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“Inteligéncia é a capacidade de se adaptar a mudancga”.

Stephen Hawking



RESUMO

Introdugdo: A obesidade é uma desordem metabdlica complexa e multifatorial
caracterizada pelo acumulo de gordura corporal no tecido adiposo estando associada
a processo inflamatério celular e inducdo de estresse oxidativo. Sabe-se que o
exercicio fisico aumenta o gasto energético corporal, bem como promove um efeito
estimulador e reparador através da modulacdo das defesas antioxidantes endogenas.
Objetivo: Verificar os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico aerdbico (TFA)
sobre parametros de estresse oxidativo e sobre a atividade das enzimas antioxidantes
no sangue, figado e musculos de ratos expostos a dieta hiperlipidica. Materiais e
Métodos: A amostra foi composta por ratos machos Wistar (n total = 24), com dez
semanas de idade (250+50 g de massa corporal). Inicialmente, os animais receberam
dieta hiperlipidica (DHL) ou dieta normal (DN) durante 8 semanas. Posteriormente,
associado a dieta, foram realizados os protocolos de TFA divididos em treinamento
aerdbio continuo (TC) e treinamento aerdbio intervalado de alta intensidade (HIIT),
durante 9 semanas. Foram realizadas analises no sangue, figado e musculos de
danos em lipideos, através da avaliacdo da formacido de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS), e em proteinas, através do conteudo total de sulfidrilas
e de proteinas carboniladas; também foi avaliado a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT) superdxido desmutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px). Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo post-hoc de Duncan, quando indicado (p<0,05). Resultados: A DHL
aumentou TBA-RS e o conteudo de proteinas carboniladas e reduziu o conteudo total
de sulfidrillas em plasma, causando diminuigdo na atividade da CAT e da GSH-Px,
porém nao alterando a atividade da SOD em eritrocitos de ratos; ja os protocolos TC e
HIIT preveniram o aumento dos niveis de TBA-RS e parcialmente o aumento do
conteudo de proteinas carboniladas, bem como previniram a reducio da atividade da
CAT, mas nao preveniram a redugao do conteudo total de sulfidrilas e a redugao da
atividade da GSH-Px; somente o protocolo HIIT aumentou a atividade da SOD. Com

relagédo ao figado, os resultados mostraram que a DHL nao alterou TBA-RS, conteudo



total de sulfidrilas e a atividade da SOD, mas promoveu o aumento do conteudo de
proteinas carboniladas e da CAT, e diminuiu a atividade da GSH-Px; ambos os
protocolos de TFA preveniram o aumento no conteudo de proteinas carboniladas e o
protocolo TC preveniu a alteragcdo na atividade da CAT, enquanto o protocolo HIIT
nao preveniu esta alteracdo. Ambos os protocolos ndo preveniram a diminuigdo na
atividade da GSH-Px. Considerando o musculo esquelético (soleo e plantar), os
resultados mostraram que a DHL né&o alterou TBA-RS e o conteudo total de sulfidrilas
nos musculos séleo e plantar, porém, em relacdo aos protocolos de TFA, ambos
causaram uma diminuigdo significativa nos niveis de TBA-RS no musculo plantar
quando comparado com o grupo DHL. A DHL n&o alterou conteudo total de sulfidrilas
nos musculos sbleo e plantar, mas ambos os protocolos de TFA conseguiram
aumentar o conteudo total de sulfidrilas no musculo sdéleo, e o protocolo de TC
aumentou o conteudo total de sulfidrilas também no musculo plantar. A DHL né&o
alterou o conteudo de proteinas carboniladas em ambos os musculos, quando
comparado com o grupos controle (DN) bem como o protocolo HIIT, porém o TC teve
a capacidade de diminuir a carbonilagdo de proteinas comparado com o grupo DHL. A
DHL n&o alterou a atividade da SOD no musculo soleo, mas reduziu
significativamente a atividade da enzima no musculo plantar. O TC aumentou a
atividade da SOD no musculo s6leo. Ambos os protocolos foram capazes de reverter
a diminuicdo da atividade da SOD causada pela DHL no musculo plantar. A DHL
aumentou significativamente a atividade da CAT no musculo séleo, mas n&o alterou a
atividade da enzima no musculo plantar. O protocolo HIIT impediu a alteragdo no
musculo soleo e ambos os protocolos aumentaram significativamente a atividade da
CAT no musculo plantar. A DHL reduziu a atividade da enzima GSH-Px em ambos os
musculos. O protocolo TC impediu essa redugdo e o protocolo HIIT impediu
parcialmente, no musculo sdéleo. Considerando o musculo plantar, enquanto o
protocolo TC ndo impediu a reducdo da atividade da GSH-Px, o protocolo HIIT
impediu parcialmente a reducido. Conclusao: Conclui-se que a DHL causou estresse
oxidativo no sangue, figado e musculo esquelético de ratos, e que ambos os
protocolos de TFA (TC e HIIT) foram capazes de prevenir a maior parte das

alteracdes causadas pela DHL sobre os parametros de estresse oxidativo testados.



Palavras-chave: protocolos de treinamento fisico aerobio, estresse oxidativo, sangue,
figado, musculos esqueléticos.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a complex and multifactorial metabolic disorder
characterized by the accumulation of body fat in adipose tissue and is associated with
cell inflammation and oxidative stress induction. It is known that exercise increases the
body energy expenditure and promotes a stimulating and refreshing effect through
modulation of endogenous antioxidant defenses. Objective: To investigate the effects
of two aerobic exercise training protocols (TFA) on oxidative stress parameters and on
the activity of antioxidant enzymes in the blood, liver and muscles of rats exposed to
high fat diet. Materials and Methods: The sample consisted of male Wistar rats (n =
24), with ten weeks of age (250 £ 50 g body weight). Initially, the animals received
high fat diet (LDH) or normal diet (ND) for 8 weeks. Subsequently, associated with
diet, TFA protocols divided into continuous aerobic training (CT) and interval aerobic
training high intensity (HIIT) were performed for 9 weeks. Blood analyzes were
performed, liver damage and muscle lipid through thiobarbituric acid reactive
substances to (TBARS) and protein through the entire contents of sulfhydryl and
protein carbonyls; were also evaluated the activity of enzymes catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px). The results were
analyzed by analysis of variance (ANOVA) of a route, followed by post-hoc Duncan, as
indicated (p <0.05). We evaluated the effects of two aerobic exercise training protocols
(AETP), the moderate-intensity continuous training (MICT) and high-intensity interval
training (HIIT), on the alterations caused by high-fat diet (HFD) on oxidative stress
parameters in the blood, liver and skeletal muscles of rats. First of all, animals
received 8 weeks of HFD or normal-diet (ND); then, plus more 9 weeks of HFD or ND
and two AETP. Results: DHL increased TBARS and content of protein carbonyls and
reduced the total content sulfidrillas in plasma, causing decrease in the activity of CAT
and GSH-Px, but not altering the activity of SOD in rat erythrocytes; since the TC
protocols and HIIT prevented the increase in TBARS levels and partly increasing the
content of carbonyl protein and previniram reducing CAT activity but did not prevent
the reduction of total content of sulfhydryl and reduced activity GSH-Px; only the HIIT



protocol increased the activity of SOD. With respect to the liver, the results showed
that DHL did not change TBARS, the total sulfhydryl content and SOD activity, but
increased contents of carbonyls and CAT activity, and decreased activity of GSH-Px;
both TFA protocols prevented the increase in the content of protein carbonyls and CT
protocol prevented the change in CAT activity, while the HIIT protocol did not prevent
this change. Both protocols did not prevent the decrease in the activity of GSH-Px.
Whereas skeletal muscle (soleus and plant), the results showed that DHL did not
change TBARS and the total content of sulfhydryl in the soleus and plantaris muscles,
however, in relation to the TFA protocols, both caused a significant decrease in the
levels of TBARS the plantar muscle when compared to the DHL group. DHL did not
change the total sulfhydryl content in the soleus and plantaris muscles, but both TFA
protocols were able to increase the total content of sulfhydryl in the soleus muscle,
and the CT protocol increased the total content of sulfhydryl also in the plantaris
muscle. DHL did not alter the content of carbonylated protein in both muscles,
compared with the control group (DN) and HIIT protocol, but TC was able to reduce
protein carbonylation compared DHL group. DHL did not alter the activity of SOD in
the soleus muscle, but significantly reduced the enzyme activity in muscle plant. TC
increased SOD activity in the soleus muscle. Both protocols were able to reverse the
reduction in SOD activity caused by DHL in the plantar muscle. DHL significantly
increased CAT activity in the soleus muscle, but did not alter the enzyme activity in
muscle plantaris. HIIT protocol prevented the change in the soleus muscle and both
protocols significantly increased CAT activity in the plantar muscle. DHL has reduced
the activity of GSH-Px enzyme in both muscles. The CT protocol prevented this
reduction and the HIIT protocol prevented partially in the soleus muscle. Considering
the plantaris muscle, while the CT protocol did not prevent the reduction of the activity
of GSH-Px, HIIT protocol partially prevented the reduction. Conclusion: We conclude
that DHL caused oxidative stress in the blood, liver and skeletal muscle of rats, and
both TFA protocols (TC and HIIT) were able to prevent most of the changes caused by

DHL on the parameters of oxidative stress tested.
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1. INTRODUGAO

Estudos mostram que a alimentacdo hiperlipidica traz numerosos danos ao
organismo, colaborando para o surgimento de doengas como a obesidade, cuja etiologia
se da pelo acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal. A obesidade é
considerada uma doenga crbnica, poligénica e nao transmissivel e quando aliada ao
sedentarismo induz a comorbidades diversas e aumenta significativamente o risco para as
doencgas cardiovasculares (DCV), para o diabetes mellitus tipo 2 e para a Sindrome
metabdlica, elevando também os indices de mortalidade nestas condi¢oes (BERTOLUCI
et al, 2014; PAPADAKIS et al, 2015; WHO, 2011).

Os fatores que contribuem para esse problema sao o enquadramento da populagao
em trés insergdes relevantes de mudangas de comportamento. Em primeiro lugar, as
mudancas no estilo de vida nos paises com uma economia em crescimento, com pessoas
que vivem mais em centros urbanos, em segundo lugar, uma populagdo que vem
modificando seu padrdo alimentar, o tornando mais industrializado, rico em gorduras e
pobre em nutrientes essenciais ao organismo, e por ultimo, uma populagéo que faz pouco
ou nenhum exercicio fisico devido a mecanizacdo e facilitacdo dos bens oferecidos
(International Food Policy Research Institute/ IFPRI, 2016; BARRY et al, 1998).

Atualmente a obesidade € considerada uma pandemia mundial e um grande
problema de saude publica, cujo desafio global é alarmante, uma vez que esta presente
tanto em paises desenvolvidos como nos que estdo em desenvolvimento e
consequentemente colocando os marcos da nutrigdo global em risco. No Brasil, o ultimo
relatério do Ministério da Saude mostra que 52,2 % da populagao esta acima do peso, e
deste percentual 17,9% estdo obesos (BRASIL- MS, 2015). As principais comorbidades
induzidas pela obesidade, como as doencas cardiovasculares que incluem a hipertensao
arterial, hipertrigliceridemia e aterosclerose, bem como o diabetes mellitus tipo 2 elevam
os indices de mal nutricdo e suas consequéncias deletérias tanto para as sociedades
quanto para os individuos (KOHLMANN, 2002; POIRIER et al, 2006).

Os gastos anuais de um obeso se elevam em média 8% com assisténcia médica
em paises desenvolvidos, como é o caso dos Estados Unidos e da China, e aliado a uma

comorbidade como o diabetes mellitus tipo 2, representa 16,3% deste gasto anual para
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quem tem a condi¢do. O 6nus dessas condicdes de saude-doencga recai sobre toda a
populagdo, mesmo que n&o seja percebida diretamente (International Food Policy
Research Institute, 2016;0CDE, 2015).

Os danos que a obesidade e suas comorbidades causam a nivel celular e,
consequentemente, sistémico sdo advindos de alteragbes no metabolismo energético, o
qual promove a geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam injuria a
toda estrutura celular. Pelo fato dessas doengas possuirem longo periodo de laténcia e
tempo de evolugdo prolongado, ocorre a geragao excessiva de radicais livres (RL) que
resultam em estresse oxidativo (MANCINI et al, 2010). Os RL, como por exemplo, o
radical hidroxil (OH¢) pode agir no acido desoxirribonucleico (DNA), causando oxidagao
de bases purinicas e pirimidinicas, bem como fragmentacdo da desoxirribose; e na
membrana celular, estimulando a peroxidagao lipidica dos acidos graxos poli-insaturados,
com produgao de hidroxiperdxidos lipidicos, aldeidos e isoprostanos (AYALA et al, 2014).
O malondialdeido (MDA) € um desses produtos secundarios da peroxidacédo lipidica que,
por ser um produto estavel, pode ser utilizado como medida cumulativa desse processo.
Esse processo quimico celular desestabilizado, devido ao aumento da gordura corporal,
esta associado ao excesso de inflamacdo, provocando um desequilibrio oxidativo e
comprometendo a saude do individuo (ESTADELLA et al, 2013; NAUDI et al, 2012).

Estudos mostram que multiplas terapias tém sido sugeridas e utilizadas para
reduzir os resultados nocivos da obesidade, entre elas, a mudanca no estilo de vida,
através de uma dieta equilibrada e da pratica de atividade fisica. Diversas pesquisas
sugerem que o exercicio fisico regular constitui estratégia indispensavel e fundamental no
tratamento da obesidade, uma vez que garante aumento do gasto energético, proporciona
diminuicdo da gordura e aumento de massa magra, gerando dessa forma, efeito cascata
positivo sobre o equilibrio ponderal. Além disso, ainda minimiza os efeitos deletérios do
estresse oxidativo a nivel celular e consequentemente sistémico (BENITE et al, 2015;
BRAGA, 2004; BROWN, 2015; FINUCANE et al, 2011).

Pesquisas que contemplam modelos de obesidade experimental, como a
dietoterapia hiperlipidica, associados ao exercicio fisico, tem sido largamente
empregadas, visto que se considera hoje que o exercicio fisico apropriado, na maioria dos

casos como terapia ndo medicamentosa e nao deletéria, € capaz de evitar e tratar a
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obesidade e suas complicagdes fisicas e metabdlico-celulares (PINHO et al, 2010;
PIMENTA et al, 2015; LUZ, 2013). Partindo desse pressuposto, a pesquisa de interesse
teve como objetivo investigar os efeitos gerados por dois protocolos de treinamento fisico
aerdbico, o intervalado em alta intensidade e o continuo em intensidade moderada, sobre
parametros de estresse oxidativo em ratos submetidos a dieta hiperlipidica, a fim de
contribuir para a escolha de protocolos de treinamento fisico aerdbico mais efetivos para a
prevencao e tratamento da obesidade, promovendo uma melhor qualidade de vida as

pessoas.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico aerébico (TFA) sobre
parametros de estresse oxidativo no sangue, figado e musculos de ratos expostos a dieta

hiperlipidica.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar a influéncia do protocolo de TFA intervalado em alta intensidade (HIIT)
sobre a formacgao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico TBA-RS, conteudo total
de sulfidrilas e proteinas carboniladas em plasma, figado e musculos (s6leo e plantar) de
ratos submetidos a dieta hiperlipidica;

¢ Verificar a influéncia do protocolo de TFA continuo em intensidade moderada (TC)
sobre o TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas e proteinas carboniladas em plasma, figado

e musculos (séleo e plantar) de ratos submetidos a dieta hiperlipidica;
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e Verificar a influéncia do protocolo de TFA intervalado em alta intensidade (HIIT)
sobre a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-
Px) e superoxido dismutase (SOD) em eritrocitos, figado e musculos (s6leo e plantar) de
ratos submetidos a dieta hiperlipidica;

e Verificar a influéncia do protocolo de TFA continuo em intensidade moderada (TC)
sobre a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-
Px) e superoxido dismutase (SOD) em eritrocitos, figado e musculos (s6leo e plantar) de

ratos submetidos a dieta hiperlipidica.

1.2 Artigo Cientifico

Os resultados que fazem parte desta dissertagcao sao apresentados em forma de
dois artigos cientificos que foram submetidos a publicacdo em revista especifica e estéo
dispostos no Capitulo 5.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reagdes Quimicas para a Evolugao

A vida com a sua bela forma tem a sua origem, e é sustentada por uma classe de
reagdes quimicas, cuja excelente caracteristica € a sua natureza incontrolavel. Além
disso, a extensao e fungao de vida evoluiu em paralelo com a capacidade dos organismos
de lidar com fatores prejudiciais (HARMAN, 2003)

2.2 Sedentarismo e Obesidade

2.2.1 Obesidade

A globalizag&o, consumismo, falta de tempo e estresse, tem levado a sociedade ao
sedentarismo e obesidade. A obesidade é o resultado de disturbios prolongados no
equilibrio energético em que a ingestao diaria de energia excede o seu consumo diario
necessario. O equilibrio energético € modulado por muitos fatores, incluindo a taxa
metabdlica, o apetite, a dieta e a atividade fisica. Embora esses fatores sejam
influenciados por tragos genéticos, o aumento na prevaléncia da obesidade nas ultimas
décadas nao pode ser explicado por alteracbes apenas nos genes humanos, sendo mais
frequentemente atribuido a mudangas ambientais que promovem a ingestao excessiva de
comida e desestimulam a atividade fisica (COUTINHO, 2006).

De acordo com a literatura, a obesidade € considerada uma doencga poligénica e
multifatorial, onde ocorrem interagdes de susceptibilidade genética e outras variaveis
dietéticas, ambientais e metabdlicas (BELISSARI, 2016).

A obesidade € uma condigao crénica, caracterizada por um excesso de gordura
corporal. E mais frequentemente definida pelo indice de massa corporal (IMC), uma

fébrmula matematica que é altamente correlacionada com a gordura corporal. O IMC é
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obtido por meio da divisdo da massa corporal pela estatura ao quadrado. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Salde, um IMC entre 25 e 30 Kg/m? é classificado como

sobrepeso, e um IMC acima de 30 Kg/m?, é classificado como obesidade (OMS, 2003).

Quando ocorre um desequilibrio energético entre ingestdo de alimentos pobres em
nutrientes e com altos niveis de gorduras e agucares e o gasto energético € reduzido,
resulta na obesidade (CURI et al, 2002).

Na elevagao do IMC, os sistemas respiratério, vascular e metabdlico sofrem
estresse devido a uma carga de trabalho maior do que a habitual, e isto induz a uma
diminuicdo da reserva fisiolégica com alteragdes significativas/negativas no equilibrio e
homeostase do organismo (COUTINHO, 2006 e OMS, 2003). Abaixo a classificacdo do
IMC para adultos.

Tabela 1: Classificagdo do sobrepeso e da obesidade.

Classificagao IMC (Kg/m?)
Eutroéfico 18,56 -24,9
Sobrepeso 225
Pré-obesidade 25-29,99
Obeso > 30
Obeso classe 1 30 —-34,99
Obeso classe 2 35-39,99
Obeso classe 3 240

Fonte: OMS (2013)

A obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido adiposo corporal, que compde
um depdsito de triacilglicerol e acidos graxos livres. A composi¢do do tecido adiposo
apresenta a seguinte estrutura: adipocitos maduros, fibroblastos, células endoteliais, pré-
adipdcitos, macrofagos, vasos sanguineos, células T e inervagdo, que levam

consequentemente ao ganho de massa corporal e aumento do IMC (KUMAR et al., 2013).

O tecido adiposo ndo é apenas um sitio de armazenamento de triglicérides, mas
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um participe da homeostase e de reagdes bioldgicas especificas como a emissédo de
sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas imunes (DRISKELL et
al, 2014).

Entre as proteinas sinalizadoras, estdo as adipocinas, e algumas delas possuem
fungbes inflamatdrias tais como a leptina, o ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6). Esses marcadores fisiologicos
de inflamagao sistémica subclinica levam a produ¢do de ERO, gerando o estresse
oxidativo (BELISSARI, 2016).

2.2.2 Leptina

A leptina circula no plasma e esta ligada a proteinas plasmaticas, e acessa o SNC
por difusdo. O excesso de produgdo dessas citocinas no obeso esta relacionado a
diminuicdo de receptores e/ou falta de sensibilidade a leptina, prejudicando o controle
adequado da ingestao alimentar e do gasto energético (BREWIS, 2011; KUMAR et al,
2013).

Dados da literatura mostram que o principal local de producé&o de leptina € no
adipdcito, onde também ocorre a produgédo da angiotensina 2, que também esta alterada
na obesidade, elevando a pressao arterial. Essa producédo excessiva de leptina e de
angiotensina 2, que ocorre na obesidade, causa disfungdo endotelial por diminuir a
disponibilidade de 6xido nitrico, e consequentemente por serem geradores de radicais

livres de oxigénio que provocam danos ao tecido vascular (MAYER, 2000).

2.2.3 Angiotensina / Inibidor do ativador do Plasminogénio (PAI-1)

O angiotensinogénio desempenha um papel importante na regulacédo e fluxo de
acidos graxos, esta expresso em varios tipos de células no tecido adiposo, porém sua
secrecao € mais elevada no tecido visceral do que no tecido subcutaneo, e sua correlagao

positiva com a sindrome metabdlica ocorre pela promocg¢ao de resisténcia a insulina
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quando tem-se alta concentragdo de PAI-1 e, consequentemente, devido sua associagao
pré-inflamatéria (CASAS et al, 2016; KAUR et al, 2010).

2.2.4 Factor de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a esta envolvido na resposta inflamatéria sistémica, sua producdo se da
principalmente por mondcitos, linfécitos, tecido adiposo e muscular. O TNF-a nuclear ativa
fator kB (NF-kB), o que leva ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo na
superficie de células endoteliais e células do musculo liso vascular, o que resulta em um
estado inflamatério no tecido adiposo, promovendo disfungcdo endotelial e causando
aterogénese. Também apresenta producdo irregular na patogénese da sindrome
metabdlica, e esta associado com o desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes e
obesidade (SAIEDULLAH, 2016).

2.2.5 Interleucina 6 (IL-6)

E definida como uma citocina pré-inflamatéria e sua producdo se da por
macrofagos, adipocitos que sdo células do sistema imunitario, também pelos fibroblastos,
células endoteliais musculo — esqueléticas. A IL-6 influencia a tolerancia a glicose através
da inibicdo da glicogénese (CASAS et al, 2016).

Considerando as informacgdes acima, a presencga de inflamagao crénica aumenta
a predisposicao a diversas doencas como o diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e
hipertensao arterial sistémica, além de abreviar a competéncia imunoldgica e induzir a
riscos metabdlicos e cardiovasculares (BRASIL- MS, 2014; SILVERIO et al, 2015).

Nas doencgas arteriais coronarianas e na inflamagao vascular ocorre uma reagao
inflamatdria e proliferativa na parede vascular, elevando a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, e quando em excesso esses fatores danificam o endotélio e diminuem a
concentragao do oxido nitrico celular, prejudicando a vasodilatagdo do endotélio, levando
a apoptose destas células e a injuria endotelial. Essas citocinas sdo secretadas em
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quantidade superior aos niveis organico-funcionais em obesos, causando injuria a todo o
sistema (KUMAR et al, 2013).

Estudos como o Framingham Heart Study, Nurses Health Study, colaboram em
seus resultados com a associacado positiva entre obesidade e diversas comorbidades,
provando que a dieta hipercalérica com uma alimentagao rica em lipideos traz numerosos
danos ao organismo, e sua associacdo com o sedentarismo aumenta significativamente
os fatores de risco para diversas doencgas crénicas nao transmissiveis, incluindo doencas
cardiovasculares como hipertensao arterial, dislipidemia, metabdlicas como DM tipo 2,
além de uma correlagao positiva entre obesidade e a sindrome da apnéia obstrutiva do
sono, problemas osteoarticulares como artrite e alguns tipos de neoplasias (SILVERIO et
al, 2015; PACK, 1994).

Inimeras sao as desordens biolégicas negativas da obesidade, e se somam a elas
também as causas e consequéncias psicologicas, emocionais e sociais, porque 0 excesso
de peso pode desencadear doencgas e transtornos como a depressido, ansiedade e
compulsdes alimentares de diversas ordens, entre elas o0 aumento do apetite que é regido
pelo fator psicoldgico, contrario & fome que é regida pela necessidade do organismo.
(BOLNER, 2006; SASSI, 2010; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

2.2.6 Obesidade e qualidade de vida

Nas ultimas décadas houve diversas transformacdes politicas, econémicas, sociais
e culturais que evidenciam transformacdées no modo de vida da populagdo. Rapida
transicdo demografica, epidemioldgica e nutricional, apresentando como consequéncia,

mudangas importantes no padréo de saude e consumo alimentar da populagédo mundial.

De acordo com Viuniski (2003), a diminuicdo da qualidade de vida das pessoas e o
risco de uma morte prematura tem sido o saldo da obesidade mundial, sendo computada
como a principal causa de morte evitavel, assim como a associagdo com o uso do tabaco,
e por se tratar de uma doenga crbnica, uma vez obeso, mesmo que emagrega, tornar-se-

a potencialmente obeso para sempre (OMS, 2015). Dados apontam que a prevaléncia da
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obesidade, associada a outras comorbidades, esta aumentando rapidamente e esse risco
esta intimamente relacionado a adogdo de um estilo de vida sedentario (Goémez-Cabello
etal., 2012).

O Brasil vem enfrentando um aumento expressivo do sobrepeso e da obesidade
em todas as faixas etarias. Dados do MS indicam que o excesso de peso acomete um em
cada dois adultos e uma em cada trés criangas, associado a obesidade ha o aumento dos
fatores de risco para doengas crbnicas, como hipertensdo arterial e alguns tipos de
cancer, sendo que estas doencas estao entre as principais causas de morte entre adultos
e respondem por 72% dos ébitos no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; PROENCA,
2010; IBGE, 2013).

Além do indice de mortalidade alto, adultos obesos apresentam mais internagdes
hospitalares por ano, mais consultas ambulatoriais, maiores custos de medicamentos sob
prescricdo e pior qualidade de vida relacionada a saude, em comparacdo com os adultos
de peso normal (SASSI, 2010).

Dados mostram que no Brasil, caracterizado por ser um pais em desenvolvimento,
a obesidade também esta se tornando um problema de saude publica. Dados da Vigitel
(2015) relatam que a taxa de obesidade é de 17,9% e a relagcdo € maior entre homens
com 56,5% versus 49,1% das mulheres, e que a obesidade, o excesso de peso e as
doencgas cronicas correlacionadas foram responsaveis por um gasto de U$ 221 milhdes
no ano de 2010 (BAHIA et al., 2012).

Estudos realizados por Bolner (2006) mostram que quase 5 milhdes de adultos dos
Estados Unidos da América (EUA) usaram medicamentos prescritos para a perda de
peso ja nos anos de 1996 a 1998, e somente na ultima década a prevaléncia de

obesidade no pais aumentou cerca de 30,5%.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reune informag¢des onde se mostra que
quase 10% dos orcamentos de saude em paises ocidentais estdo hoje relacionados a
obesidade. Tanto indices econOmicos, psicossociais e de saude reafirmam a

problematica: caminhamos para uma epidemia assustadora no século XXI (OMS, 2013).
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O Grafico 1 aponta a estimativa da prevaléncia geral da obesidade (IMC acima de
30 Kg/m?) em adultos de ambos os sexos em varios paises, mostrando a estimativa para
2025.

Obesity in 2025

Percentage of population estimated to be obese in nine years
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Grafico1: Estimativa da prevaléncia do sobrepeso e da obesidade em varios paises.
Fonte: The Lancet (2016).
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Os dados mostram que a nivel mundial as perspectivas sdo preocupantes, pois
segundo a OMS, a estimativa para 2030 é de que o sobrepeso e a obesidade afete mais

de trés bilhdes de pessoas no mundo (OMS, 2013).

2.2.7 Sedentarismo

Baseado na constatacdo de que grande parte das comorbidades e mortes se
relacionam com a maneira como as pessoas vivem, conclui-se que elas estao, sobretudo,
ligadas aos habitos alimentares e niveis de atividade fisica, entre outros fatores (OMS,
2003; INCA, 2004).
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No mundo desenvolvido, o estilo de vida sedentario se torna cada vez mais
comum, e esta relacionado aquelas atividades que sao realizadas na posicao deitada ou

sentada, que nao elevam o gasto energético acima dos niveis de repouso.

Atividades do dia-a-dia que proporcionam o sentar ou deitar como ao utilizar
aparelhos eletronicos incluindo televisédo, video-game, computador, e ainda, com controle
remoto que induz ao uso sentado ou deitado, bem como alimentar-se na posi¢ao sentada,
ou mesmo o uso de meios de transporte incluindo trem, metrd, carro ou 6nibus, induzem a
nao atividade fisica necessaria para uma boa qualidade de vida. (AMORIM e FARIA,
2012; GOMEZ-CABELLO et al, 2012).

De acordo com o IBGE (2013), no Brasil, a propor¢do de adultos classificados
como insuficientemente ativos concentrou-se em 46 % na faixa etaria de 25 a 60 anos ou
mais (IBGE, 2013; OWEN et al, 2010).

O sedentarismo é considerado o quarto maior fator de risco de mortalidade global
(VIGITEL, 2014). Também é considerado um fator preponderante para o surgimento e a
manutencido da obesidade e de suas comorbidades, uma vez que essa associagao
deletéria causa danos a nivel celular através da produgdao de RL que sdo moléculas
altamente reativas que contém oxigénio e que em excesso levam ao estresse oxidativo
(SALVADOR; HENRIQUES, 2004; BARREIROS et al, 2006; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000).

2.3 Exercicio Fisico

A globalizagéo, consumismo, falta de tempo e estresse, tem levado a sociedade ao

sedentarismo e obesidade.

O exercicio fisico torna-se uma atividade importante para prevenir a obesidade,
uma vez que induz a elevagado do metabolismo basal pelo efeito depletor de energia. O
exercicio fisico pode ser classificado de modo geral, em intervalado ou continuo (FOX,
2006); (SIJIE et al., 2012).
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A pratica de atividades fisicas € um fator fundamental de modo a contribuir para
uma condicdo de vida saudavel. E importante estabelecer uma rotina de exercicios como
condi¢ao fundamental no planejamento das atividades diarias. Ainda, segundo definicao

da Estratégia Global para Dieta, Atividade Fisica e Saude - OMS:

“(...) é recomendado que individuos se envolvam em niveis adequados de
atividade fisica e que esse comportamento seja mantido para a vida toda.
Diferentes tipos, freqiiéncia e duracdo de atividade fisica sdo requeridos para
diferentes resultados de saude. Pelo menos 30 minutos de atividade fisica regular,
de intensidade moderada, na maioria dos dias da semana, reduz o risco de
doencas cardiovasculares, diabetes, cancer de colon e mama.” BRASIL (2003 p.
103).

Embora muitas publicacdes utilizem os termos “exercicio fisico” e “atividade fisica”
como sinbnimos, € importante salientar que existe uma diferencga significativa entre estes
conceitos (MURADAS, 2012).

Caspersen et al. (1985), define atividade fisica “qualquer movimento corporal
produzido pelos musculos esqueléticos que resulta em gasto de energia”. Sabe-se que
qualquer movimento realizado por um individuo gera gasto calérico. Portanto, atividades
domeésticas ou de lazer, por exemplo, sdo consideradas atividades fisicas, pois envolvem

movimento corporal e consequentemente gasto calérico maior que os niveis de repouso.

Ja exercicio fisico, € considerado uma subcategoria da atividade fisica. Segundo
Malloy-Diniz (2013), pode-se definir exercicio fisico como “toda forma de atividade fisica
estruturada e realizada de forma sistematica com a meta de manter ou incrementar a

saude ou aptidao fisica em todas as suas vertentes”.

A literatura relata que existem caracteristicas especificas que definem tipos
diferentes de praticas de exercicios fisicos. Dentre estas, pode-se classificar os exercicios
como anaerdbicos e aerébicos (POWERS e HOWLEY, 2000; POWERS e HOWLEY,
2009).

O exercicio aerobico caracteriza-se como uma atividade capaz de trabalhar
diversos grupos musculares, de forma continua e compassada, de modo a favorecer uma
distribuicdo de oxigénio mais lenta pelo organismo, quando comparado aos exercicios

anaerobicos (POWERS et al., 2000). Os exercicios aerébicos assumem como
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caracteristica principal o alto consumo de oxigénio pelos tecidos, “sendo regulado pela
capacidade maxima dos sistemas pulmonar e cardiovascular na captagao e no transporte
do oxigénio” (GOES, 2013 p. 7; REIS, 2011). Sendo assim, essa categoria de exercicios
baseia-se no formato ritmico de sua execucdo, sendo realizados de forma continua e
geralmente com longa duragdo. Sua pratica exige o uso de grande quantidade de grupos
musculares, de forma a contribuir para a utilizacéo de reservas de gordura (HOLLOSZY,
1982; FOX, 2006).

Contemplam alguns tipos de exercicios aerdbicos, o ato de correr, pedalar, andar e
nadar, por exemplo, pois sdo categorias de exercicios continuos e prolongados, exigindo
do organismo grande consumo de oxigénio durante sua execugdo, dependendo da
intensidade e da duracao do esforgo fisico (POWERS e HOWLEY, 2009).

2.3.1 Exercicio Aerdbico Intervalado e Exercicio Aerébico Continuo

Os exercicios aerdbicos podem ser classificados de modo geral, em intervalados

ou continuos.

O treinamento tipo intervalado, € realizado de forma intermitente, sendo
caracterizado por periodos alternados de exercicios, combinado com intervalos de
recuperacao, sem necessariamente haver uma razdo fixa entre a intensidade e duragao
do exercicio e da atividade de recuperagao (DE LUCAS et al, 2009). Esse tipo de
treinamento possibilita periodos de descanso entre os exercicios fisicos realizados,
permitindo se manter na realizagcdo do programa de treino por um tempo maior, se

comparado a um treinamento continuo (TODD et al., 2013).

Ao contrario do treinamento intervalado, o treinamento continuo caracteriza-se pela
execucao de exercicios fisicos de baixa e média intensidade, por um periodo de tempo,
havendo apenas um intervalo de recuperagéo, ocorrendo apos seu término (ALMEIDA e

PIRES, 2008; SIJIE et al, 2012). Esse tipo de exercicio é utilizado como preparacéo fisica
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para atividades que envolvem maior resisténcia do organismo, pois necessitam do

armazenamento muscular de energia aerdbica (TODD et al, 2013).

Em relagdo aos beneficios gerados para o organismo, se comparados o0s
treinamentos do tipo intervalado e continuo, Wilmore e Costil (2001) descrevem que ha
praticamente os mesmos beneficios entre estes dois tipos de treinamento, tendo o

treinamento continuo a desvantagem de ser mais mondétono para o praticante.

Ainda conforme Wilmore e Costil (2001), o método de treinamento intervalado
contribui fortemente para o desenvolvimento da capacidade aerébica, sendo “que a chave
para esse tipo de treinamento esta no volume de séries de trabalho-recuperagéo”. De
acordo com Weineck (1989), o treinamento intervalado pode ser classificado quanto ao
volume e intensidade como extensivos ou intensivos, bem quanto aos intervalos
existentes como breves, médios ou longos, estando relacionados com o objetivo que se
quer atingir. Conforme Almeida e Pires (2008), “o método extensivo caracteriza-se por um
volume elevado e uma intensidade relativamente baixa, priorizando o sistema aerdbio; ja
no intensivo, o volume é relativamente baixo e a intensidade é elevada (excede 90% do

VO,max), melhorando a capacidade anaerdbia”.

2.3.2 Exercicio, Radicais Livres e o Balango Redox

A homeostase do organismo sofre alteragdo no exercicio fisico, pois a necessidade
de energia da musculatura em agao torna-se aumentada, considerando que na pratica de
exercicio de forma vigorosa o dispéndio de oxigénio total corporal aumenta dez a vinte
vezes o seu valor, bem como também sofre alteracado elevando de cem a duzentas vezes
a captacao de oxigénio pelo tecido muscular. Essas variagbes quanto ao metabolismo do
oxigénio facilitam e promovem a formacgéo de RL e as adaptacdes fisiologicas e quimicas
se fazem necessarias (BRUM, 2003; MALCOLM, 2016).

De forma compensatéria, ocorre a ativacdo dos chamados mecanismos de
adaptacao fisioquimicos, entre eles esta a produgdo de enzimas antioxidantes que tem o
papel de moderar os danos promovidos pelo estresse oxidativo. Releva-se que o tipo,
intensidade e duragdo do exercicio sdo a base para a magnitude das respostas ao
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estresse oxidativo e a producdo de mecanismos de defesa contra esses agentes
agressores, considerando que os protocolos TC e HIIT, sdo considerados modelos de
treinamento eficazes em promover o balango redox celular (GIBALA et al, 2012;
TJONNA, 2008).

2.4 Radicais Livres (RL) e Estresse Oxidativo (EO)

Os primeiros estudos sobre RL em reagbes metabdlicas enddgenas surgiram em
1954 e foram desenvolvidos por DENHAM HARMAN, a partir da aplicacdo de uma ampla
experiéncia em quimica e biologia, para uma consideracdo de sua influéncia nos
processos metabdlicos no organismo, modificavel por fatores genéticos e ambientais
(HARMAN, 2003).

De acordo com a literatura, para obter estabilidade, os atomos, com excecao dos
gases nobres, precisam ter a ultima camada eletronica completa (Teoria do Octeto). Para
completar sua valéncia, as ligagdes quimicas sao estabelecidas pelos atomos (RUSSEL,
1994).

Figura 1: Modelo de Lewis.

arbita do elétron camada de valéncia
'
I+ -.- I+

Ligacéo covalente - modelo de Lewis

Fonte: Adaptado de ALVAREZ, 2005.
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Os RL caracterizam-se por serem espécies quimicas reativas instaveis, devido a
falta de emparelhamento de elétrons, ndo tendo a camada de valéncia completa. Sua
formagcdo se da por fissdo homolitica onde ha ruptura da ligagdo quimica em uma
molécula, e decorrente da ruptura, cada atomo participante retém um elétron dos dois que
estavam ligados e entdo forma-se radical. O elétron desemparelhado centrado nos
atomos de oxigénio e nitrogénio sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), respectivamente (BARREIROS; DAVID, 2005).

A formagdo dos RL ocorre em processos fisiologicos e néao fisioldgicos
respectivamente, como no metabolismo de carboidratos, na respiragcéo celular a fim de
produzir energia, na promog¢ao e regulacdo do crescimento celular, na sinalizagédo
intercelular, e nos processos de defesa do organismo através da fagocitose. A produgao
nao fisioldgica se da de varias formas como por exemplo, através do consumo de alcool e
cigarro, uso de medicamentos, alimentagédo rica em lipideos, poluicdo ambiental, raios
solares e exercicio fisico (MADIGAN et al., 2010).

Os RL, caracterizados por serem moléculas altamente reativas, sao formados em
grande parte nas mitocdndrias, durante o metabolismo aerdbio, através da ativacéo da
cadeia de transporte de elétrons, para a formacéao de ATP. Durante a respiracéo inalamos
0 oxigénio e sua metabolizagdo se da através do uso de 85% a 90% deste pelas
mitocdndrias, na cadeia de transporte de elétrons, e os outros 10% a 15% sé&o utilizados
em reagdes quimicas diretas (NELSON e COX, 2008).

Ao finalizar a cadeia de transporte de elétrons, 95% a 98% do oxigénio transforma-
se em agua e os 2% a 5% reduzem-se em metabdlitos que s&o as chamadas ERO. Cada
mitocéndria pode produzir por volta de 107 RL/dia, a partir da reducdo do oxigénio
(DORMANDY,1983; NORDBERG et. al, 2001; NELSON e COX, 2008).
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Figura 2: Geragédo de ERO a partir da redugao do oxigénio.

Fonte: Adaptado de (NORDBERG et al, 2001)

O motivo pelo qual respiramos o oxigénio € o seu uso final como aceptor de
elétrons no metabolismo aerdbio na equagéao final de ATP + agua, para assim converter a
energia dos nutrientes alimentares em energia biologicamente utilizavel para o
funcionamento do organismo( POWERS e HOWLEY, 2009)

Segundo Powers e Howley (2009), o que determinara a quantidade de RL que
serdao produzidos durante o exercicio é a velocidade do metabolismo aerdbico, uma vez
que as taxas de RL aumentarao se o exercicio for de alta intensidade ou prolongado, e

esse processo podera causar dano, como a fadiga muscular.

2.4.1 Principais EROS

2.4.1.1 Radical Superoéxido (O27)

O O," é formado na cadeia de transporte de elétrons, na agéo fagocitaria, onde a
enzima NADPH oxidase € ativada na defesa do organismo por meio dos neutréfilos,
monaocitos e macrofagos, além de ser formado nas reagdes de autoxidagdo e enzimaticas.
Esse radical inicia e propaga as cadeias radicalares de componentes que se auto-oxidam
como a hemoglobina, mioglobina e catocolaminas (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).
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2.4.1.2 Peréxido de Hidrogénio (H20>)

E formado na matriz mitocondrial no processo de reducdo do oxigénio ou através
da dismutacdo do O," pela enzima superdxido dismutase (SOD). E gerador do radical
hidroxila (OH-), na presenga de metais de transicdo, como o ferro e o cobre (SALVADOR;
HENRIQUES, 2004).

2.4.1.3 Radical OH-

Esse radical é altamente reativo devido a sua meia vida curta de 7x10™ segundos e
10™* vezes mais reativo do que o ion hidroxila. O organismo nao tem enzimas para sua
remogao, € uma vez gerado podera causar danos em proteinas, lipideos, carboidratos e
DNA (SALVADOR; HENRIQUES, 2004) .

O OH- podera ser formado através da reacao de Haber- Weiss, onde ocorre a

reacao do radical O2+- com o H,0,

Figura 3: Reacado de Haber- Weiss
02 + H202 —*OH+OH + 02
Fonte: SALVADOR; HENRIQUES(2004).

O OH- também podera ser formado através da reacdo de Fenton. Em nosso
organismo, dentre os metais de transicdo, o ferro esta mais biodisponivel, pois ele
encontra-se complexado com proteinas de transporte, como a transferrina, e também em
proteinas de armazenamento,como a ferritina e hemossiderina. Na presenca de ions
metais de transi¢do, como o ferro, o H,O, leva a formagdo do OH- (BARREIROS et al.,
20086).
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Figura 4: Reacéo de Fenton

Fe? + H,0, — Fe** + OH + «OH
Fonte: SALVADOR; HENRIQUES(2004).

2.4.1.4 Oxigénio Singlet (0,")

Considerado altamente reativo, tem uma meia-vida de menos de 0,5
microssegundos. Pode ser produzido pela reagao dos fagocitos, por reagdes catalisadas e
por peroxidases. O O,' pode dar inicio & peroxidacao lipidica, gerando radicais alcoxila
(RO’) e peroxila (ROO’), e seu dano também pode ser ao DNA (SALVADOR;
HENRIQUES, 2004; SILVA et al., 2010).

2.4.2 Principais ERN

2.4.2.1 Oxido Nitrico (NO)

Durante o processo de oxidagéo do 6xido nitrico se forma o cation nitrozénio (NO™)
e na reducao do elétron surge o anion nitroxila (NO™ ) e este pode gerar o 6xido nitroso
(N2O) e o OH, e ainda na reagao com O, se forma o peroxinitrito (ONOO-). O NO é
formado pelo conjunto de proteinas Oxido nitrico sintases (NOS), onde o aminoacido L-
arginina é transformado em radical NO e em L-citrulina. A NOS ¢é encontrada
principalmente nos sistemas neuronal e endotelial (SALVADOR; HENRIQUES, 2004;
SILVA et al., 2010; POWERS e HOWLEY, 2009).

A importancia biolégica do NO estd na agdo que ele promove no endotélio
vascular no processo de relaxamento do vaso sanguineo, auxiliando na vaso protegéo e
manutengdo do tdnus muscular, regulagcdo da pressdo sanguinea, prevencdo da
agregacao plaquetaria e a inibicdo da adesdo de mondcitos e neutréfilos ao endotélio
vascular, assim como na sua associagdo com o sistema imune destruindo patégenos e

células tumorais sendo o NO o principal mediador desse sistema de defesa do organismo.
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Figura 5: Formacgao do peroxinitrito (ONOOQO)

NO + O, - ONOO
Fonte: SALVADOR; HENRIQUES(2004).

Diferentemente dos niveis fisiologicos, o NO pode ser potencialmente toxico, por
exemplo quando sua concentragdo encontra-se diminuida em doencas arteriais
coronarianas € na condicdo de inflamagdo vascular, onde a reacgao
inflamatdria/proliferativa na parede vascular eleva a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias que em excesso danificam o endotélio, prejudicando a sua vasodilatagéo,
levando a apoptose destas células e a injuria endotelial. Dados da literatura mostram que
essas citocinas sao secretadas em quantidade superior aos niveis organico-funcionais em

obesos, causando injuria a todo o sistema (KUMAR et al., 2013).

2.4.1.2 Espécies radicalares e nao- radicalares

As espécies reativas de nitrogénio incluem o NO’ 6xido nitroso (N203), acido nitroso
(HNO,), nitritos (NO,), nitratos (NO3) e peroxinitritos (ONOO")'°. Sua acdo deletéria no
orgnismo inclui dano a lipideos, proteinas e DNA (BARREIROS et al, 2006), (Tabela 2).
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Tabela 2: Espécies reativas do nitrogénio

RADICAIS NAO-RADICAIS
Oxido Nitrico (NO) Acido nitroso (HNO,)
Dioxido de nitrogénio (NOy) Tridxido de dinitrogénio (N2O3)

Tetréxido de dinitrogénio (N2O4)
ion Nitrila (NO)

Cation nitrosénio (NO*)

Anion nitroxila (-NO)
Peroxinitrito (-ONOO)

Alquil peroxinitrito (ROONO)

Nitril clorido (NO,CI)
Fonte: (adaptado de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000)

2.5 Estresse Oxidativo

Os RL promovem reagdes com substratos biolégicos podendo ocasionar danos as
biomoléculas. Por exemplo, quando uma enzima tem seus aminoacidos alterados, pode
perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente. Por outro lado, o nosso
organismo precisa de RL para combater infeccbes bacterianas, para a produgdo de NO,
com o objetivo de prevenir o desenvolvimento de algumas doengas como a HA, e também
para agir em processos de detoxificagdo hepatica de medicamentos. Em contrapartida, o
excesso de RL, em comparacdo com o sistema protetor intrinseco de cada célula,
desencadeia o estresse oxidativo e como consequéncia afeta a saude humana por ser
gerador de diversas doengas (MAYER, 2000).

Os danos mais graves mediados pelos RL sdo os causados ao DNA e RNA.
Estudos mostram que quando a cadeia do DNA é quebrada, ela pode assumir outra
posicdo e sua nhova locacdo pode alterar suas bases anteriormente ordenadas,
ocasionando mutag¢ao. De acordo com a literatura, a partir de bases danificadas podera
ocorrer o processo de oncogénese (BARREIROS et al., 2006).
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De acordo com Russel (1994), os RL como o O2-, o radical OH+ e 0 H,0O,, podem
promover a peroxidacdo lipidica dos acidos graxos poli-insaturados presentes nas
membranas celulares, com produ¢cdo de hidroxiperéxidos lipidicos, aldeidos e
isoprostanos. O Malondialdeido (MDA) é um desses produtos secundarios da peroxidagao
lipidica que, por ser um produto estavel, pode ser utilizado como medida cumulativa
desse processo (RUSSEL, 1994; POWERS e HOWLEY, 2009).

Quando a membrana celular é lesionada através da oxidagao de lipideos, o papel
de permeabilidade da mesma pode ser afetado, interferindo no transporte ativo e passivo
transmembrana, podendo causar ruptura e consequente morte celular. Nas células
sanguineas, a peroxidagao lipidica agride as paredes das artérias e veias, facilitando o
acumulo de lipideos e ocasionando consequentemente, a aterosclerose (BARREIROS et
al, 2005).

Esse desequilibrio entre os agentes pré-oxidantes (RL) e os mecanismos
antioxidantes de defesa do organismo, que levam ao estresse oxidativo, esta envolvido na
etiopatogénese de diversas doencas, incluindo a obesidade (MAYER, 2000; POWERS e
HOWLEY, 2009; FERREIRA et al, 2007).

Os ataques ao organismo pelos RL em excesso sdo combatidos em parte por protegao
enzimatica e ndo enzimatica, por micromoléculas, que podem ter origem enddgena ou serem
adquiridas através de dieta ou suplementacgéo. Estas micromoléculas atuam de forma direta
contra os RL ou na reparagdo dos danos que o organismo sofreu por essas espécies
(POWERS e HOWLEY, 2009).

As enzimas antioxidantes, que constituem a protecido enzimatica, possuem papel
importante na remocao de xenobidticos, que sao substancias téxicas capazes de causar
lesdo e morte celular, e na remocao de RL. As principais enzimas envolvidas no processo
sdo a catalase (CAT), superéxido-dismutase (SOD) e glutationa-peroxidase (GSH-Px).
Quando a les&o ja ocorreu, entram em ag&o as enzimas que reparam o dano celular por
intermédio das enzimas glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Estes agentes

antioxidantes est&o presentes no meio intracelular (FERREIRA et al., 2007).
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2.5.1 Enzimas antioxidantes

A enzima SOD, catalisa a eliminagao do radical O,e-, transformando-o em oxigénio
e H,0,. Essa transformacado do radical O,s- também ocorre naturalmente, entretanto,
necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de O+-. E uma reagdo de segunda
ordem, portanto ha necessidade de maior concentracdo de radical O,s- para ocorrer.
Quando a enzima SOD esta presente, ocorre mais facilmente a dismutagao, tornando a
reacao de primeira ordem, excluindo a colisdo entre as moléculas. A acdo desta enzima

permite a remogado do O,” mesmo em baixas concentragdes (CLARKSON et al, 2000).

No organismo existem duas formas de SOD, a citosdlica, contendo Cu?+ e Zn?+ no

sitio ativo e a mitocondrial, que possui Mn?+ como centro redox (WICKENS, 2001).

Corroborando com a atividade da SOD, a enzima catalase age na remo¢do do H,O,,
transformando-o em oxigénio e agua, conforme mostrado na expressao 1 (FERREIRA et al.,
2007; BARREIROS et al., 2006; HARMAN, 2003), mostrada a seguir:

catalase

21,0, NADPH

0, + 2H,0 (1)

O co-fator glutationa (GSH), em conjunto com as enzimas GSH-Px e glutationa
redutase (GR), atua no sistema antioxidante do organismo. Essa agdo catalisa a
dismutagao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, onde a GSH reduz o H,O; a
H,O em presenga da GSH-Px, formando uma ponte dissulfeto (GSSG). Apés a GSH é
regenerada, sob agcdo da enzima GR, conforme expressbdes 2 a 4 (FERREIRA et al.,
2007; BARREIROS et al., 2006; HARMAN, 2003), mostradas a seguir:
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2GHS 4+ HQUZGSHpEraxidangSSG + 2H,0 (2)
G55G + NADPH + HGSHredutase2GSH + NADP (3)
H.0, + NADPH + HGSH2H,0 + NADP (4)

Além das defesas antioxidantes citadas, varias micromoléculas atuam a fim de
exercer um efeito metabdlico ou fisiolégico no combate ao estresse oxidativo, sendo os
mais importantes o a- tocoferol e o acido ascorbico, além dos carotendides, da bilirrubina,
da ubiquinona e do acido urico (FERREIRA et al., 2007; BARREIROS et al., 2006;
HARMAN, 2003).

2.5.2 Antioxidantes Exdgenos Nao-Enzimaticos

2.5.2.1 Vitamina E

A vitamina E compreende um grupo de oito substancias que se assemelham por
desempenhar acado antioxidante e sdo denominadas tocoferdis, sendo o a- tocoferol o
mais importante. Possui funcdo antioxidante, uma vez que diminui a formacéo do O,' in
vivo, e ajuda na remocéao de RL ja formados. Tem papel fundamental de detoxificagao dos
LOO* formados durante o processo de peroxidacao lipidica, sendo nessa reagao
transformado em radical tocoferil. O alfa-tocoferol pode ser encontrado em verduras como
espinafre, couve e alface, agrido, 6leos vegetais como de algodao, milho, soja, azeite de
dendé, bem como em ovos, cereais e oleaginosas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989;
GUARATINI et al, 2007)

2.5.2.2 Acido ascorbico

O acido ascorbico tem a caracteristica de ser hidrossollvel, é essencial na

reparagao de tecidos, desempenhando papel significativo no metabolismo de
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carboidratos, na sintese de lipideos e proteinas e também age na respiragao celular. Sua
principal fungdo é de protecdo e resisténcia contra infecgbes, auxiliando o sistema
imunoldgico, em virtude da sua propriedade antioxidante, neutralizando os radicais livres
nas células. O acido ascorbico tem a fungao de detoxificar o radical tocoferil formado na
peroxidagao lipidica, transformando-o novamente em alfa-tocoferol (CRUZAT et al, 2007;
VILLANUEVA et al, 2012).

As principais fontes dessa vitamina sao as frutas citricas como a acerola, maracuja
e kiwi e legumes e verduras como brocolis, pimentdo vermelho, repolho e couve-flor
(CERQUEIRA et al, 2007; DE ANGELIS, 2004).

2.5.2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas presentes em microorganismos e
alimentos de origem vegetal e sdo classificados como fenois simples ou polifendis,
baseado no numero de unidades de fenol na molécula, destes destacam- se, os
flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, lignanas e tocoferdis
(ANGELO, 2007).

Sua definicdo quimica os classifica como substancias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos. Seus grupos funcionais apresentam estruturas
multifuncionais variadas que nos alimentos conferem a cor, aroma, adstringéncia e
propriedades antioxidativas. As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos estao
na sua habilidade em doar elétrons, bem como devido sua capacidade quelante, desta
forma interrompendo as reagdes em cadeia e o estresse oxidativo (SILVA et al, 2010).

2.5.2.4 Carotenoides

Sao encontrados na natureza aproximadamente 600 carotenoides, possuem agao
antioxidante, atuam como debeladores do O,', e inibem a peroxidacao lipidica. A

eficiéncia como antioxidante varia entre os diferentes carotenoides, sendo o licopeno
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(C40Hs6), que também é encontrado no plasma e em tecidos humanos, considerado o
mais eficiente como capturador de O,' e radicais peroxil. Estudos sugerem que o
processamento térmico de elevacao de temperatura do licopeno torna o mesmo mais
biodisponivel e, portanto, mais eficaz (BARTOSZ, 2013).

2.5.2.5 Taurina

E um betaminoacido 2 aminoetanosulfénico ndo essencial que esta incorporado
nas proteinas do nosso organismo, sendo um dos mais abundantes compostos no corpo
humano. Sua sintese natural ocorre principalmente no figado e cérebro, onde atua como
neurotransmissor. Também atua melhorando a sinalizagdo dos hormoénios leptina e
insulina, ambos com papel de reguladores da ingestao alimentar e na transformacgao da
glicose em energia (CAMARGO, 2015; CARVALHO, 2006).

Ela esta também ligada ao fator de crescimento celular, apoptose e sintese de
proteina mitocondrial, proporcionando aumento da atividade da cadeia de transporte de
elétrons e protegendo a mitocéndria contra a geragado excessiva de RL, e agindo na
desintoxicacao de acido hipocloroso. Pode ser encontrada nas carnes e peixes (JONG et
al, 2010; SCHAFFER et al, 2009).

2.5.2.6 Flavonodides

Definidos como compostos bioativos séo classificados como compostos fendlicos
que diferem entre si pela sua estrutura quimica e caracteristicas particulares. Ocorrem
como agliconas e glicosideos e sao subdivididos em cinco principais grupos que
compreendem as antocianinas, flavonas, flavononas, flavonois e isoflavonoides. O termo
flavonoide é um nome que define os pigmentos de plantas derivados benzo-g-pirona19,
sua forma é estruturada como difenil propano (CesC3Cs), com dois anéis benzénicos
ligados a um anel pirano (BEHLING, 2008).
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As caracteristicas terapéuticas dos flavonoides concentram- se especialmente na
quercetina, devido seu potencial antioxidante. Atua conferindo protegao contra os RL, e
como queladora dos ions metalicos que podem iniciar a producdo de radicais hidroxila
através da Reacao de Fenton ou Harber-Weis e protegendo a célula contra a peroxidacéo
lipidica. Também considerada terapeuticamente anticarcinogénica e com efeitos

protetores aos sistemas hepatico, renal e cardiovascular (DUZZIONI, 2009).

Alguns alimentos ricos em flavonoides sao os frutos secos, a soja, os chas,
especialmente o cha verde, vinho tinto, frutas citricas como acai, laranja, tangerina, uva,
bulbos como a cebola, tomates e chocolate amargo (BEHLING, 2008; DUZZIONI, 2009).

2.5.2.7 Ubiquinona-Coenzima Q10 (CoQ10)

A Ubiquinona ou CoQ 10 € uma molécula que existe e atua em todas as células do
organismo humano, principalmente nas células que necessitam de um fornecimento
superior de energia, como € o caso das células musculares, como as cardiacas e musculo
esqueléticas. A CoQ 10 desempenha papel fundamental no metabolismo energético,
atuando como um cofator da produgéo de energia mitocondrial e na prote¢cado antioxidante
celular, diminuindo o dano potencial dos RL resultantes da peroxidacao lipidica. Pelos
meios dietéticos ela pode ser encontrada na carne bovina, sardinha, espinafre e no
amendoim (DEICHMANN, 2010).
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3 INTERDISCIPLINARIDADE

O estilo de vida da sociedade atual, associado a maus habitos alimentares e a falta
de atividade fisica, tem levado ao aumento dos indices de obesidade que é considerada
um grave e crescente problema de saude publica, devido as implicagbes nos efeitos
negativos sobre a morbidade e mortalidade de pessoas de ambos os sexos e de diversas

faixas etarias.

A obesidade se torna um sério problema devido ao fato de a doenca além de ser
causada pela sua associacdo com diversas comorbidades, na mesma proporcao ela se
torna fator de risco para varias doencas como as cardiovasculares, metabdlicas e

neoplasicas.

A presencga crbnica da obesidade na vida dos individuos aumenta a carga e
desafios individuais e sociais que recaem sobre todos nds, mesmo que ndo a soframos
diretamente suas consequéncias. Essa condigao gera custos financeiros com um &énus
alto, ndo somente pela necessidade de acompanhamento de saude, mas também pelas
consequéncias psicologicas — emocionais que acometem na diminuigdo da qualidade de

vida particular e laboral.

Na condicdo da doenga obesidade, a preocupacdo primaria esta relacionada
especialmente com a saude humana, entretanto a saude ambiental também é afetada,
pois 0os novos padrdées de dieta e consumo mundial tem estimulado o crescimento
populacional, demandando cada vez mais producdo de alimentos que estdo sendo
consumidos em excesso, todo esse processo necessita de espaco e logo de mais area
desmatada, mais agua e investindo na contramao da sustentabilidade.

Faz-se urgente a incorporagdo de mudangas de conceitos referentes ao consumo
sustentavel e de um estilo de vida mais saudavel aliando dieta e exercicio fisico de
qualidade, e buscando solugdes através de pesquisas a fim de estabelecer formas de
abordagem, tanto para que as pessoas obesas possam ser tratadas, como para que a
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prevaléncia da obesidade que afeta grande parte da populag&o possa ser repensada para

o futuro sustentavel do meio ambiente e dos individuos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Tratamento

A pesquisa realizada envolveu animais de modo que os cuidados tomados
seguiram as diretrizes governamentais, conforme projeto aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Univille, sob o oficio numero 007/2014 PRPPG/CEP.

4.2 Amostra

O tipo de estudo foi quantitativo experimental a partir de amostras de ratos machos
Wistar total amostral (n= 24), com dez semanas de idade (250+50 g de massa corporal),
provenientes do Biotério da Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI. Os animais foram
alocados em caixas com lotagdo maxima de quatro ratos, com ragaéo (consumo em 24h
medido uma vez por semana) e agua ad libitum, ciclo claro-escuro invertido de 12 horas e

temperatura e umidade relativa do ar controladas (2112 °C e 60%, respectivamente).

4.3 Desenho Experimental

4.3.1 Inducéo de Obesidade

Durante oito semanas, vinte e quatro ratos foram divididos em dois grupos de
animais — dieta normolipidica (DNL) e dieta hiperlipidica (DHL). Os animais do grupo DNL
foram alimentados com ragdo-padrao (Nuvital Nutrientes S/A. Curitiba-PR; com

composicao de 70% de carboidratos, 20% de proteinas e 10% lipideos) e agua ad libitum.
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Os animais do grupo DHL foram alimentados com ragao hiperlipidica (Prag Solugdes
Biosciéncias, Jau, Sao Paulo-SP; com composi¢cdo de 20% de carboidratos, 20% de
proteinas e 60% de lipidios) e agua ad libitum.

4.3.2 Formagao dos Grupos Experimentais

ApOs as oito semanas da administracdo das dietas normolipidicas e hiperlipidicas,
os animais foram divididos, aleatériamente, nos seguintes grupos (n=6 cada grupo): dieta
normolipidica sedentarios (DNL-SED); dieta hiperlipidica + treinamento aerébio continuo
(DHL-TC); dieta hiperlipidica + treinamento aerdbio intervalado de alta intensidade (DHL-
HIIT) e; dieta hiperlipidica sedentarios (DHL-SED).

4.4 Protocolos de Treinamento Aerdobico

Os protocolos de treinamento foram realizados durante oito semanas, tendo uma
semana de adaptacao, totalizando nove semanas; os dois protocolos, aconteceram com
frequéncia de cinco dias na semana, 20 graus de inclinagdo da esteira e intensidades
definidas a partir do teste de tolerancia ao esforgo maximo. O treinamento aerdbico
intervalado de alta intensidade (HIIT) consistia em trés minutos a intensidade de 60%
seguidos de quatro minutos a 85% da velocidade maxima do teste. Este ciclo era repetido
sete vezes, totalizando 49 minutos de treinamento. No treinamento aerdbico continuo de
intensidade moderada (TC), a intensidade do exercicio mantinha-se em 60% da
velocidade maxima de teste e a duragao do treinamento era a necessaria para igualar a
distdncia percorrida no treinamento HIIT (protocolos isocaléricos), totalizando
aproximadamente 60 minutos. Ambos os protocolos eram precedidos de cinco minutos de

aquecimento a 40% de intensidade.
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4.4 1 Teste de tolerancia ao esforco maximo

O teste de tolerancia ao esforco maximo foi realizado para encontrar a velocidade
maxima (Vmax) que cada rato poderia correr. Essa Vmax serviu como parametro para a
prescricdo das velocidades de treinamento dos protocolos HIIT e TC. O teste de esforgo
maximo foi realizado em trés momentos: no inicio, apds quatro semanas e na oitava
semana dos protocolos de treinamento. Seguindo o protocolo de Ferreira et al., (2007), o
teste consistiu em uma corrida em esteira ergométrica (modelo KT-4000, IMBRAMED),
com inclinagéo de 20 graus, sendo a velocidade inicial de 6m/min com incremento de
3m/min a cada trés minutos, até a exaustdo do animal (visivel fadiga). Assim que
encontrada a velocidade Vmax, a distancia e a velocidade foram computadas para calculo
da intensidade de treinamento.

4.5 Protocolo Experimental — Amostras

ApOs o término da oitava semana de treinamento aerdbico, totalizando 17 semanas
de experimento, ocorreu o sacrificio dos animais (48h apds a ultima sessao de treino).
Considerando que foram avaliadas técnicas de estresse oxidativo, os animais foram
sacrificados por decapitagdo na auséncia de anestesia e em seguida, o figado e os
musculos foram removidos e o0 sangue coletado para avaliagdo dos parametros de
estresse oxidativo. Os experimentos foram realizados conforme as normas da legislagao e
ética para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo de animais de acordo com a Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008 que estabelece os procedimentos para o uso cientifico
de animais (Brasil, 2008).

4.6 Preparacgao dos Eritrécitos e do Plasma:
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Os eritrocitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de sangue total
obtidas de ratos. O sangue total foi centrifugado a 1,000 x g, o plasma foi separado e
congelado para posterior determinacgéo. Os eritrécitos foram lavados 3 vezes com solugao
salina gelada (0,153 mol/L cloreto de sédio). Os lisados foram preparados pela adigao de
1 mL de agua destilada para 100 pL de eritrocitos lavados e congelados para posterior
determinacao da atividade das enzimas antioxidantes.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, eritrocitos foram
congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por 10 min. O

sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de proteina.

4.7 Preparagao do Tecido

O figado, rim e estruturas cerebrais foram removidas, decapsuladas e mantidas
em gelo com tampdo salina (154 mM NaCl, 5 mM Tris—-HEPES, pH 7.5). O
homogeneizado (15%) (p/v) foi preparado em tampao adequado, conforme metodologia a
ser empregada, usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado
foi centrifugado a x 3.000 g, a 4°C por 15 minutos para remogao de residuos celulares e o
sobrenadante foi estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior
determinacao da atividade das enzimas antioxidantes, TBA-RS, proteinas carboniladas e

conteudo total de sulfidrilas.

4.7.1 TBA-RS

TBA-RS é usado como um indice de dano a lipideos e mede o MDA, um produto
da lipoperoxidagao, causado principalmente por RL OHe. Foi determinado pelo método de
Ohkawa et al. (1979). Os tecidos e plasma foram misturados com &acido tricloroacético a
20% e 0,8% de acido tiobarbiturico e aquecido num banho de agua fervente durante 60
min. Uma curva de calibracdo foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como
precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que o dos
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sobrenadantes. TBA-RS foi determinado espectrofotometricamente a 535 nm. Os
resultados foram expressos em nmol de malondealdeido por mg de proteina.

4.7.2 Proteinas Carboniladas

A carbonilagdo das proteinas foi determinada de acordo com o método descrito
por Reznick e Packer (1993), o qual se baseia na reagdo de carbonilagdo de proteinas
com dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, que foi
medido espectrofotometricamente a 370 nm. Resumidamente, 200 yL de homogeneizado
foi adicionado a tubo de ensaio contendo 400 ul de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado
em HCI 2 M). Foi mantido no escuro durante 1 h e agitado em vértex a cada 15 min.
Depois disso, 500 ul de acido tricloroacético a 20% foi adicionado a cada tubo. A mistura
foi agitada em vortex e centrifugada a 14000 rpm durante 3 min. O sobrenadante obtido
foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol: acetato de etila (1: 1, v/ v),
agitado em vortex e centrifugado a 14000 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi
rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de guanidina 6M (preparado em solugao
de fosfato de potassio 20 mM pH 2,3).

A amostra foi submetida a voértex e incubada a 60°C durante 15 min. Depois
disso, foi centrifugada a 14000 rpm durante 3 min e o sobrenadante foi usado para
medida da absorbancia a 370 nm. Os resultados foram relatados como conteudo de

carbonila (nmol / mg de proteina).

4.7.3 Conteudo Total de Sulfidrilas

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito
por Aksenov e Markesbery (2001), o qual se baseia na redugcdo do acido
ditionitrobenzoico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que foi
mensurado espectrofotometricamente em 412nm. Resumidamente, 50uL de

homogeneizado foram adicionados a 1 ml de tampao PBS pH 7,4 contendo EDTA 1mM. A
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reacao foi iniciada pela adicdo de 30ul de DTNB 10,0mM e incubada durante 30 minutos
a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram expressos em nmol

TNB/mg de proteina.

4.7.4 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Aebi (1984). A decomposigéo
do H,0, foi monitorada em espectrofotometro a 240 nm por 90 segundos. Uma unidade
de enzima é definida como 1 umol de H,O, consumido por minuto e a atividade especifica

foi expressa em unidade por mg de proteina.

4.7.5 Glutationa Peroxidase (GSH-PX)

A atividade da GSH-Px foi determinada pelo método de Wendel (1981) com
algumas modificag¢des. O tert-butil-hidroperdxido foi utilizado como substrato da reagéo. A
decomposicdo do NADPH foi monitorada em espectrofotometro a 340 nm por 4 minutos.
Uma unidade de enzima foi definida como 1 ymol de NADPH consumido por minuto e a

atividade especifica foi expressa em unidade por mg de proteina.

4.7.6 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidagao do pirogalol,
como descrito por Marklund (1985). A auto-oxidagdo do pirogalol foi continuamente
monitorada com espectrofotdmetro em 420nm. A atividade especifica foi expressa em

unidade por mg de proteina.
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4.7.7 Dosagem de Proteinas

A determinagdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

4.8 Analise Estatistica

Os resultados nos diferentes grupos foram representados como média + desvio
padrdo, analisados através do Programa SPSS para Windows, versao 12 (SSPS,
Chicago, IL, USA), utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-
hoc de Duncan, para comparagao entre as médias dos grupos, sendo que os valores de P
< 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ARTIGO 1: EFFECTS OF TWO AEROBIC EXERCISE TRAINING PROTOCOLS ON
PARAMETERS OF OXIDATIVE STRESS IN BLOOD AND LIVER OF OBESE RATS
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ABSTRACT

We evaluated the effects of two aerobic exercise training protocols (AETP), the moderate-
intensity continuous training (MICT) and high-intensity interval training (HIIT), on the alterations
caused by high-fat diet (HFD) on oxidative stress parameters in the blood and liver of rats. First of
all, animals received 8 weeks of HFD or normal-diet (ND); then, plus more 9 weeks of HFD or ND
and two AETP. Results showed that HFD enhanced TBA-RS, protein carbonyl content, reduced
total sulthydryl content, diminished the activity of CAT and GSH-Px and did not alter SOD activity
in the blood of rats, while the protocols of MICT and HIIT prevented the increase in TBA-RS
levels, partially the increase in protein carbonyl content, the reduction of CAT activity, but did not
prevent the reduction in total sulfhydryl content and GSH-Px activity. The HIIT protocol also
enhanced the activity of SOD. Subsequently, results showed that HFD did not alter TBA-RS, total
sulthydryl content and SOD activity in the liver of rats. Furthermore, HFD increased protein
carbonyl content and CAT; and, diminished GSH-Px activities; both exercise protocols could
prevent the increased in protein carbonyl content and the MICT protocol prevented the alteration in
CAT activity, while the HIIT protocol could not prevent this increased; furthermore, both protocols
weren’t able to prevent the decreased in GSH-Px activity. In conclusion, our study showed that
HFD elicits oxidative stress in the blood and liver of rats and that both protocols of AETP (MICT
and HIIT) were able to prevent most of the alterations caused by HFD in the oxidative stress

parameters tested.

Keywords: Aerobic exercise training protocols, oxidative stress, blood, liver.
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INTRODUTION

Obesity is considered a polygenic and multifactorial disease, due to genetic susceptibility and
interactions with dietary, environmental and metabolic variables (Eiholzer et al, 2002). It is
characterized by excessive body fat, resulting from the deposit of triacylglycerol and free fatty
acids, which consequently lead to weight gain and increased body mass index (BMI) (Kumar et al,
2013).

The increase in obesity is closely related to the type of ingested diet, and today there is a
growing demand and supply for a feed known as Cafeteria Diet, westernized or fast food, which is
made up of processed foods rich in fat and carbohydrates, which makes it highly palatable and
caloric, promoting voluntary hyperphagia, able to influence the weight gain, cause dysfunction in
organs and systems, and lead to diseases associated with obesity (Jacobs et al, 2013; Menezes,
2010; Louzada, 2016; Lyra, 2012).

With increasing BMI, the respiratory, metabolic and vascular systems suffering stress, due to
work load greater than wusual, and induces a decrease in physiological reserve with
significant/negative changes in the homeostasis of organism (Coutinho, 2006). Studies have shown
that the prevalence of obesity associated with other comorbidities is rapidly increasing, and it is
closely related to the adoption of a sedentary lifestyle (Gomez-Cabello, 2012; OMS, 2015).

Data shows that obesity is associated with decreased quality of life and the risk of premature
death, being computed as the main cause of preventable death, together to tabaco (Viuniski, 2003).

Another important aspect is that obesity is associated with a chronic inflammatory state,
characterized by abnormalities in the production of proinflammatory cytokines, such as leptin,
whose function is to encode genes involved in the regulation of body weight (Brewis, 2011; Kumar
et al, 2013). The literature shows that in obese individuals is a low sensitivity or an inadequate
response to the action of leptin. Both leptin and angiotensin 2, which have expression and
production in adipocytes, are related to endothelial dysfunction, since it decreases the availability of
nitric oxide and act as generators of free radicals of oxygen, causing damage to the vascular tissue
(Mayer, 2000).

According to Melo (2014), the presence of chronic inflammation predisposes to many
conditions, like diabetes mellitus, dyslipidemia and hypertension, and reduces immune capacity and
increases metabolic and cardiovascular risks. In addition, the disease may also have psychological,

emotional and social impact, being associated with mental disorders, such as depression and anxiety
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(Bolner, 2006; Sassi, 2010). With respect to type 2 diabetes, this occurs due to fatty tissue deposit in
visceral region, which causes an increased production of glucose, and hyperinsulinemia, that
contributes to increased sodium retention, resulting in hypertension and other cardiovascular
diseases (Fox, 2006; Bolner, 2006; Sassi, 2010).

Associated with this condition, the production of free radicals can cause peroxidation of the
polyunsaturated fatty acids present in the cell membranes, with consequent production of lipid
hidroxiperoxides, aldehydes and isoprostanes (Barreiros et al, 2006; Powers and Howley, 2009;
Russel, 1994). Studies have shown that the imbalance between pro-oxidants and antioxidants
defense mechanisms lead to oxidative stress, involved in the etiopathogenesis of various diseases,
including obesity (Mayer, 2000; Powers and Howley, 2009; Ferreira and Matsubara, 1997).

Multiple therapies have been suggested and used to reduce the harmful results of obesity and
its comorbidities, among them are the conduits used to minimize these deleterious effects on the
cellular level, and therefore systemic, such as physical exercise, which is appropriate in most cases
as non-drug therapy, to prevent and treat obesity and their physical and metabolic cellular
complications (Harman, 2003; Sassi, 2010; Amorim and Faria, 2012).

The first study to find a correlation between physical exercise and increase in the antioxidant
enzymes was in 1983, in both cardiac and skeletal muscles (Quintanilha and Packer, 1983). Since
then numerous studies had shown that other tissues responses to exercise by improving the
antioxidant defense system and by increasing its resistance against the free radicals actions (Somani
et al, 1995; Polidori et al. 2000; Sugama et al, 2015). The majority of studies about this theme use
the endurance training to observe these alterations (Radak et al, 2001; Oztasan et al, 2004;
Chalimonkiuk et al, 2015), but recently the high-intensity interval training (HIIT) is being studied
because of its positive effects in many variables and for being considered a time-efficient strategy
(Gibala et al, 2006a; Burgomaster et al, 2008) which is an option to quit the sedentary lifestyle
when there is few time to spend on exercises.

Considering the high global rates of obesity, associated with a sedentary lifestyle, this study
aimed to evaluate the effects of two aerobic exercise training protocols (AETP), the moderate-
intensity continuous training (MICT) and high-intensity interval training (HIIT), on the alterations

caused by high-fat diet (HFD) on oxidative stress parameters in the blood and the liver of rats.
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MATERIALS AND METHODS

Animal model and experimental design

Adult male Wistar rats (70 days old) were obtained from the UNIVALI (Universidade do
Vale de Itajai, Itajai, Brazil) breeding colony, were randomly assigned into HFD (protein, 20%;
carbohydrate, 20%; and, lipid, 60% - Prag Solucdes Biosciéncias, Jau-SP) or normal diet (ND)
(protein, 20 kcal%; carbohydrate, 70 kcal%; and, lipid, 10 kcal%; - Nuvital Nutrientes, Curitiba-
PR) during 8 weeks. The rats were maintained in a light-dark inverted cycle (12:12-h light-dark
cycle), temperature (22 +1°C), controlled environment with free access to their diet and tap water.
Upon completion of the 8 weeks of the diet, animals from the HFD were randomly assigned to one
untrained group (HFD-UNT; n=6) and two trained with different AETP as follow: HFD-MICT, n=6
and HFD-HIIT, n=6. Animals from the ND were assigned to one untrained group (ND-UNT; n=6).
After this phase, these 4 experimental groups had more 9 weeks of diet and training. AETP are
described in detail below. All rats were euthanized three days post last day training. This study was
conducted in accordance with the “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication 85-23,
revised 1985), and was approved by the UNIVILLE (Universidade da Regiao de Joinville, Joinville,
Brazil) Ethics Committee (Protocol No. 002/213 — COEA). All chemicals used in the analysis of

oxidative stress parameters were purchased from Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Aerobic Exercise Training Protocols (AETP): (1) Moderate-Intensity Continuous Training
(MICT) and (2) High-Intensity Interval Training (HIIT)

Before the AETP, rats were conditioned to treadmill exercises over a period of a week (10
minutes of exercise per session), and in the end of this period, they were submitted a graded
treadmill exercise test.

Graded Treadmill Exercise Test: During the test, rats were placed on the treadmill and
allowed to acclimatize for at least 10 minutes. Rats ran on a graded treadmill until exhaustion at 20°
inclination; the speed started at 6 m/min and was increased by 3 m/min every 3 min until rats were
unable to run (Ferreira et al, 2007). The graded treadmill exercise test was performed prior to

exercise training and then during the 4™ and 8™ week of exercise training.
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Both AETP consisted of an 8 week program running on a motorized treadmill (KT-4000
model INBRAMED, RS, Brazil), at 20° inclination, 5 days a week.
(1) MICT: was performed at a treadmill speed corresponding to 60% of the maximum running
speed obtained in the graded treadmill test, which was kept unchanged throughout the entire
session. (2) HIIT was performed in such a way that rats run during 3 min at 60% of the maximum
running speed, followed by 4-min intervals at 85% of the maximum running speed, which was
repeated seven times, so each HIIT session lasted for 49 min. MICT and HIIT protocols were of
matched volume, meaning that total running distances in each session of either MICT or HIIT were
identical; therefore, MICT session duration was adjusted to match HIIT distance (Haram et al,
2008). A 5-min warm up at 40% of the maximum running speed was performed by both trained
groups before each AETP session.
HFD-UNT and ND-UNT animals were placed on the treadmill twice a week for 10 min each

day at 40% of the maximum running speed to maintain running skills.

Erythrocyte and Plasma Preparation
Erythrocytes and plasma were prepared from whole blood samples obtained from rats.
Whole blood was collected and transferred to heparinized tubes for erythrocyte separation. Blood
samples were centrifuged at 1,000 x g, plasma was then removed by aspiration and frozen at —80°C
until use in assays. Erythrocytes were washed three times with cold saline solution (0.153 mol/L
sodium chloride). Lysates were prepared by the addition of 1 mL of distilled water to 100 uL of
washed erythrocytes and frozen at 80°C until determination of the antioxidant enzyme activities.
For antioxidant enzyme activity determination, erythrocytes were frozen and thaw three
times, and centrifuged at 13,500 x g for 10 min. The supernatant was diluted in order to achieve an

approximate concentration of 0.5 mg/mL of protein.

Tissue preparation

After decapitation, the liver was removed and kept in ice-cold buffered sodium phosphate
(20mM, pH 7.4, 140mM KCI). The liver was homogenized in ten volumes (1:10w/v) of appropriate
buffer according to the technique to be performed. Homogenates were prepared using a Potter-
Elvehejem homogenizer (Remi motors, Mumbai, India); by passing 5 pulses and centrifuging at 800

x g for 10min at 4 C before discarding nuclei and cell debris. The pellet was discarded and the
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supernatant was saved in aliquots and stored at  80°C for assaying the activity of antioxidant

enzymes, damage to proteins and estimation of lipid peroxidation (Ferreira et al. 1997).

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS was determined according to the method described by Ohkawa et al. (1979). TBA-
RS methodology measures malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation, caused mainly
by hydroxyl free radicals. Liver and plasma in 1.15% KCI were mixed with 20% trichloroacetic
acid and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling water bath for 60 min. TBA-RS were
determined by the absorbance at 535 nm. A calibration curve was obtained using 1,1,3,3-
tetramethoxypropane as the MDA precursor and each curve point was subjected to the same
treatment as that of the supernatants. TBA-RS content was calculated as nanomoles of MDA

formed per milligram of protein.

Total Sulfhydryl Content

The total thiol group concentration was determined by the method of Aksenov and
Markesbery (2001). Brie y, 50ul of homogenate was added to 1ml of phosphate-buffered saline
(PBS), pH 7.4, containing 1mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The reaction was started
by the addition of 30uL of 10mM 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and incubated for 30
min at room temperature in a dark room. Total sulthydryl content was determined by measuring the
absorbance at 412 nm. Analyses of a blank (DTNB absorbance) was also performed. Results are

reported as nmol 3-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB)/mg protein.

Protein carbonyl Content

Carbonyl content was assayed by a method described by Reznick and Packer (1994), based
on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine to form dinitrophenylhydrazone, a
yellow compound, measured spectrophotometrically at 370 nm. Briefly, 200 pL of homogenate
were added to plastic tubes containing 400uL of 10mM dinitrophenylhydrazine (prepared in 2M
HCI). Samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every 15 min. Subsequently, 500uL of
20% trichloroacetic acid were added to each tube. The mixture was vortexed and centrifuged at
14,000 x g for 3 min and the supernatant obtained was discarded. The pellet was washed with ImL

ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v), vortexed and centrifuged at 14,000 x g for 3 min. The supernatant
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was discarded and the pellet re-suspended in 600uL of 6M guanidine (prepared in a 20mM
potassium phosphate solution, pH 2.3), before vortexing and incubating at 60°C for 15 min.
Samples were then centrifuged at 14,000 x g for 3 min and the supernatant was used to measure
absorbance at 370 nm (UV) in a quartz cuvette. Results were reported as carbonyl content (nmol/mg

protein).

Catalase assay (CAT)

CAT activity was assayed by the method of Aebi (1984) using a UV-visible Shimadzu
spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of H,O, at 240 nm in a reaction
medium containing 20mM H,0,;, 0.1 % Triton X-100, 10mM potassium phosphate buffer, pH 7.0,
and 0.1-0.3mg protein/mL. One CAT unit is defined as 1umol of H,O, consumed per minute and

the specific activity is calculated as CAT units/mg protein.

Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel (1981) using tert-butyl-
hydroperoxide as substrate. NADPH disappearance was monitored at 340nm using a UV—visible
Shimadzu spectrophotometer. The medium contained 2mM GSH, 0.15U/mL GSH reductase,
0.4mM azide, 0.5mM tertbutyl- hydroperoxide and 0.1mM NADPH. One GSH-Px unit is defined
as lumol of NADPH consumed per minute and the specific activity is presented as GSH-Px

units/mg protein.

Superoxide Dismutase assay (SOD)

The method used to assay SOD activity is based on the capacity of pyrogallol to autoxidize, a
process highly dependent on superoxide (O,”) which is a substrate for SOD (Marklund, 1985).
Briefly, to 15ul of each sample, 215ul of a mixture containing S0uM Tris buffer, pH 8.2, 1uM
EDTA and 30uM CAT were added. Subsequently, 20ul of pyrogallol were added and the
absorbance was immediately recorded every 30 seconds for 3 minutes at 420 nm using a UV—
visible Shimadzu spectrophotometer. The inhibition of autoxidation of pyrogallol occurs in the
presence of SOD, whose activity can be indirectly assayed spectrophotometrically. A calibration
curve was performed with purified SOD as reference, to calculate the activity of SOD present in the
samples. One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of pyrogallol

autoxidation and the specific activity is reported as SOD units/mg protein.
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Protein determination
Protein was measured by the Lowry et al. (1951) method, using serum bovine albumin as

standard.

Statistical analysis

The data are presented as means and standard error of the means (mean = SEM). One-way
ANOVA with post hoc testing by Duncan was used to compare the effects of training in all
analyses. Statistical significance was considered achieved when the p-value was <0.05. We used the

statistical program SPSS.

RESULTS

First, we investigated the effect of two AETP, MICT and HIIT on the TBA-RS (important
parameter of lipid peroxidation), total sulthydryl content and total carbonyl content (important
parameters of protein damage) and on the activity of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GSH-
Px) in the blood/plasma of rats submitted to HFD.

Figure 1 shows that HFD significantly enhanced TBA-RS (A) and protein carbonyl
content (C) in the HFD-UNT group when compared to the ND-UNT group (p<0.05), while the
protocols of MICT and HIIT prevented the increase in TBA-RS levels and partially the increase in
protein carbonyl content in the HFD- MICT and HFD-HIIT groups, respectively. Furthermore,
Figure 1 (B) shows that HFD reduced significantly total sulfhydryl content in the HFD-UNT group
when compared to ND-UNT group (p<0.05). In this parameter, the different protocols of training
(MICT and HIIT) weren't able to prevent the alteration.

As can be seen in Figure 2, HFD significantly diminished the activity of CAT (B) (p<0.05)
and GSH-Px (C) (p<0.05) in the HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group, but did
not alter SOD (A) activity. In relation to the activity of SOD, the protocol of HIIT enhanced
significantly the activity of this enzyme in the group HFD-HIIT, when compared to the HFD-UNT
and ND-UNT groups (p<0.05). The protocols were able to prevent the reduction of CAT activity
observed in the HFD-UNT group (p<0.05) and the protocol HIIT increased significantly the activity
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of this enzyme (HD-HIIT group) when compared to the ND-UNT group (p<0.05); however, the
different AETP didn’t prevent the reduction in GSH-Px activity observed in the HFD-UNT rats.

Subsequently, we investigated the effect of the two AETP, MICT and HIIT, on the same
parameters of oxidative stress and antioxidant enzymes activity in the liver of rats submitted to
HFD.

Figure 3 shows that HFD did not alter TBA-RS (A) and total sulthydryl content (B) in the
HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group in the liver of rats. However protein
carbonyl content was significantly increased in the HFD-UNT group, when compared to the ND-
UNT group (p<0.05). Furthermore, the protocols of MICT and HIIT were able to prevent the
increased in protein carbonyl content in the liver rats (p<0.05).

With regard to SOD activity, Figure 4 (A) shows that HFD did not alter this enzyme activity
in the HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group. The AETP also did not alter the
enzyme activity, when compared the groups HFD- MICT and HFD-HIIT to the groups HFD-UNT
and ND-UNT. In relation to CAT activity, Figure 4 (B), HFD increased significantly this enzyme
activity in the HFD-UNT group when compared to the ND-UNT group (p<0.05). The protocol
MICT prevented this alteration (HFD-MICT group) when compared to HFD-UNT group (p<0.05)
and the protocol HIIT (HFD-HIT group) didn't prevent this alteration. Considering GSH-Px
activity, Figure 4 (C), shows that HFD significantly diminished the activity of the enzyme in the
HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group (p<0.05). Furthermore, the different

protocols of training (MICT and HIT) weren’t able to prevent this alteration.

DISCUSSION

The oxidative stress is considered an imbalance between pro-oxidants and antioxidants
factors, having as consequence cellular injury. This process contributes significantly to the
pathophysiology of several diseases, due to increased production of reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS), which are associated with inflammatory process in obesity and
its comorbidities, among them, hypertension, dyslipidemias, diabetes, cardiovascular disease, sleep

apnea, osteoarthritis and some cancers (Tomao et al, 2015).



65

The link between obesity, inflammation and oxidative stress occurs by various
physicochemical mechanisms, such as elevated circulating glucose levels and increase in the
production and storage of lipids, stimulation of mitochondrial fatty acid oxidation and also to the
increase of pro inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-o) and
interleukin-6 (IL-6) that lead to oxidative stress and are present in the obese condition (Huang ET
AL, 2015; Higa ET AL, 2014, Cancello, R.; Clement, K., 2006).

As such, the aim of this study was to investigate the effect of two AETP, MICT and HIIT,
on parameters of oxidative stress, such as TBARS, total sulthydryl content and total carbonyl
content, to correlate with pro-oxidant factors, and on the activity of antioxidant enzymes (CAT,
SOD and GSH-Px) in the blood/plasma and liver of rats submitted to HFD, with the intention of
minimizing the oxidative stress caused in this condition.

This study revealed that HFD significantly enhanced TBA-RS and protein carbonyl content
and reduced total sulfhydryl content in the HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT
group. These data, corroborates to Yida et al (2015) findings, where HFD feeding caused
inflammation and oxidative stress in liver and kidney of rats. In the present study, the protocols of
MICT and HIIT prevented the increase in TBA-RS, partially the alteration in protein carbonyl
content, however weren’t able to prevent the reduction in the total sulfhydryl content in the HFD
group. TBA-RS reflect the content of malondialdehyde, the most abundant individual aldehyde that
results from lipid peroxidation processes (Halliwell and Whiteman, 2004). In contrast, the level of
protein carbonyl and sulthydryl content is widely used as a marker of oxidative protein damage.
Thus, our data indicate that HFD elicits oxidative damage to lipids and proteins in the blood of
obese rats, and that the protocols were more effective in protect the damage caused in lipids,
protecting against lipid peroxidation.

The antioxidant enzymes are important endogenous defenses required to inhibit the formation
of ROS or to promote the removal of free radicals and their precursors. The main antioxidant
enzymes are CAT, SOD, GSH-Px and glutathione reductase. CAT is a ferric heme protein that
directly catalyzes the decomposition of hydrogen peroxide (H,O;). SOD removes the anion
superoxide by accelerating the rate of its dismutation to H,O, (Halliwell, 2014). GSH-Px catalyzes
the decomposition of H,O, or organic peroxides, using the cofactor glutathione (GSH), which is
oxidized (GSSG). To complete the redox cycle, glutathione reductase reduces GSSG to GSH
(Young and Woodside, 2001).
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With respect to antioxidant enzymes, HFD diminished the activity of CAT and GSH-Px in the
HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group, but did not alter SOD activity in the
erythrocytes of obese rats. Considering the AETP, the HIIT protocol enhanced the activity of SOD
in the group HFD-HIIT, suggesting that this protocol modulate this enzyme activity. Both protocols
were able to prevent the reduction of CAT activity observed in the HFD-UNT group and increased
the activity of this enzyme when compared to the ND-UNT group; suggesting that the protocols
modulate the activity of CAT. By the way, the different protocols didn’t prevent the reduction in
GSH-Px activity observed in the HFD-UNT rats. This data correlates with the incapacity of the
different protocols to prevent the reduction in the total sulfhydryl content, since glutathione (GSH)
is a co-factor for this enzyme.

Considering that the HIIT protocol were able to increased the activity of SOD in the
erythrocytes, means that this allowed greater removal of superoxide and formation of H,O,, which
was detoxified by increasing CAT activity in both AETP (MICT and HIIT), preventing thereby the
formation of the hydroxyl radicals, which it is considered the most harmful to the cells. The
increase in CAT activity, caused by different protocols, may be occurred in function of reduction in
GSH-Px activity, since the AETP with both protocols weren't prevent this alteration.

Since oxidative stress results from an imbalance between the total antioxidant defense of the
tissue and the reactive species generated, our present data strongly indicate that obesity provokes
oxidative stress in the blood of rats, which induces oxidation of lipids and proteins and changes in
CAT and GSH-Px activities. Our data also indicate that exercise influence in a positive way,
minimizing oxidative stress and modulating antioxidant activity. These results corroborate with the
Shing et al (2007) study where eight highly-trained male cyclists enhanced resting plasma total
antioxidant status concentration and reduced the post-exercise increase in plasma MDA
concentrations after three days of high-intensity exercise.

Furthermore, this study also showed that HFD increased protein carbonyl content, but did not
alter TBA-RS, total sulthydryl content and the activity of SOD in the HFD-UNT group, when
compared to the ND-UNT group in the liver of rats. In addition, both AETP (MICT and HIIT)
preventing the increase in protein carbonyl content, and did not alter the others parameters
analyzed.

In relation to CAT and GSH-Px activities, HFD increased CAT and decreased GSH-Px
activities in the HFD-UNT group, when compared to the ND-UNT group. The increase in CAT
activity probably occurred to compensate the reduction in GSH-Px activity caused by HFD. The
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MICT protocol (HFD- MICT) prevented the alteration in CAT activity, when compared to HFD-
UNT group, while the HIIT protocol did not prevent this alteration. Furthermore, the different
AETP (MICT and HIIT) weren't able to prevent the reduction in GSH-Px activity in the liver of
obese rats. These results showed that the MICT protocol modulate the activity of CAT in the liver
of obese rats, preventing the increase in the levels of H,O,, which increase the levels of hydroxyl
radicals, that causes damage to proteins, lipids and DNA, suggesting that the MICT protocol is
more effective than the HIIT protocol to prevent this alteration and minimize injury to the tissue.

Our results corroborate to the studies of Pimenta et al (2015), which showed that HFD
exacerbates the deleterious effect of free radicals. Also, reported that the HIIT protocol increases
the immune defenses, causing increased resistance to infectious diseases (Pimenta et al (2015).
According to Aguiar and Pinho (2007), performing aerobic exercise training increases the
antioxidant defenses, which is correlated to morphological and functional adaptations that give
adaptation of the organism against oxidative stress.

In conclusion, our study showed that HFD elicits oxidative stress in the blood and liver of
rats. Moreover, both AETP (MICT and HIIT) were able to prevent most of the alterations caused by
HFD in oxidative stress parameters tested, inducing similar beneficial effects on redox homeostasis.
However, further studies are necessary to evaluate which configuration of physical exercise session
(type, duration, intensity), could be useful as a potential adjuvant for the prevention of obesity and

oxidative stress induced by obesity in humans.
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Figure 1. Oxidative stress parameters, (A) Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS); (B)
Total Sulthydryl Content; and (C) Protein carbonyl Content in the plasma. The experimental
animals were divided into four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-UNT (high-fat
diet untrained; n=6), HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous training; n=6) and
HFD-HIIT (high-fat diet + High-intensity interval training; n=6). The data are presented as mean =+
SEM and were compared between groups by one-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc

Duncan. *, p<0.05 vs. ND-UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT. A, p <0.05 vs.ND-UNT and HFD-
UNT.
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Figure 2. Antioxidant enzymes, (A) Superoxide dismutase (SOD), (B) catalase (CAT) and (C)
Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px) in the erytrocytes. The experimental animals were divided
into four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-UNT (high-fat diet untrained; n=6),
HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous training; n=6) and HFD-HIIT (high-fat
diet + High-intensity interval training; n=6). The data are presented as mean = SEM and were
compared between groups by one-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc Duncan. *,

p<0.05 vs. ND-UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT.



70

FIGURE 3:

-3
m
7]

s

B E
is— i‘l . £ L
nE" EE!: %i:
£ o] £ Ei
LS g8 ; i3 ¢
£ 7 £33 i
B £,

o T ‘5‘ ) L} T G;\ 6“

“{’ﬂ{‘ q‘@g“ & & ‘pf & @”ﬁ &

Liver Liver

Figure 3. Oxidative stress parameters, (A) -Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS); (B) Total
Sulthydryl Content; and (C) Protein carbonyl Content) in the liver. The experimental animals were
divided into four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-UNT (high-fat diet untrained;
n=6), HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous training; n=6) and HFD-HIIT (high-fat
diet + High-intensity interval training; n=6). The data are presented as mean + SEM and were compared

between groups by one-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc Duncan. *, p<0.05 vs. ND-
UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT.
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Figure 4. Antioxidant enzymes, (A) Superoxide dismutase (SOD), (B) catalase (CAT) and (C)
Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px) in the liver. The experimental animals were divided into
four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-UNT (high-fat diet untrained; n=6),
HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous training; n=6) and HFD-HIIT (high-fat
diet + High-intensity interval training; n=6). The data are presented as mean + SEM and were
compared between groups by one-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc Duncan. *,

p<0.05 vs. ND-UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT.
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ABSTRACT

We evaluated the effects of two aerobic exercise training protocols (AETP), the moderate-
intensity continuous training (MICT) and high-intensity interval training (HIIT), on the alterations
caused by high-fat diet (HFD) on oxidative stress parameters in the skeletal muscles of rats. First of
all, animals received 8 weeks of HFD or normal-diet (ND); then, plus more 9 weeks of HFD or ND
and two AETP. Results showed that HFD did not alter TBA-RS in the soleus and plantar muscles,
also did not alter total sulfhydryl content , but regarding the protocols of AET (HIIT and MICT)
caused a significantly decrease in TBA-RS levels in the plantar muscle, when compared to HFD-
UNT group. HFD did not alter total sulfhydryl content in the soleus and plantar muscles, but both
protocols of AET (HIIT and MICT) increased total sulthydryl content in the soleus muscle and the
protocol of MICT also increased total sulfhydryl content in the plantar muscle. HFD did not alter
this parameter of protein carbonyl content in soleus and plantaris muscles when compared to the
control groups (ND-UNT) and also did not alter HIIT protocol. HFD did not alter SOD activity in
the soleus muscle in the HFD-UNT group, but reduced significantly this enzyme activity in the
plantar muscle when compared to the ND-UNT group. HFD enhance SOD activity in the soleus
muscle in the MICT group, when compared to the UNT group. Both protocols were able to revert
the decrease in SOD activity caused by HFD in the plantar muscle. HFD increased significantly
CAT activity in the soleus muscle in the UNT group when compared to the ND group, but did not
alter this enzyme activity in the plantar muscle. The HIIT protocol prevented this alteration in the
soleus muscle, when compared the result to the HFD-UNT group. both protocols increased
significantly the activity of CAT (HFD-MICT and HFD-HITT groups) when compared to the ND-
UNT and HFD-UNT group, in the plantar muscle. HFD reduced significantly activity of the
enzyme GSH-Px in both muscle in the UNT group, when compared to the ND-UNT group. The
MICT protocol prevented this reduction and the HIIT protocol partially prevented, when compared
to HFD-UNT group, in the soleus muscle. Considering plantaris muscle, while the MICT protocol
did not prevent the reduction in GSH-Px activity, the HIIT protocol could partially prevent when
compared to HFD-UNT group. In conclusion, our study showed that HFD elicits oxidative stress in
the skeletal muscle of rats and that both protocols of AETP (MICT and HIIT) were able to prevent

most of the alterations caused by HFD in the oxidative stress parameters tested.

Keywords: Aerobic exercise training protocols, oxidative stress, skeletal muscles.
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INTRODUTION

Obesity is a chronic disease, whose determinant is the excessive accumulation of triglycerides
in adipose tissue, due to the energy imbalance between greater intake of foods with high fat and
sugar content and a reduced energy consumption, which can be measured by the Index Body mass
(BMI). Obesity has complex etiology, due to its multifactorial aspect, a result of interactions

between genetic, metabolic and environmental factors (Curi et al, 2007).

Simultaneously, obesity is also a risk factor for various cardiovascular diseases, such as
hypertension and atherosclerosis, and metabolic endocrine-diseases, such as diabetes mellitus type
2.The interaction is a consequence of abnormal bio-metabolic process, including, endothelial
dysfunction influenced by the lipid profile, glycemic, and distribution of solutes and water. Obesity
is also associated with induction of cellular events that lead to mitochondrial production of reactive
oxygen species (ROS), via respiratory chain (Amarante et al, 2007; Bonetti et al, 2003). According
to Pimenta et al. (2015), the high fat diet exacerbates the deleterious effects of free radicals in

animal model using rats.

Data from the literature show that multiple therapies have been suggested and used to reduce
the harmful results of obesity and its comorbidities, among them are the conduits addressed to
minimize the deleterious effects on the cellular level, and therefore systemic, such as physical
exercise, which is appropriate in most cases as non-drug therapy to prevent and treat obesity and its

metabolic and physical-cell complications (Harman, 2003; Sassi 2010; Amorim et al., 2012).

Studies have proven that regular physical activity and systematic is beneficial in the
prevention and rehabilitation of damage to health, since it helps in metabolic control, activating and
amplifying the functioning of all organs, through induced adaptations on various body systems.
Among the models of exercises, we highlight the interval and continuous (Fox, 2006; Sijie et al,
2012). Interval type training is performed intermittently, being characterized by alternating periods
of exercise, combined with rest intervals, since the continuous training is characterized by the
execution of low and medium intensity exercise, for a period of time, with only a recovery interval,
occurring after termination (Almeida and Pires, 2008; Astorino et al, 2013; Pimenta et al, 2015).

Considering the high global rates of obesity, associated with physical inactivity and dietary
changes resulting from population lifestyle, this study aimed to evaluate the effects of two aerobic

exercise training protocols (AETP), the moderate-intensity continuous training (MICT) and high-
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intensity interval training (HIIT), on the alterations caused by high-fat diet (HFD) on oxidative

stress parameters in the soleus and plantar muscles of rats.

MATERIALS AND METHODS

Animal model and experimental design

Adult male Wistar rats (70 days old) were obtained from the UNIVALI (Universidade do
Vale de Itajai, Itajai, Brazil) breeding colony, were randomly assigned into HFD (protein, 20%;
carbohydrate, 20%; and, lipid, 60% - Prag Solucdes Biosciéncias, Jau-SP) or normal diet (ND)
(protein, 20 kcal%; carbohydrate, 70 kcal%; and, lipid, 10 kcal%; - Nuvital Nutrientes, Curitiba-
PR) during 8 weeks. The rats were maintained in a light-dark inverted cycle (12:12-h light-dark
cycle), temperature (22 +1°C), controlled environment with free access to their diet and tap water.
Upon completion of the 8 weeks of the diet, animals from the HFD were randomly assigned to one
untrained group (HFD-UNT; n=6 ) and two trained with different AETP as follow: HFD-MICT,
n=6 and HFD-HIIT, n=6. Animals from the ND were assigned to one untrained group (ND-UNT;
n=6). After this phase, these 4 experimental groups had more 9 weeks of diet and training. AETP
are described in detail below. All rats were euthanized three days post last day training. This study
was conducted in accordance with the “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication
85-23, revised 1985), and was approved by the UNIVILLE (Universidade da Regido de Joinville,
Joinville, Brazil) Ethics Committee (Protocol No. 002/213 — COEA). All chemicals used in the
analysis of oxidative stress parameters were purchased from Sigma Chemical Co., St Louis, MO,

USA.

Aerobic Exercise Training Protocols (AETP): (1) Moderate-Intensity Continuous Training
(MICT) and (2) High-Intensity Interval Training (HIIT)

Before the AETP, rats were conditioned to treadmill exercises over a period of a week (10
minutes of exercise per session), and in the end of this period, they were submitted a graded
treadmill exercise test.

Graded Treadmill Exercise Test: During the test, rats were placed on the treadmill and
allowed to acclimatize for at least 10 minutