir de perdxido de hidrogénio (reacéo 3).

Fe?* + H,0, — Fe** + OH™ + OH’ (reacéo 3)

Assim, a reacdo liquida final da formacdo de radicais OH" ou reacdo de Haber-Weiss é a

seguinte (reacdo 4):

0;" +H0, - OH + OH + O, (reagéo 4)

Diferente do H,0,, 0 OH’ é altamente reativo, com alto potencial oxidante. Por ser
impermeavel as membranas celulares, reage com as moléculas proximas aos sitios onde é
produzido (KEHLER, 1989; HALLIWELL, 1995).

O NO' sintetizado pelas enzimas da familia das sintases de 6xido nitrico, na conversao
de arginina a citrulina, € uma espécie radicalar. Na presenca de superoxido, ocorre, a partir do
Oxido nitrico, a formacdo do peroxinitrito (ONOQO") (Kobzik et al., 1994; Kobzik et al.; 1995,

Balligand; Feron; Dessy, 2009), um forte agente oxidante (reacdo 5).



21

0," + NO" > ONOO (reacdo 5)

As EROS desempenham um duplo papel no organismo: em baixas ou moderadas
concentragOes participam de processos fisiologicos, como os mecanismos de defesa dos
fagdcitos contra agentes infecciosos, indugdo da resposta mitogénica, controle do ténus
vascular, entre outros (Burke; Wolin, 1987; Lilius; Marnila, 1992; Hehner et al., 2000,).
Quando ha, porém, uma producdo excessiva de EROS e uma deficiéncia nos sistemas
antioxidantes em confrontar essa situacdo, estas reagem com as biomoléculas celulares, na
tentativa de parear seus elétrons e restaurar sua estabilidade (RADAK et al., 2001). Isso
modifica e deixa as biomoléculas instaveis, inibindo seu papel fisiolégico e, também, causa
perturbacao do controle e da sinalizacdo redox (Radak et al., 2001; Fisher-Wellman; Bloomer,
2009), situacdo denominada desequilibrio redox (SIES, 1997).

A peroxidacdo lipidica é o dano oxidativo ocasionado aos lipidios pela a¢do das
ERQOS, por remocgédo de um hidrogénio ou adicdo de um radical oxigénio, o que resulta em
dano oxidativo, principalmente aos &cidos graxos poli-insaturados. A remoc¢do de um
hidrogénio no grupo metileno adjacente a instauracdo forma um radical centrado no carbono
(Halliwell; Chirico, 1993), dando origem ao um radical lipidico. Esse radical € estabilizado
por rearranjo molecular da dupla ligacéo, formando um conjugado dieno, que entéo reage com
0 oxigénio formando o radical peroxila (VALENZUELA, 1991). O radical peroxila por sua
vez é capaz de abstrair hidrogénio de outro acido graxo poli-insaturado, iniciando uma reagédo
em cadeia (Halliwell; Chirico, 1993). A peroxidacdo lipidica somente termina quando dois
radicais se unem formando uma molécula estavel (GATE et al., 1999). A peroxidacéo lipidica
esta ilustrada na figura 1.
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Figura 1 — Peroxidacdo lipidica.

Os produtos da peroxidacao lipidica sofrem reacGes degradativas, que ddo origem a
diversos compostos, incluindo o malondialdeido (MDA) (FISHER-WELLMAN; BLOOMER,
2009). O MDA ¢ um aldeido altamente reativo e pode interagir com fosfolipidios, acido
desoxirribonucleico (DNA) e proteinas (DRAPER; HADLEY, 1990). A peroxidagdo lipidica
reduz a fluidez e o papel de barreira de permeabilidade das membranas celulares. Os produtos
da peroxidacédo lipidica, como os hidroperdxidos e seus derivados aldeidos, podem inibir a
sintese proteica e a atividade das enzimas envolvidas na biossintese da prostaglandinas e
leucotrienos (Fridovich; Porter, 1981; Halliwell; Chirico, 1993), comprometendo as fungdes
celulares. Os eritrocitos sdo particularmente sensiveis a peroxidacdo lipidica, ja que
aproximadamente metade de seus &cidos graxos na membrana plasmatica sdo insaturados
(TELEN; KAUFMAN, 1999).

Também as proteinas e acidos nucleicos estdo sujeitos a danos oxidativos decorrentes
da acdo das EROS. O radical hidroxil, por exemplo, reage com o DNA, adicionando
hidrogénio as duplas ligacbes presentes nas bases nitrogenadas, ou removendo hidrogénios
dos grupamentos metilenos presentes na timina e na desoxirribose (COOKE et al., 2003). O
dano oxidativo mais estudado ao DNA é a oxidacdo da guanina, formando 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina (8-OH-dG) (KASAI et al., 1986). Se ndo reparadas, as lesdes oxidativas as
bases do DNA sdo mutagénicas. A presenca de 8-OH-dG, por exemplo, resulta em
substituicdo G—T, quando formada in situ, ou A—C quando ocorre incorporagdo erronea de

adenosina na fita complementar do DNA (CHENG et al., 1992).

A modificacdo oxidativa das proteinas € iniciada, principalmente, pelo radical
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hidroxil, embora a disponibilidade de oxigénio e do anion superdxido determine o curso do
processo de oxidagdo. Em decorréncia da reacdo com as EROS, pode ocorrer oxidagdo das
cadeias laterais dos aminoacidos, formacdo de ligacGes cruzadas entre proteinas, e até
fragmentacdo da cadeia polipeptidica, resultante da oxidacdo de atomos da cadeia principal
(BERLETT; STADTMAN, 1997). Nos eritrdcitos, por exemplo, foi demonstrado que o
aumento da concentracdo de H,O, induz a formagdo de um complexo covalente entre a
hemoglobina e a espectrina, o que reduz a deformabilidade destas células, tornando-as mais
susceptiveis a ruptura (SNYDER; FORTIER; TRAINOR, 1985). A oxidacdo direta de
residuos de lisina, arginina, prolina e treonina pelas EROS pode levar a formacdo de
derivados carbonilicos (Berlett; Stadtman, 1997), além da adicdo de grupos carbonilicos as
proteinas, pela reacdo com aldeidos, como o MDA, produto da peroxidacdo lipidica
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLNER, 1991; UCHIDA; STADTMAN, 1993). A presenca
de grupos carbonilicos nas proteinas tem sido assim utilizada como marcador de dano
oxidativo a estas biomoléculas (BERLETT; STADTMAN, 1997).

Para manter o equilibrio redox celular, os organismos sdo dotados de uma série de
mecanismos de defesa contra as espécies reativas (Halliwell, 1996), que incluem desde
mecanismos antioxidantes a mecanismos de reparo (RADAK et al., 1999; KONIG et al.,
2001). A acdo antioxidante é realizada por agentes redutores, enzimaticos e nao enzimaticos,
que existem nos compartimentos intracelular e extracelular, e tém a capacidade de neutralizar
as ERQOS, e assim, atrasar ou prevenir o desequilibrio redox (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

A defesa antioxidante enzimatica é composta pelas enzimas SOD, catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A SOD catalisa a dismutacdo do
superdxido em peroxido de hidrogénio, (HALLIWELL; CROSS, 1994; GATE et al., 1999).
Sua acdo compreende a primeira linha de defesa antioxidante contra o desequilibrio redox em

diversos tecidos.

Nos mamiferos, a SOD é uma familia de enzimas composta por varias isoformas que
incluem as isoformas citoplasmatica cobre/zinco (Cu,Zn-SOD) e a mitocondrial manganés
(Mn-SOD) (Fridovich, 1975) e a isoforma extracelular (Marklund; Holme; Hellner 1982).
Nos eritrocitos é encontrada apenas a Cu, Zn-SOD, que tem um papel importante no controle
da formacdo de meta-hemoglobina (JOHNSON et al., 2005).
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A neutralizacdo do H,O, é realizada pela CAT e pela GPx. A glutationa peroxidase,
uma enzima selénio dependente, converte o H,O, em &gua, por meio da oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH), formando GSSG (glutationa oxidada) (BRIGELIUS-FLOHE,
2006) (reacdo 6). A GPx atua conjuntamente com a glutationa redutase, que converte a GSSG
em GSH, através da oxidacdo do NADPH a NADP™ (reacdo 7). Esta reagdo ¢ fundamental
para a biodisponilibilidade da GSH in vivo. Ambas as enzimas estéo localizadas no citosol e
na mitocéndria (BJORNSTEDT et al., 1997).

2 GSH + H,0, 2 GSSG + 2 H,0 (reacéo 6)

GSSG + NADPH + H" - 2 GSH + NADP" (reacdo 7)

A CAT também catalisa a conversdao do H,O, em &gua e oxigénio (reagcdo 8), mas
comparado a GPx ela possui menor afinidade por esta espécie reativa (ZAMOCKY:;
KOLLER, 1999). A funcdo catalitica desta enzima depende do ferro como co-fator, que
encontra-se ligado ao seu sitio ativo (KIRKMAN; GAETANI, 2007).

2H,0, 2 2H,0 + O, (reacdo 8)

No grupo dos antioxidantes ndo enzimaticos encontra-se a glutationa, vitamina C,
vitamina E, carotenoides, &cido drico, entre outros. Semelhantes as enzimas antioxidantes,
eles estdo presentes em diferentes compartimentos celulares e também no compartimento
extracelular (URSO; CLARKSON, 2003). De maneira geral, 0s antioxidantes ndo enzimaticos
neutralizam as varias EROS por doacdo de prétons (SIES; STAHL, 1995). A vitamina E atua
protegendo os acidos graxos poli-insaturados das membranas bioldgicas (Cachia et al., 1998),
enquanto a vitamina C age na regeneragdo da vitamina E, principalmente, promovendo o
retorno ao seu estado redutor (RIETJENS; BOERSMA; HAAN, 2002).

Apesar dos potenciais danos oxidativos causados pelas EROS, elas sdo necessarias a
manutencdo de um ambiente redox ideal para as atividades bioquimicas das células. As

espécies reativas regulam vias de sinalizagdo sensiveis ao equilibrio redox, que promovem o
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crescimento, diferenciacéo, proliferacdo e apoptose celular (MEYER; PAHL; BAEUERLE,
1994). Além disso, as enzimas antioxidantes contém sequéncias regulatdrias em seus genes
que estdo sob a acdo de proteinas e fatores de transcricdo sensiveis ao estado redox, o que

controla sua expressdo em resposta as alteracdes redox celulares (ALLEN; TRESINI, 2000).

As proteinas e fatores de transcricdo sensiveis ao estado redox que controlam a
expressdo das enzimas antioxidantes sdo o fator de transcricdo nuclear-xB (NF-kB) (Zhou;
Johnson; Rando, 2001), a proteina ativadora 1 (AP-1, activator protein-1) (Sun; Oberley,
1996, Zhou; Johnson; Rando, 2001), as proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK, do
inglés mitogen activated protein kinase) (Allen; Tresini, 2000) e o co-ativador do receptor
gama do peroxissoma ativado por proliferacdo-alfa (PGC-la, do inglés peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1l-alpha) (WENZ; ROSSI; ROTUNDO,
2009).

2.2 Desequilibrio redox induzido pelo exercicio

Na década de 1970, Dillard et al., (1978) demonstraram, pela primeira vez, que o
exercicio fisico aumentou a producdo de EROS em humanos. Esses autores, observaram que
60 minutos de ciclismo, a 50% do consumo méaximo de oxigénio (VO,max) promoveu
aumento de 1,8 vezes no pentano expirado, um indicador de peroxidacdo lipidica.
Posteriormente, Davies et al., (1982) sugeriram que o musculo em contracdo seria uma
importante fonte de EROS durante o exercicio, uma vez que 0s autores observaram, através
da técnica de ressonancia paramagnética de elétrons (RPE), um aumento de 2 a 3 vezes na

amplitude do sinal de radicais livres mensurado em homogenato muscular de ratos.

A mitocéndria sempre foi considerada a fonte priméria de produgdo de EROS,
especificamente do &nion superoxido, no muasculo esquelético em contragdo, principalmente
em funcgéo de estudos que sugeriam que 2 a 5% do oxigénio total consumido na mitocondria
sofre reducdo incompleta, formando superdxido (BOVERIS; CHANCE, 1973; LOSCHEN et
al., 1974). Assim, como o consumo de oxigénio durante o0 exercicio aumenta drasticamente,
em até 100 vezes, diversos autores propdem que o aumento da producdo de EROS durante o

exercicio seria decorrente do aumento do consumo de oxigénio para sustentar a demanda
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energética aumentada do masculo em contragdo (KANTER, 1995; URSO; CLARKSON,
2003). Contudo, a visdo da mitocondria como principal fonte de EROS durante o exercicio
tem sido questionada. Primeiro, porque estudos sugerem que o percentual de oxigénio que
sofre reducdo incompleta na mitocondria € bem menor do que o anteriormente estimado
(apenas 0,15%) (ST-PIERRE et al., 2002; BRAND et al., 2004). E também porque no seu
estado ativado, estimulado pelo ADP, a geracdo de superoxido na mitocondria é menor,
comparado ao estado basal (DI MEO; VENDITTI, 2001; KAVAZIS et al., 2009). Assim,
durante o exercicio aerobico, as mitocondrias estdo predominantemente no estado ativado e
isso limita a geragéo de EROS durante as contracbes musculares (HERRERO; BARJA, 1997,
DI MEO; VENDITTI, 2001).

Recentemente, as enzimas da familia da NADPH oxidase tém ganhado destaque como
potencial fonte de producdo de EROS no mdusculo esquelético durante o exercicio
(SAKELLARIOU; JACKSON; VASILAKI, 2014). Esta enzima é encontrada no sarcolema,
tubulos transversos, reticulo sarcoplasmatico e nas mitocéndrias das células musculares
esqueléticas (XIA et al., 2003; HIDALGO et al., 2006; SAKELLARIOU et al., 2013).
Estudos mostram que enquanto a inibicdo de vias mitocondriais de producdo de EROS
durante a contracdo muscular ndo reduzem a geracdo de EROS, inibidores da NADPH
oxidase reduzem a producdo basal e induzida por contracdo de espécies reativas no musculo
esquelético (ESPINOSA et al., 2006; SAKELLARIOU et al., 2013).

Além do musculo esquelético, 0 aumento da producdo de EROS durante o exercicio
pode ocorrer em outros tecidos e por outros mecanismos além dos anteriormente descritos,
que incluem a reacdo de auto-oxidacdo das catecolaminas (Zouhal, et al., 1998), a ativacdo da
xantina oxidase (Vina; Gimeno; Sastre, 2000) e de neutréfilos (MOROZOV; PRYATKIN;
KALINSKI, 2003). Como ja mencionado, a autoxidagdo da hemoglobina é uma constante
fonte de anion superdxido. Evidéncias sugerem que, durante o exercicio, hd aumento na
geragdo de EROS por hemeproteinas, especialmente nas hemacias (VOLLAARD; REEDER,;
SHEARMAN, 2005). E importante mencionar que as EROS produzidas pelos eritrocitos
podem deixar as células e danificar componentes plasmaticos (JOHNSON et al., 2005).
Também, algumas das espécies reativas, liberadas no plasma, eventualmente, podem difundir-
se para 0s eritrocitos, pois 0 O, atravessa 0s canais i6nicos na membrana dos eritrocitos e o
H,O, pode atravessar as membranas celulares facilmente (LYNCH; FRIDOVICH, 1978).
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Devido a curta meia-vida e baixa concentracdo in vivo, € extremamente dificil a
quantificacdo direta das EROS. Assim, a maioria dos estudos sobre a geracdo de EROS em
resposta ao exercicio avalia, principalmente, a presenca/modificacdo de marcadores de dano
oxidativo as principais biomoléculas, ou modificacdo na concentracdo/atividade de
antioxidantes. Existem, portanto, diversos estudos que demonstram o aumento da peroxidacao
lipidica (Kanter et al., 1988; Ashton et al., 1998), do dano oxidativo a proteinas (Alessio et
al., 2000) e ao DNA (Niess et al., 1996; Poulsen; Loft; Vistisen, 1996) em resposta ao
exercicio que evidenciam o aumento da producdo de EROS durante o exercicio. Estes estudos
indicam que diversos fatores determinam a magnitude do efeito do exercicio no estado redox,
como a intensidade, o tipo e a duragdo do exercicio, bem como o condicionamento fisico dos

individuos.

Em relacdo a intensidade do exercicio, por exemplo, Takahashi et al., (2012)
submeteram 8 homens ndo treinados a um protocolo de ciclismo, composto por 3 sessdes de
20 minutos cada, realizadas com intervalo de 1 semana. A primeira sessdo, de baixa
intensidade, foi realizada a 70% do limiar anaerdbico, a segunda sessdo foi de moderada
intensidade (100% do limiar anaerodbico) e a ultima sess&o, de alta intensidade, foi realizada a
130% do limiar anaerébico. Amostras de sangue foram coletadas antes, imediatamente e 30
minutos apds cada sessdo de exercicio. Os autores observaram alteracdes no estado redox
apenas apOs o exercicio de alta intensidade, que foi caracterizado pelo aumento da
concentracdo plasmatica de metabodlitos derivados de ROS e da capacidade antioxidante total

do plasma, avaliada por equivalentes de Trolox (TEAC).

A associacdo entre o tempo de duracdo do exercicio e o desequilibrio redox foi
descrita no estudo de (BLOOMER et al., 2007). Oito homens, que realizavam exercicio
aerobico em média de 10 horas por semana, submeteram-se a uma sessao de ciclismo a 70%
do VO;max com diferentes tempos de duracdo (30, 60 e 120 minutos). Os autores
encontraram aumento da concentracdo plasmatica de proteina carbonilica imediatamente apos

0 exercicio de 120 minutos de duragdo comparado com o exercicio de 30 e 60 minutos.

O efeito do condicionamento fisico sobre o desequilibrio redox induzido pelo
exercicio foi investigado por (FALONE et al., 2010). No seu estudo o equilibrio redox foi
comparado entre homens nédo treinados e treinados submetidos a um teste progressivo
maximo na esteira. Os autores observaram diminuicdo da capacidade antioxidante total sérica

nos ndo treinados ap6s o exercicio, mas nos treinados ndo houve alteracdo depois do
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exercicio. Além disso, individuos treinados apresentaram independente do exercicio maximo,

maior capacidade antioxidante total sérica comparado aos ndo treinados.

Resultados semelhantes foram descritos por Farney et al., (2012), que avaliaram
marcadores de desequilibrio redox no sangue de individuos treinados apos diferentes sessoes
de exercicio de variada duracdo e intensidade (60 minutos de exercicio a 70% da frequéncia
cardiaca de reserva; 5 sprints de 60 segundos a 100% da poténcia maxima; 10 sprints de 15
segundos a 200% da poténcia maxima). Nenhuma diferenca foi observada na concentracdo de
MDA, producdo de H,O, e oxidagdo de proteinas ap6s ou entre as diferentes sessdes de
exercicio. Estes estudos sugerem que individuos treinados e/ou fisicamente ativos tém uma
atenuada producdo de espécies reativas em resposta ao exercicio ou uma resposta mais

eficiente do sistema antioxidante ao estimulo do exercicio.

2.3 O papel das EROS produzidas durante o exercicio — adaptacdes ao treinamento

Embora o exercicio agudo promova aumento na producdo de EROS, o que pode levar
a uma condicdo de desequilibrio redox, é sabido que a participacdo em programas de
exercicio regular esta associada ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes
(Steinberg; Delliaux; Jammes, 2006), o que pode fornecer protecdo contra aumento da
geracdo de ERQOS, e assim manter o equilibrio redox (BLOOMER, 2008).

Neste sentido, o efeito do treinamento aerdbico sobre os parametros do estado redox
foi analisado por Miyazaki et al., (2001) que relataram aumento da atividade da superdxido
dismutase e diminuicdo do TBARS ap6s o treinamento. O protocolo de treinamento
investigado foi composto por 12 semanas de treinamento, 5 dias por semana, com duracdo de
60 minutos diarios a 80% da frequéncia cardiaca maxima. Estes achados indicam que o
treinamento promoveu aumento da atividade das enzimas antioxidantes dos eritrcitos, que
foi acompanhado por uma reducdo na peroxidacao lipidica nos eritrocitos apos o treinamento.
Também, Elosua et al., (2003) demonstraram aumento da atividade da SOD dos eritrocitos

ap0os um programa de treinamento aerdbico de 16 semanas.

Ainda neste contexto, Bloomer et al., (2007) comparam as concentragdes plasmaticas

basais dos marcadores de desequilibrio redox, MDA e proteina carbonilica, entre individuos
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jovens treinados e ndo treinados. Os autores demonstraram que individuos treinados
apresentaram menores concentracdes plasmaticas basais destes marcadores em relacdo aos
individuos ndo treinados. Os resultados observados estdo de acordo com a melhora do sistema
de defesa antioxidante promovida pelo treinamento. Ou seja, em resposta a repetidos
aumentos na producdo de EROS através do exercicio agudo, o organismo se adapta, para
atenuar os efeitos do desequilibrio redox.

2.4 O treinamento intervalado de alta intensidade

O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, high intensity interval training) é
caracterizado por breves e repetidas sessdes de exercicio intenso (préximo a 100% da
capacidade maxima do individuo), intercaladas por periodos de repouso ou exercicio de baixa
intensidade (GIBALA; MCGEE, 2008; GILLEN; GIBALA, 2014). Recentes investigacdes
demonstram que esta modalidade de treinamento desencadeia adaptacdes musculares e
vasculares similares aquelas observadas em resposta ao treinamento de endurance (GIBALA
et al., 2006; BURGOMASTER; HEIGENHAUSER; GIBALA, 2006; BURGOMASTER et
al., 2008; RAKOBOWCHUK et al., 2008).

Entre as adaptacbes desencadeadas pelo HIIT encontram-se o estimulo a biogénese
mitocondrial e a atividade de enzimas oxidativas (Gibala et al., 2006; Gibala; Mcgee, 2008;
Little et al., 2010), a melhora da rigidez arterial periférica, aumento da expressdo de
(transportador de glicose 4) GLUT-4, aumento da sensibilidade a insulina
(RAKOBOWCHUK et al., 2008, LITTLE et al., 2010). Por promover adaptacdes semelhantes
ao treinamento de endurance, porém com menor volume treinamento, o HIIT tem
recentemente ganhado popularidade como uma intervengdo tempo-eficiente para melhora do
condicionamento aerobico em poucas sessdes de treinamento (BURGOMASTER et al., 2005,
BURGOMASTER; HEIGENHAUSER; GIBALA, 2006; LITTLE et al., 2010). Importante
salientar que o HIIT, por ser de baixo volume, ou seja, as sessdes de exercicio duram menos
de 30 minutos (Gillen; Gibala, 2014), representa uma alternativa ao treinamento de
endurance, para melhorar a satde e diminuir o risco de doengas cronicas, uma vez que, a falta
de tempo para a pratica regular de exercicios fisicos é a barreira mais citada pela populacao
em geral (GODIN et al., 1994; TROST et al., 2002). Considerando que a progressdo das
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doencas cardiovasculares é atenuada pelo treinamento fisico regular, especialmente o
treinamento de endurance, e que o sedentarismo é o principal fator de risco modificavel para
doencas cardiovasculares pelo treinamento (Celermajer et al., 1994; Suwaidi et al., 2000), o
HIIT pode ser uma opg¢édo para promog¢do de saude, por estimular maior aderéncia a pratica

regular de exercicio fisico.

Bartlett et al., (2011) quantificaram a satisfacdo percebida durante o exercicio através
da escala de satisfacdo da atividade fisica e observaram que a percep¢do de satisfacdo dos
individuos com HIIT foi maior comparado ao exercicio continuo, apesar da percepcdo de
esforco ser maior no HIIT. Em seu estudo, 8 homens ativos recreacionalmente foram
avaliados em 2 sessbes de exercicio, ambas realizadas na esteira. Uma foi composta por
corrida a 70% do VO,max durante 50 minutos. A outra foi constituida por HIIT, sendo 6
estimulos de 3 minutos, a 90% do VO,max, intercalados com 3 minutos de recuperagdo ativa
a 50% do VO,;max. Portanto, a maior satisfacdo observada com o HIIT pode proporcionar

maior aderéncia ao treinamento.

Embora o HIIT ofereca uma alternativa de treinamento de baixo volume, as sessfes de
treinamento séo de alta intensidade, e podem, portanto, implicar em um quadro agudo de
desequilibrio redox. Porém, como ja demonstrado, desequilibrio redox induzido pelas sessdes
aguda de exercicio atuam como estimulo para desencadear adaptacfes no sistema de defesa
antioxidante. Assim, este trabalho investigou os efeitos agudo e cronico do treinamento

intervalado de alta intensidade em homens jovens néo treinados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos agudo e cronico do exercicio intervalado de alta intensidade sobre

parametros do equilibrio redox sanguineo de homens nao treinados.

3.2 Objetivos especificos

Investigar o efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade (HIIE)

sobre parametros do equilibrio redox sanguineo, a saber:

- avaliar o efeito do HIIE sobre a concentracdo plasmatica de TBARS e a capacidade

antioxidante total do plasma;

- avaliar o efeito do HIIE sobre a concentracdo de TBARS e a atividade das enzimas

antioxidantes superoxido dismutase e catalase nos eritrocitos.

Investigar o efeito do treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) sobre

parametros do equilibrio redox sanguineo, a saber:

- avaliar o efeito do HIIT sobre a concentracdo plasmatica de TBARS e a capacidade
antioxidante total do plasma;

- avaliar o efeito do HIIT sobre a concentracdo de TBARS e a atividade das enzimas

antioxidantes superdxido dismutase e catalase nos eritrdcitos.
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Este estudo foi dividido em duas etapas de exercicios experimentais. Na primeira delas

foi avaliado o efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade (HIIE) sobre o

estado redox sanguineo de individuos nédo treinados, onde as variaveis de interesse foram

analisadas antes (pre-ex) e imediatamente apds (pds-ex) o exercicio. Na segunda etapa, 0s

individuos foram submetidos a um programa de 4 semanas de treinamento intervalado de alta

intensidade (HIIT), para avaliar o efeito desta modalidade de treinamento no estado redox

sanguineo, e as varidveis de interesse foram analisadas antes (pré-treino) e apds (p6s-treino) o

periodo de treinamento. Previamente aos protocolos experimentais, os voluntarios foram

submetidos a avaliacBes preliminares para caracterizacdo da amostra e determinacdo de

parametros necessarios a conducao dos experimentos. O delineamento adotado no estudo esta

ilustrado na figura 2, cujo detalhamento € apresentado nas sessdes que seguem.

12 etapa
exercicio intervalado de
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Figura 2 — Etapas do estudo.
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4.1 Voluntérios e aspectos éticos

Foram selecionados para participar do estudo homens com idade entre 18 e 35 anos,
eutréficos, ndo treinados ou fisicamente ativos, com VO,max < 50 (mL/kg/min), que ndo
estavam engajados em atividade recreacional ou esportiva com frequéncia minima de 3 vezes
por semana, nos 3 meses anteriores ao inicio do projeto. Para participar do estudo os
voluntarios deveriam ainda apresentar desempenho no teste em cicloergbmetro de intensidade
autorregulada de 15km entre 35 e 45 minutos. Os voluntarios selecionados ndo estavam
fazendo uso de medicamentos ou suplementos alimentares, incluindo suplementos com
funcdo antioxidante, durante o periodo do estudo, e ndo apresentaram risco para realizacao de
atividade fisica, de acordo com os questionarios de Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q)
(Anexo A) (Canada’s physical activity guide to healthy active living, 2007) e de Risco
Coronariano (Anexo B) (American college of sports medicine (ACSM), 2009). Para avaliagdo
do risco coronariano os valores de colesterol total e glicemia de jejum dos voluntéarios foram

determinados por exames laboratoriais.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM) e esta registrado na Plataforma Brasil sob o
nimero CAAE 19214013.1.0000.5108.

4.2 Avaliac0es fisicas e fisioldgicas dos voluntarios

4.2.1 Avaliacédo antropométrica

Na primeira visita ao laboratorio, a massa, estatura e composicdo corporal dos
voluntarios foram determinadas. A massa e a estatura corporal foram avaliadas em balanca
analogica com estadidmetro acoplado (Welmy, modelo 110, Brasil). Essas medidas foram
empregadas no calculo do indice de massa corporal (IMC) por divisdo da massa corporal (kg)

pelo quadrado da estatura (m?).
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Para a avaliacdo da composicdo corporal foi utilizada a absorciometria radioldgica de
dupla energia (DXA, DPX, Lunar Radiation Corporation, Madison, Wisconsin, USA). Para
essa analise, os voluntarios foram posicionados na area de escaneamento do equipamento, de
modo que a linha sagital demarcada nessa area passasse sob o centro de alguns pontos
anatdbmicos como crénio, coluna vertebral, pélvis e pernas. Os sujeitos foram avaliados
trajando roupas leves, sem o0 uso de qualquer objeto de metal que pudesse interferir nas

medidas.

4.2.2 Determinacdo do consumo méximo de oxigénio e da poténcia maxima

Para determinagdo do consumo maximo de oxigénio (VO,max) os voluntarios foram
submetidos a um teste de esforco méaximo, utilizando o protocolo de rampa, em
cicloergdbmetro (ldeal, MMX, Brasil), de acordo com Whipp et al., (1981). Esse teste foi
realizado 48h apds um teste de familiarizacdo semelhante ao descrito neste topico e conduzido
no mesmo dia da avaliacdo antropomeétrica. O teste foi realizado em camara ambiental, com
temperatura seca de 22°C e umidade relativa do ar de 60%. Antes do teste, os voluntarios
permaneceram em repouso por 20 minutos, em decubito dorsal, na camara ambiental. Em

seguida, foi aferida a pressao arterial e os voluntarios foram conduzidos ao cicloergdmetro.

Para a conducdo do protocolo de rampa, primeiramente foi estimada a poténcia
maxima dos voluntarios pelo Veterans Specific Activity Questionnaire (VSAQ). O VSAQ
apresenta uma lista de atividades com aumento progressivo de intensidade em termos de
equivalentes metabdlicos (MET). Os voluntarios foram instruidos a determinar no
questionario a primeira atividade que poderia causar fadiga ou falta de ar que levaria a
interrupcdo do exercicio apés 5 a 10 minutos. A partir do MET, conforme equacdo 9,
derivados do VSAQ, e levando-se em conta a idade dos voluntarios, foi utilizado um
nomograma (MYERS et al., 1994) para determinar a capacidade méaxima de trabalho

individual dos voluntarios:

METs =4,7 + 0,97 (VSAQ) — 0,06 (idade) (equacéo 9)
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Posteriormente, foi predita a capacidade méaxima para o exercicio a partir da equacao
10 que segue: (MYERS,1996)

Capacidade de trabalho (watts): (METs - 1) x massa corporal (kg) / 3,486

(equacéo 10)

O protocolo de rampa consistiu inicialmente de dois minutos de preparacdo a 50
rotagdes por minuto (rpm) e 25 Watts de poténcia. Em seguida, a partir dos dados obtidos da
capacidade de trabalho, os incrementos de carga ocorreram a cada 60 segundos, de tal forma
que a fadiga ocorresse entre o oitavo e décimo segundo minutos de teste (YOON; KRAVITZ;
ROBERGS, 2007). Durante o teste, os voluntarios receberam estimulos verbais padronizados
dos avaliadores para que permanecessem em atividade até o limite maximo percebido. Todos
os testes foram finalizados a pedido dos voluntérios (fadiga voluntaria). No momento da

fadiga, a carga foi retirada e os voluntarios continuaram a pedalar por 2 minutos a 25 watts.

A frequéncia cardiaca (FC) foi registrada a cada 5 segundos, durante todo o teste,
usando um monitor de frequéncia cardiaca Polar® RS800cx (Polar Electo Oy, Kempele,
Finlandia). A escala de Borg (1998) foi utilizada, a cada minuto do teste, para determinar a
percepcéo subjetiva do esforco (PSE).

O teste foi considerado maximo quando os seguintes critérios foram observados: FC
maxima > 95% da maxima prevista para a idade e percepcdo subjetiva do esforgo entre 18 e
20 (YOON; KRAVITZ; ROBERGS, 2007).

Utilizou-se a equacdo 11 (ACSM, 2009), para calcular de forma indireta 0 consumo

maximo de oxigénio dos voluntarios:

VO, = 1.8 x [taxa de trabalho (kg/m)] / massa corporal (kg) + 7 (equagéo 11)

Além disso, determinou-se a poténcia maxima atingida no teste, como a poténcia

desenvolvida no ultimo estagio completo do protocolo. Duas horas antes da realizagcdo do
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teste, os voluntérios foram instruidos a ingerir uma dieta rica em carboidrato, de acordo com
uma lista de alimentos (Apéndice A), elaborada pela Prof.? Elizabeth Adriana Esteves

(informacéo verbal)®.

Tambeém foi requerido aos voluntarios evitarem a pratica de atividade fisica
extenuante e ndo ingerir cafeina, alcool e diuréticos 24 horas antes do teste. Os voluntarios
foram questionados sobre o cumprimento dessas orientagdes antes do teste. Para garantir o
estado de hidratacdo inicial, os voluntarios foram orientados a ingerir 500 mL de &gua duas
horas antes do inicio do teste (ACSM, 2007). A gravidade especifica da urina, medida através
de um refratdmetro (Biobrix®, modelo 301, Brasil), foi utilizada para a caracterizagdo do
estado de hidratacdo. Os individuos foram considerados eu-hidratados quando a gravidade
especifica da urina estava menor que 1020 (Armstrong, 2000). Nas situacdes que a gravidade
especifica da urina foi maior que 1020 foi oferecido ao individuo 5 mL de agua por quilo de

massa corporal (ACSM, 2007) e aguardado 30 minutos para iniciar o teste.

4.2.3 Teste em cicloergdmetro de intensidade autorregulada de 15 km

Para avaliar o desempenho aerdbico, os voluntarios realizaram um teste de 15km, em
cicloergdbmetro, a 50% da poténcia maxima alcancada no teste de VO,max. O desempenho
dos voluntérios foi avaliado 48 horas ap6s a determinacdo do consumo maximo de oxigénio e
poténcia méxima e no minimo 48 horas antes desta avaliacdo, os voluntarios passaram por
uma sessdo de familiarizacdo, a fim de assegurar um desempenho adequado. Os individuos
foram instruidos a realizar o teste no menor tempo possivel. Durante o teste, realizado em
camara ambiental, a 21°C e 60% de umidade relativa, foi permitido ao voluntario o controle
da velocidade do cicloergdbmetro, mas nenhuma informacéo foi disponibilizada em relacéo a
velocidade desenvolvida ou sobre a duracdo do mesmo. A cada 3 km, os voluntarios foram

informados sobre a distancia percorrida, através de uma placa indicativa.

! Lista de alimentos elaborada pela Prof.2 Elizabeth Adriana Esteves na UFVJM, em janeiro de 2013.
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4.3 Exercicios experimentais

4.3.1 Sessdo aguda de exercicio intervalado de alta intensidade

Ap0s os procedimentos anteriormente descritos, decorrido um intervalo minimo de 10
dias, os voluntarios (n = 17) realizaram uma sessdo de exercicio intervalado de alta

intensidade (HIIE, do inglés high intensity interval exercise).

No dia anterior ao teste, os voluntarios receberam orientacdes pré-teste, que foram as
mesmas descritas na sessdo 4.2.2. Ao se apresentarem para a sessdo aguda, 0s voluntarios
foram questionados sobre o cumprimento das orientacfes e seu estado de hidratacdo foi

avaliado pela gravidade especifica da urina, como previamente descrito.

Apds 10 minutos de repouso sentado, os voluntarios realizaram uma sessdo de HIIE,
em cicloergbmetro (Moviment, BM 2800 PRO, Brasil), que foi composta por 8 estimulos de
60 segundos a 90% da poténcia méaxima, intercalados por 75 segundos de recuperacdo ativa a
30 Watts, conforme ilustrado na figura 3. No inicio e ao final da sessdo de HIIE, os
voluntarios pedalaram por 2 minutos, a 30 Watts, como atividade preparatoria e para

recuperacao ativa, respectivamente.

A frequéncia cardiaca foi registrada a cada um minuto durante os 10 minutos de
repouso e ao final de cada estimulo durante a sessdo de HIIE. Também, a temperatura e a
umidade relativa do ar foram registradas a cada 10 minutos, utilizando um termoémetro de
ambiente (Alfa Mare, AM-208).
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Figura 3. llustracdo do comportamento da poténcia e nimero de estimulos durante uma sessao de HIIE.
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Antes (pré-ex) e imediatamente (pds-ex) apds o exercicio amostras de sangue
(aproximadamente 8 mL) foram coletadas, da veia antecubital, em tubos contendo K3 EDTA
(Shandong Weigao Group Medical Polymer, Republica Popular da China) para analise de

parametros do estado redox eritrocitario e plasmatico.

Imediatamente apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 1000 x g (Thermo Electron
Led GMBH D37520, Alemanha), por 10 minutos, a temperatura ambiente. O plasma e os
eritrécitos, apos remocao do buff de leucdcitos, foram rapidamente recolhidos e armazenados

no freezer -80 °C para posterior analise.

4.3.2 Treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)

Apobs a primeira sessdo de HIIE, os voluntarios (n = 9) se submeteram a um
programa de HIIT, realizado em cicloergdmetro (Moviment, BM 2800 PRO, Brasil) durante 4
semanas, 3 vezes por semana, totalizando 12 sessdes de treinamento (incluindo a sesséo de
HIIE). A progressao do treinamento € apresentada na Tabela 1. Cada sessdo consistiu em um
namero de estimulos (8 a 13), de 60 segundos de duracdo cada, realizados a um determinado
percentual da poténcia maxima (90 a 110%), intercalados por 75 segundos de recuperacdo
ativa, a 30 Watts. No inicio e ao final de cada sessdo os voluntarios pedalaram por 2 minutos,
a 30 watts, como atividade preparatoria e para recuperagdo ativa, respectivamente. Durante as

sessdes de treinamento a FC foi registrada ao final de cada estimulo.

O treinamento ocorreu em horario de escolha dos voluntarios, em 2 turnos: manha
(8h) ou noite (18h). Durante todas as sessdes a temperatura e a umidade relativa do ar foram
registradas, utilizando um termdmetro de ambiente (Alfa Mare, AM-208).

Amostras de sangue (aproximadamente 8 mL) foram coletadas e processadas como
descrito anteriormente (item 4.3.1) antes (pré-treino) e 48 horas apds a reavaliagdo do
desempenho (po6s-treino) para analise de parametros do equilibrio redox plasmatico e nos

eritrocitos.
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Tabela 1 - Protocolo de Treinamento

Intensidade
Sessdo N° de estimulos
(% da poténcia maxima)
1 8 90
2 8 100
3 9 100
4 9 100
5 10 100
6 10 100
7 11 100
8 11 100
9 12 100
10 12 110
11 13 110
12 13 110

Ao final do treinamento, no curso de 3 dias, 0s voluntarios foram reavaliados quanto
as variaveis antropométricas, VO,max e desempenho aerdébico. O teste foi repetido nas

mesmas condi¢Ges da avaliacdo inicial, descritas nos itens 4.2.1, 4.2.2 ¢ 4.2.3.

4.4 Analise dos parametros do estado redox plasmatico

Para avaliar o estado redox plasmatico foi determinada a concentragdo de TBARS e a
capacidade antioxidante total do plasma, nas amostras coletadas antes e ap0s 0s exercicios

experimentais descritos nos itens 4.3.1 e 4.3.2.
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4.4.1 Medida da concentracdo plasmatica de TBARS

A reacdo do 4&cido tiobarbitdrico com o malondialdeido, principal produto da
peroxidacgdo lipidica, foi utilizada para determinar a concentracdo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo com o método descrito por descrito por Ohkawa;
Ohishi; Yagi, (1979), modificado segundo Uchiyama; Mihara, (1978). Aliquotas de plasma
(0,4 mL) foram adicionadas em 1000 pL de &acido acético 2,5M (pH 3,4) e a 250 pL é&cido
tiobarbitdrico 0,8%. Esta mistura foi incubada por 90 minutos a 95 °C. Ap0s resfriamento
foram acrescidos 2,2 mL de n-butanol e a mistura foi homogeneizada no voértex por 30
segundos e depois centrifugada (Thermo Electron Led GMBH D37520, Alemanha) a 450 x g

por 10 minutos.

A fase em butanol foi analisada, em duplicata, no leitor de microplacas
(SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA) a 532 nm. A concentracdo de TBARS,
expressa em nmol de MDA/mg proteina, foi determinada a partir da curva padrdo de

concentracdes conhecidas de malondialdeido (1,1,3,3-tetramethoxypropane) (Sigma, USA).

4.4.2 Medida da capacidade antioxidante total plasmatica

O ensaio da capacidade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro (FRAP) foi
realizado de acordo com Benzie e Strain (1996). A capacidade de reducdo do complexo da
forma férrica Fe**-TPTZ (ferri-tripiridiltriazina) para a ferrosa Fe?*-TPTZ (ferroso-
tripiridiltriazina) dos antioxidantes plasmaticos, em pH acido, define seu poder antioxidante.
Para a confeccdo do reagente FRAP, 25 mL de tampéo acetato de sodio (0,3 M, pH 3,6) foram
acrescentados a 2,5 mL de TPTZ (10 mM) e depois misturado a 2,5 mL de FeCl3.H,O (20
mM). A uma aliquota de 528 L do reagente FRAP foi adicionado 42 pL de 4gua deionizada
e a 30 pL de plasma. Essa mistura foi homogeneizada e incubada no escuro, a 37 °C por 30
minutos. Depois de resfriada por 10 minutos, as amostras foram analisadas, em duplicata, em
leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA), a 593 nm. A

capacidade antioxidante total do plasma foi expressa em equivalentes de Fe?* determinada a
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partir da curva padréo de concentragdes conhecidas de FeSO, e normalizada pela quantidade
de proteina na amostra, resultados expressos como g FeSO4/mg de proteina (Codex Erba).

4.5 Andlise dos parametros do estado redox eritrocitario

Para avaliar o equilibrio redox dos eritrocitos foi determinada a concentracdo de
TBARS e a atividade das enzimas SOD e CAT, nas amostras coletadas antes e apds 0s
exercicios experimentais descritos nos itens 4.3.1 e 4.3.2.

4.5.1 Preparo do lisado eritrocitario

O lisado eritrocitario foi preparado como descrito por Glass e Gershon (1981). Para
tal, 450 pL (1,5 vezes o volume de eritrécitos) de tampéo fosfato de potéssio (5 mM, pH 7,0)
foram adicionados a 300 pL de eritrocitos. A suspenséo foi congelada e descongelada 3 vezes,
e na sequéncia centrifugada (Thermo Electron Led GMBH D37520, Alemanha) a 12.000 x g,
por 30 minutos, a temperatura ambiente. Logo apds, a 340 uL do sobrenadante do lisado
eritrocitario foram acrescentados 425 pL (1,25 vezes o volume de sobrenadante) de
cloroférmio e etanol gelados e 600 pL (2 vezes o volume do sobrenadante) de tampéo fosfato
de potassio (5 mM, pH 7,0). Essa mistura foi centrifugada (Thermo Electron Led GMBH
D37520, Alemanha) a 12.000 x g, por 30 minutos. O sobrenadante do lisado eritrocitario foi
utilizado para anélise da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase,

e para a de TBARS, conforme descrito nas proximas sessoes.

4.5.2 Medida da concentragdo de TBARS no lisado eritrocitario

Este procedimento foi realizado conforme descrito no item 4.4.1, excetuando a etapa
de extracdo de lipideos com n-butanol.
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4.5.3 Determinacéo da atividade da enzima superéxido dismutase

O ensaio para determinar a atividade da SOD, EC 1.15.1.1 foi realizado de acordo com
Srivastava et al., (2007). Resumidamente, foi adicionado 1mL de tamp&o fosfato de potéssio
(50mM, pH 7,8) contendo 1 mM de &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) a 0,05 mL do
lisado eritrocitario. A reacdo foi iniciada com a adicdo do pirogalol (0,2 mM). A leitura foi
realizada durante 4 minutos a 37°C no leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular
Devices, EUA), a 420 nm, em duplicata. A atividade da enzima, expressa em U/mg de
proteina, foi determinada a partir da capacidade da superoxido dismutase em inibir a

autoxidacéo do pirogalol, onde 1U é igual a 50% de inibicdo da autoxidacdo do pirogalol.

4.5.4 Determinacédo da atividade da enzima catalase

O ensaio da CAT, EC 1.11.1.6 foi realizado conforme o método de Nelson e Kiesov
(1972), com algumas modificacGes. Foram adicionados 2 mL de tampéo fosfato (50 mM, pH
7,0) em uma aliquota (0,1 mL) do lisado eritrocitario, e, em seguida, adicionado 0,06 mL de
substrato (H,O,, 3M). A leitura foi realizada durante 1 minuto a 25 °C em leitor de
microplaca a 240 nm (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA), em duplicata. A
atividade da catalase foi expressa em AE/min/mg de proteina, sendo que AE corresponde a

variacdo da atividade da enzima durante um minuto.

4.6 Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford,1976) utilizando-se a albumina de soro bovino (BSA) (1mg/mL) como padrdo. A
leitura foi realizada em leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA)
e os valores de proteina, em mg/mL, determinados pelo software Softmaxpro® (V5.4,
Molecular Devices, EUA).


http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/1.15.1.1
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4.7 Andlise estatistica

A estatistica descritiva utilizada nas variaveis estudadas foram: média, desvio padréo,
coeficiente de variacdo e valores maximos e minimos. Para anélise dos dados e confec¢do dos
gréaficos utilizou-se o software GraphPad Prism (versdo 5.00 para Mac OS X, GraphPad
Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para avaliar a normalidade dos dados. A avaliacdo dos efeitos agudo e crénico do
exercicio intervalado de alta intensidade sobre as variaveis dependentes foi realizada por teste
T pareado, exceto para a capacidade antioxidante total do plasma, que ndo apresentou
distribuicdo normal e foi, portanto, avaliada pelo teste de Wilcoxon. Foi utilizado nivel de

significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

Este estudo foi dividido em duas etapas experimentais. Na primeira etapa, que avaliou
o efeito agudo de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade sobre parametros de
equilibrio redox plasmaético e eritrocitario, participaram 17 homens, cujos dados referentes as
caracteristicas fisicas e fisioldgicas estdo apresentados na tabela 2. Os valores médios
referentes a temperatura e umidade relativa do ar obtidos durante a sessdao de HIIE foram,
respectivamente, 22,4 + 42°C e 45,5 £ 5,2%.

Os dados da tabela mostram que, de acordo com os critérios de inclusdo, 0s

voluntarios que participaram desta etapa do estudo, eram jovens, ndo treinados e eutroficos.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e fisiologicas dos voluntarios da sessao
aguda de HIIE.

Variaveis Media £ DP CV (%) Maximo Minimo
Idade (anos) 235+31 13,4 32,0 19,0
Massa corporal (kg) 68,7 £9,2 13,4 88,8 53,5
Estatura (cm) 1706 £7,0 4,1 181,0 153,0
Gordura corporal (%) 235+5.2 22,3 31,3 13,9
IMC (kg/m?) 234+21 9,0 27,1 19,6
VO,max (mL/kg/min) 38,3+5,1 13,4 50,34 29,4
Poténcia (Watts) 257,5+59,8 23,2 387,9 178,3
Glicose (mg/dl) 87,0+8,16 9,38 101,0 70,0
Colesterol total (mg/dl) 184,2 £ 39,1 21,2 266,0 131,0

DP = desvio padrdo, CV = coeficiente de variagdo, n=17.
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Na tabela 3, estdo apresentados os dados do efeito de HIIE sobre o equilibrio redox
plasmatico. Neste compartimento foram avaliados a concentragdo plasmatica de substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico, indicador de peroxidacdo lipidica, e de equivalentes de Fe?*,
indicador da capacidade antioxidante total do plasma. Nao foi observada diferenca
significativa na concentragdo plasmatica de TBARS, apds o exercicio. J& a capacidade
antioxidante total do plasma foi significativamente menor imediatamente apds o exercicio.
Estes resultados demonstram que apesar da reducdo da capacidade antioxidante plasmatica em

resposta ao HIIE, essa alteracdo nao ocasionou aumento da peroxidacéo lipidica no plasma.

Tabela 3. Efeito agudo do exercicio intervalado de alta intensidade sobre o
estado redox plasmatico.

Preé-ex Pos-ex P
TBARS
22+04 2,1+0,3 0,29
(-1-log [MDA])
Equivalentes de Fe?*
28+15 2,2+0,9*% 0,05

(1g FeSO4/mg proteina)

Dados expressos em média + desvio padrdo. Pré-ex = antes da sessdo de HIIE, pds-ex = imediatamente apds a
sessdo de HIIE. [MDA] = concentracdo de MDA (malondialdeido), expressa em nmol/mg de proteina.
*Significativamente diferente comparado pos versus pré-exercicio, Teste de Wilcoxon.

Os dados relativos ao efeito de uma sessdo de HIIE sobre o estado redox dos
eritrocitos estdo ilustrados na figura 4. A concentracdo de TBARS no lisado eritrocitario
imediatamente ap6s o exercicio (1,64 + 0,76 nmol de MDA/mg de proteina) foi
significativamente menor (p=0,03), quando comparado com valores pré-exercicio (2,59 +
1,40 nmol de MDA/mg de proteina) (fig. 4A). De maneira oposta, a atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase, no lisado eritrocitario, foi significativamente maior
(p=0,04) imediatamente ap06s o exercicio (2,33 £ 0,71 versus 1,73 £ 0,70 U/mg de proteina,
pos versus pré exercicio) (fig. 4B). Nao foi observada diferenca na atividade da enzima
antioxidante catalase ap6s o exercicio (fig. 4C). A partir da analise destes dados, verifica-se
alteracdo do estado redox dos eritrocitos em resposta a uma Unica sessdo de exercicio

intervalado de alta intensidade.
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Figura 4. Efeito agudo do exercicio intervalado de alta intensidade sobre o estado redox nos eritrdcitos (n=17).
Em (A), concentragdo de TBARS, em (B) atividade da enzima superoxido dismutase e em (C), atividade da
enzima catalase no lisado eritrocitario. Dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Pré-ex = antes da
sessdo de HIIE, pds-ex = imediatamente ap6s a sessdo de HIIE. *p<0,05, pds versus pré-exercicio, Teste t
pareado.

Na segunda etapa deste estudo, 9 dos 17 voluntérios que participaram da sessdo aguda
de HIIE, passaram por um programa de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT),
afim de avaliar se esta modalidade de treinamento modularia o estado redox sanguineo. Os
dados referentes as caracteristicas fisicas e fisiologicas dos voluntarios que participaram desta
segunda etapa do estudo estdo apresentadas na tabela 4. Estes dados mostram que o0s
voluntarios da segunda etapa atenderam aos critérios de inclusdo do estudo (jovens, ndo

treinados e eutroficos), semelhante ao grupo da primeira etapa.

Na tabela 5 estdo apresentados os dados do efeito do treinamento sobre as variaveis do
desempenho fisico, frequéncia cardiaca (FC) e consumo méaximo de oxigénio estimado. Em
relacdo ao desempenho aerobico, os resultados mostram reducdo significativa (p<0,05) no
tempo despendido para pedalar 15 km, indicando dessa forma, melhora no desempenho
aerobico dos voluntarios em resposta ao HIIT. De forma semelhante, o HIIT promoveu uma
diminuigdo significativa (p<0,05) da FC apds o treinamento, resultado que reflete uma

adaptacdo cardiovascular ao HIIT. A respeito do consumo maximo de oxigénio estimado, 0s



47

dados sdo relativos a 8 voluntarios, pois a reavaliacdo ap6s o treinamento de 1 dos 9
voluntérios foi realizada por outro avaliador o que interferiu na anlise dos dados. Dessa
maneira, 0 HIIT também produziu aumento no VO,max estimado ap0s o0 treinamento
(p<0,05) este achado indica melhora da capacidade aerdbica com o HIIT. Esses dados em
conjunto demostram 4 semanas de HIIT promoveram melhora do condicionamento fisico dos

voluntarios.

Tabela 4. Caracteristicas fisicas e fisiologicas dos voluntarios que
realizaram o treinamento intervalado de alta intensidade.

Variaveis Media £ DP CV (%) Maximo Minimo
Idade (anos) 22,1+23 10,2 26,0 19,0
Massa corporal (kg) 706+114 16,1 88,8 53,5
Estatura (cm) 1722 +7,2 4,2 181,0 162,0
Gordura corporal (%) 23,3+£5,0 21,4 30,5 16,2
IMC (kg/m?) 23,6 + 59,8 23,2 27,1 19,6
VO,max (mL/kg/min) 48,7+ 5,6 11,5 56,5 39,7
Desempenho aerébico 429+19 4,4 45,1 39,5
(minutos)

Glicose (mg/dl) 87,1+99 114 101,0 266,0
Colesterol total (mg/dl) 181,9 £ 46,9 25,8 70,0 131,0

DP = desvio padrdo, CV = coeficiente de variagdo, n=9.
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Tabela 5. Efeito cronico do exercicio intervalado de alta intensidade sobre o
desempenho fisico, consumo maximo de oxigénio estimado e frequéncia
cardiaca.

Pré-treino Pés-treino P
Desempenho aerobico (min) 429+19 38,7 £2,9*% 0,0002
FC ao final do estimulo 170,0+11,0 156,0 + 12,0* 0,02
(bpm)
VO,max (mL/kg/min) 48,7+5,6 51,2 +4,8* 0,048

Dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Pré-treino = antes do treinamento, pds-treino = ap6s o

treinamento. *p<0,05, pos versus pré-treinamento, Teste t pareado.

Os dados relativos ao efeito do treinamento sobre o equilibrio redox plasmatico estéo
mostrados na tabela 6. Houve uma tendéncia (p=0,06) a reducdo na concentracdo plasmatica
de TBARS no plasma ap6s o treinamento. Ja a capacidade antioxidante total do plasma,
determinada pelo método FRAP, foi significativamente maior (p<0,05) apds o HIIT. Estes
resultados demonstram que o treinamento intervalado de alta intensidade aumentou a

capacidade antioxidante total plasmatica.

Tabela 6. Efeito cronico do exercicio intervalado de alta intensidade sobre o
equilibrio redox plasmatico.

Pré-treino Pés-treino P
TBARS
2,3+0,3 21+0,1 0,06
(-1-log [MDAY])
Equivalentes de Fe?*
2,3+0,9 3,1+14* 0,008

(UFeSO4/mg proteina)

Dados expressos em media * desvio padrdo. Pré-treino = antes do treinamento, pds-treino = apds o treinamento
(5 dias ap6s a Ultima sessdo). [MDA] = concentracdo de MDA (malondialdeido), expressa em nmol/mg de
proteina. *Significativamente diferente comparado pés versus pré-treino, Teste de Wilcoxon.
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Os dados do efeito do treinamento intervalado de alta intensidade sobre o estado redox
no lisado eritrocitario estdo ilustrados na figura 5. A concentragdo de TBARS foi
significativamente menor (p=0,05) apds o treinamento (1,90 £ 0,92 nmolMDA/mg proteina)
comparado com o pré-treinamento (2,74 + 1,06 nmolMDA/mg proteina) (fig. 5A). De
maneira oposta a atividade da enzima antioxidante catalase foi significativamente maior
(p=0,03) apds o treinamento, comparado com antes do treinamento (0,11 + 0,04 versus 0,16 +
0,05 AE/min/mg proteina, pré versus pos-treino) (fig. 5C). Ja a atividade da enzima SOD (fig.
5B) ndo foi diferente apds o treinamento (1,98 £ 0,04 U/mg proteina), comparado com a
medida antes do inicio do treinamento (1,58 + 0,74 U/mg protéina). Semelhante ao que foi
observado no plasma, o treinamento intervalado de alta intensidade aumenta a capacidade

antioxidante dos eritrocitos e reduz a peroxidacéo lipidica neste compartimento sanguineo.
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Figura 5. Efeito do treinamento intervalado de alta intensidade sobre o estado redox nos eritrocitos (n=9). Em
(A), concentragdo de TBARS, em (B) atividade da enzima superdxido dismutase e em (C), atividade da enzima
catalase no lisado eritrocitario. Dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Pré-treino = antes do
treinamento, pos-treino = apds o treinamento (5 dias apds a ultima sessdo). *p<0,05, p6s versus pré-treino, Teste
t pareado.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos agudo e cronico de um programa de
treinamento intervalado de alta intensidade sobre os pardmetros do equilibrio redox
sanguineo. Em resposta a uma unica sessdo de HIIE (efeito agudo) foi observado reducéo da
capacidade antioxidante total do plasma, e da concentracdo de TBARS no lisado eritrocitario,
0 que foi acompanhado por aumento da atividade da enzima superoxido dismutase. Em longo
prazo, o HIIT promoveu aumento da capacidade antioxidante plasmética total e, nos
eritrécitos reducdo da concentracdo TBARS e aumento da atividade da enzima catalase.

Existem limitadas informacgdes a respeito do desequilibrio redox induzido pelo
exercicio intervalado de alta intensidade, tanto no sangue quanto em outros tecidos, apesar de
sua crescente popularidade, especialmente entre ndo atletas. Dois trabalhos recentes apontam
que, diferente dos achados deste estudo, agudamente, o exercicio intervalado de alta
intensidade esta associado ao aumento da peroxidacgdo lipidica e da capacidade antioxidante
total do plasma em homens ndo treinados. Davison, 2011 utilizou um protocolo de exercicio
baseado no teste de Wingate, no qual os voluntarios realizaram 4 sprints maximos de 30
segundos, em cicloergbmetro, contra uma resisténcia equivalente a 0,075 kg/kg de massa
corporal, intercalados com 4 minutos de recuperacdo ativa. O autor observou aumento da
concentracdo de TBARS e da capacidade antioxidante plasmatica total apds o exercicio. De
maneira semelhante, Bogdanis et al., (2013), que utilizaram o mesmo protocolo de exercicio
do estudo anteriormente citado, observaram aumento da concentracdo sérica de TBARS e da

capacidade antioxidante total, apds o exercicio, que se mantiveram elevados por até 48 horas.

Em ambos os trabalhos citados, a sessdo de exercicio foi baseada no teste de Wingate,
que foi, certamente, de maior intensidade quando comparado ao estudo aqui apresentado. No
trabalho de Davison, (2011), por exemplo, a poténcia média desenvolvida durante os sprints
foi de aproximadamente 500 Watts, muito superior a média de 246 Watts proposta para o
HIIE deste estudo. Esta maior intensidade pode ter proporcionado o aumento do TBARS apés
0 exercicio relatado nos estudos citados, considerando-se que a producdo de EROS é
proporcional a intensidade do exercicio (Quindry et al., 2003; Bloomer et al., 2007), apesar do

aumento da capacidade antioxidante plasmatica.
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As substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico, como o malondialdeido, tém sido
utilizadas como biomarcadores da peroxidacdo lipidica ha mais de 30 anos (Lykkesfeldt,
2007), entre outras razdes, devido a simplicidade e ao baixo custo do ensaio. Apesar disso, a
validade destes marcadores sempre recebeu muitas criticas, devido, principalmente, a baixa
especificidade do ensaio, pois 0 TBA pode reagir com outros aldeidos ndo relacionados a
peroxidacao lipidica, além de carboidratos e prostaglandinas (GUTTERIDGE; HALLIWELL,
1990). Além disso, a rapida depuracdo do TBARS do plasma (Jenkins, 2000; Groussard et al.,
2003) pode dificultar a obtencdo de medidas precisas de MDA. Portanto, é possivel que a
discordancia entre os resultados deste estudo e dos trabalhos citados decorra de limitagdes da
técnica empregada na avaliacdo da peroxidacdo lipidica.

Outros estudos, porém, assim como este trabalho, relataram reducdo da capacidade
antioxidante do plasma e a auséncia de aumento de peroxidacao lipidica apds exercicio de alta
intensidade, que ndo o exercicio intervalado. Falone et al., (2010), por exemplo, avaliaram a
capacidade antioxidante total sérica e a concentracdo de TBARS antes e apds um teste
progressivo maximo em individuos ndo treinados, e observaram reducdo da capacidade
antioxidante total, avaliado pelo TEAC (capacidade antioxidante em equilivante de Trolox),
apos o teste progressivo maximo de Bruce. A concentracdo plasmatica de MDA ndo foi

diferente apds o teste maximo.

Quindry et al.,, (2003) também reportaram reducdo da capacidade antioxidante
plasmatica apds um teste maximo. Individuos bem condicionados (VO, max = 51,2 + 6,7
ml/kg/min) realizaram o protocolo de Broeder em esteira, até a fadiga, com velocidade inicial
de 3,2 km/hora, que é aumentada a 0,8 km/hora a cada minuto, e inclinacéo inicial de 0%, que
é aumentada para 3%, 6% e 9% nos minutos 4, 6 e 8 do teste. A concentracdo plasmatica de
acido drico e de acido ascorbico foi menor imediatamente apds o exercicio, mas a

concentracdo sérica de MDA ndo foi alterada imediatamente, 1 ou 2 horas apds o exercicio.

O ensaio FRAP mede a reducdo de Fe*" a Fe®* por acdo de substancias antioxidantes
presentes no meio de reacdo. Segundo Benzie e Strain (1996), a atividade antioxidante do
acido urico é responsavel por 60% da capacidade antioxidante do plasma medida pelo FRAP,
e outros antioxidantes plasmaticos, como o acido ascorbico, a-tocoferol e proteinas
plasmaticas contribuem com 15, 5 e 10% para o FRAP, respectivamente. E possivel, portanto
que, a reducéo da capacidade antioxidante plasmatica total, observada no presente estudo, seja

decorrente da reducdo da concentracdo plasmatica de acido Urico e de acido ascorbico, como
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relatado por Quindry et al., (2003). A reduzida capacidade antioxidante plasmatica observada
neste, e no trabalho de Quindry et al., (2003), pode significar que 0s componentes
antioxidantes presentes no plasma foram utilizados na neutralizacdo de espécies reativas
geradas durante o exercicio, o que explicaria o ndo aumento da peroxidacao lipidica apos o
exercicio. Apesar de ndo ter sido observado aumento da peroxidacdo lipidica em resposta a
sessdo de HIIE, ndo se pode afirmar que outros componentes plasméticos, como as proteinas,

ndo tenham sofrido dano oxidativo em resposta a sessdo de exercicio proposta.

Os eritrocitos séo o tipo celular mais comum do sangue e a principal via de transporte
de oxigénio dos pulmdes para os tecidos corporais. Estas células sempre foram um importante
compartimento a ser estudado, em diversas situacdes, devido ao papel que desempenham em
varios processos metabdlicos e fisioldgicos. Além disso, estas sdo as células de mais facil
acesso em estudos com humanos, e 0 sangue é a amostra mais amplamente utilizada nos
estudos que avaliam ndo apenas o efeito do exercicio sobe pardmetros de estado redox
(Nikolaidis et al., 2007; Margonis et al., 2007), mas em diversos outros contextos. Além
disso, foi demonstrado que, dependendo do marcador utilizado, existe uma forte correlacdo
entre a modificacdo do estado redox observada no sangue e no musculo esquelético, em
resposta ao exercicio (VESKOUKIS et al., 2009).

A sessdo aguda de HIIE também modulou o estado redox dos eritrdcitos. Foi
observado, ap6s a sessdo de HIIE, maior atividade da superdxido dismutase, e menor
concentracdo de TBARS no lisado eritrocitario. Até o momento, nenhum estudo avaliou o
efeito agudo do exercicio intervalado de alta intensidade sobre a atividade das enzimas
antioxidantes nos eritrocitos. Apenas Bogdanis et al., (2013) avaliaram o efeito de uma sesséo
de HIIE sobre a atividade de enzimas antioxidantes, e observaram aumento da atividade sérica
da catalase logo ap6s o exercicio. Os autores ndo investigaram o efeito do HIIE sobre a
atividade da SOD.

Recentemente, Nikolaidis et al., (2012) relataram aumento da atividade da SOD dos
eritrocitos logo apos 45 minutos de corrida na esteira a 70-75% do VO,max. Como 0s
eritrocitos sdo incapazes de sintetizar proteinas, a mudanca aguda na atividade de enzimas
pode ser atribuida a modificagdes covalentes da proteina, a interagdes proteina-proteina, ou
com espécies reativas de oxigénio ou outras moléculas geradas durante o exercicio, que
possam mudar o estado redox da proteina. Quais e como fatores produzidos durante o

exercicio podem modular a atividade das enzimas antioxidantes ainda precisa ser investigado.
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A producdo de espécies reativas nos eritrocitos durante o exercicio ocorre em
consequéncia do aumento do transporte de oxigénio, para atender a maior demanda do
musculo em contracdo (DAVIES et al., 1982). A oxidacdo da hemoglobina produz anion
superdxido, que é transformado em peroxido de hidrogénio pela superoxido dismutase. Como
em outras células, a catalase e a glutationa peroxidase neutralizam o peréxido de hidrogénio,
catalisando sua conversdo em oxigénio e agua. A reducdo da peroxidacdo lipidica nos
eritrocitos apos o HIIE foi, inicialmente, um resultado inesperado, considerando o aumento da
demanda de oxigénio em funcdo do exercicio. Porém, outros estudos relatam reducdo na
peroxidacao lipidica em eritrocitos apds exercicio de alta intensidade, como Ajmani et al.,
(2003), que observaram reducdo de produtos fluorescentes da peroxidacao lipidica, resultante
da ligacdo cruzada do malondialdeido com os grupamentos amino da fosfatidilserina e

fosfatidiletanolamina, nos eritrdcitos, apos o teste de Bruce, um teste progressivo maximo.

Evidéncias indicam que a pratica habitual de atividades fisicas moderadas reduz a
incidéncia de doencas relacionadas ao desequilibrio redox e retarda o envelhecimento (JI;
GOMEZ-CABRERA; VINA, 2006, LAUKKANEN et al., 2009). Esta relagdo decorre,
possivelmente, das adaptagdes nos sistemas de defesa antioxidante induzidas pelo treinamento
fisico (KNEZ; COOMBES; JENKINS, 2006; RADAK; CHUNG; GOTO, 2008). Neste
contexto, diversos estudos tém demonstrado diferencas nos componentes de defesa
antioxidantes plasmaticos e nas enzimas antioxidantes eritrocitéarias de individuos treinados e
néo treinados (FIELDING; MEYDANI, 1997, URSO; CLARKSON, 2003; FALONE et al.,
2010).

Apesar dos multiplos beneficios a sadde decorrentes da pratica regular de atividades
fisicas (Holloszy; Booth, 1976; Holloszy; Coyle, 1984; Starritt; Angus; Hargreaves, 1999), a
falta de tempo e de motivacdo estdo entre os principais motivos alegados por individuos que
ndo conseguem estabelecer uma rotina de pratica de atividades fisicas (KORKIAKANGAS;
ALAHUHTA,; LAITINEN, 2009). Neste sentido, o HIIT tem se mostrado como uma
alternativa para o problema da reduzida disponibilidade de tempo para a préatica regular de
atividade fisica (GIBALA et al., 2012). Assim como ocorre em resposta aos programas de
treinamento de endurance de alto volume, o HIIT também promove aumento da capacidade
oxidativa do musculo esquelético e melhora da funcdo cardiovascular, apesar do menor
volume de treino e menor comprometimento de tempo (BURGOMASTER et al., 2008;
RAKOBOWCHUK et al., 2008). O protocolo de HIIT utilizado neste estudo promoveu

melhora do condicionamento aerdbico (aumento do VO,max) e do desempenho fisico
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(reducdo no tempo para completar o teste de 15km), como relatado por outros
(BURGOMASTER et al., 2005; LITTLE etal., 2010).

Assim, mudangas em marcadores de estado redox em resposta ao HIIT foram também
avaliados neste estudo. O principal achado do presente trabalho foi 0 aumento da capacidade
antioxidante plasmatica, e a reducdo da concentracdo de TBARS no lisado eritrocitario,

associado ao aumento da atividade da catalase apds o treinamento.

Bogdanis et al., (2013) publicaram um estudo no qual avaliou-se o efeito do HIT
sobre marcadores do estado redox plasméatico em homens ndo treinados. Os individuos
passaram por um programa de HIIT de 3 semanas (9 sessdes de treinamento), baseado no
teste de Wingate. Em resposta ao treinamento foi observado, assim, como no presente estudo,
aumento da capacidade antioxidante do plasma e reducdo na concentracdo plasmaética de
TBARS. Embora néo tenha sido encontrada diferenca significativa, houve uma tendéncia de
reducdo (p=0,06) no TBARS no plasma em resposta ao HIIT neste trabalho. Mais
recentemente, Vezzoli et al., (2014) também avaliaram o efeito de um programa de HIIT, de 8
semanas de duracdo (24 sessdes), sobre os marcadores plasmaticos de desequilibrio redox.
Assim como Bogdanis et al., (2013), a concentracdo plasmatica de TBARS foi reduzida pelo
treinamento, mas 0s autores ndo observaram alteracdo na capacidade antioxidante total, o que
pode ser atribuido as diferencas entre os protocolos de treinamento utilizados, e também as

metodologias de determinacdo dos parametros em estudo.

Até 0 momento, nenhum estudo avaliou o efeito do HIIT no estado redox eritrocitario.
Contudo, Miyazaki et al., (2001) avaliaram o efeito de um programa de treinamento de 12
semanas, que consistiu de 60 minutos de corrida, 5 vezes por semana, a 80% da frequéncia
cardiaca maxima, sobre marcadores de dano oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes
em eritrocitos. Como neste estudo, os autores observaram diminui¢do do TBARS no lisado
eritrocitario ap0s o treinamento, porém, o treinamento promoveu o aumento da atividade da

enzima antioxidante superdxido dismutase e ndo da catalase.

Segundo Watson; Macdonald-Wicks; Garg, (2005) o aumento da capacidade
antioxidante em individuos treinados pode ser resultado de uma mobilizagdo dos
antioxidantes dos tecidos para a circulacdo sisttmica. Neste contexto, a reducdo da
peroxidacdo lipidica aqui observada, em resposta ao HIIT, pode ser resultante de uma maior
mobilizacdo de antioxidantes, como indicado pelo aumento da capacidade antioxidante do

plasma. Ainda, considerando que a catalase parece ser a enzima mais importante na remocao
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de grandes quantidades de perdxido de hidrogénio nos eritrocitos (Mueller; Riedel; Stremmel,
1997), o aumento da atividade desta enzima, em resposta ao HIIT, pode ter também

contribuido para a reducédo dos niveis basais de peroxidacao lipidica nestas células.

Em resumo, as modificacdes do estado redox sanguineo alcangadas em curto prazo
com o programa de HIIT utilizado neste estudo podem ser consideradas uma resposta
benéfica adicional para a esta modalidade de treinamento, e neste contexto o HIIT pode ter
um papel terapéutico nas condicOes clinicas decorrentes ou associados a um quadro de
desequilibrio redox.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que uma sessdo aguda de exercicio
intervalado de alta intensidade ndo promoveu aumento da peroxidacao lipidica, apesar da
reducdo da capacidade antioxidante plasmatica. Além disso, o treinamento intervalado de alta
intensidade reduziu a peroxidacdo lipidica e aumentou a capacidade antioxidante sanguinea de

individuos ndo treinados.
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APENDICE A

Lista de alimentos padronizada para a realizacédo do desjejum 2 horas antes do teste.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

1 péo de sal, opcéo de substituicdo: 2 fatias de pao de forma

1 fatia de mucarela, opgéo de substituicéo: 1 fatia de queijo prato

3 torradas, opcao de substituicdo: 5 biscoitos cream cracker

3 colheres de geleia de fruta, opcao de substitui¢do: variar o sabor

1 copo duplo de suco de péssego, uva, manga, morango, abacaxi na quantidade de 240
ml

1 fatia grande de maméo, ou uma fatia de abacaxi ou uma banana
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ANEXO A

Questionario de Prontidao para Atividade Fisica (PAR-Q)

1 - Seu médico ja mencionou alguma vez que vocé tem uma condicdo cardiaca e que vocé s
deve realizar atividade fisica recomendada por um médico?

( )Sim ( )Nao
2 — Vocé sente dor no térax quando realiza atividade fisica?
( )Sim ( )Nao

3 — No més passado (ou num periodo recente), vocé teve dor toracica quando ndo estava
realizando atividade fisica?

( )Sim ( )Nao
4 —Vocé perdeu o equilibrio por causa de tontura ou alguma vez perdeu a consciéncia?
( )Sim ( )Nao

5 —Vocé tem algum problema 6sseo ou de articulacdo que poderia piorar em consequiéncia de
uma alteracdo em sua atividade fisica?

( )Sim ( )N&o

6 — Seu médico esta prescrevendo medicamentos (EX., pilulas) para sua pressao arterial ou
condicdo cardiaca?

( )Sim ( )Nao
7 — Vocé conhece alguma outra razdo que ndo o permita praticar atividade fisica?
( )Sim ( )Nao

Li entendi e completei este questionario. Todas as duvidas que tive foram respondidas
satisfatoriamente.

Data: / / Assinatura do responsavel:

Nome:

Assinatura:




Anexo B

Questionario para avaliacao do risco coronariano

Fatores de Risco Para Doenca Cardiovascular Aterosclerética (CVD)

Limiares para uso de Estratificacdo de Risco do ACSM (2009)

Fatores de Risco Critérios definindos Sim
positivos
Idade Homem >45 anos; Mulher >55 anos

Histdrico Familiar | Infarto do miocéardio, revasculariza¢do coronariana,
ou morte subita antes de 55 anos de idade em pai ou
outro parente de primeiro-grau masculino, ou antes
de 65 anos de idade em mée ou outra parente de
primeiro-grau feminino

Cigarros Fumados | Fumante de cigarro atual ou que deixaram dentro
dos 6 meses prévios ou exposi¢cdo a fumaca de
tabaco ambiental

Estilo de Vida N&o praticante de atividade fisica de intensidade

Sedentario moderada (40%-60%) de no minimo 30 min, pelo
menos trés dias da semana durante pelo menos trés
meses

Obesidade IMC >30 kg'm” ou circunferéncia da cintura >102

cm (40 polegadas) para homens >88 cm (35
polegadas) para mulheres

Hipertensdo Pressdo arterial sistélica >140 mm Hg e/ou
diastolica >90 mm Hg, confirmada por medidas em
duas situacbes separadas ou em uso de
medicamento anti-hipertensivo

Dislipidemia LDLI >130 mg-dL™” (3.37 mmol-L") ou HDL-C
<40 mg-dL? (1.04 mmol-L™) ou em medicamento
lipidio-redutor. Se colesterol de soro total ¢ >200
mg-dL™ (5.18 mmol-L™)
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Pré Diabetes Glicose de jejum aumentada (IFG) = glicose de
plasmatica de jejum =100 mg-dL™ (5.50 mmol-L™)
mas <126 mg-dL™ (6.93 mmol-L™?) ou tolerancia de
glicose (IGT) = 2 horas valores em teste de
tolerancia de glicose oral (OGTT) >140 mg-dL'1
(7.70 mmol- L) <200 mg-dL™ (11.00 mmol-L™?)
confirmado por medidas em pelo menos duas
ocasides separadas

Fator Negativo de Critérios definidos
Risco

Colesterol  HDL | >60 mg-dL™ (1.55 mmol-L™")
aumentado

Nota: é comum somar os fatores de risco na deciséo clinica. Se o HDL é aumentado subtraia
um fatores de risco na soma dos fatores de risco positivos, pois 0 HDL aumentado diminui o0s
riscos de doencas cardiovasculares. Opinibes profissionais podem variar no marcador ou
limiar mais apropriado para definir obesidade, sendo assim, profissionais da area de saude
devem usar o julgamento clinico quando avaliando os fatores de risco.

Data: / / Assinatura do responsavel:

Nome:

Assinatura:




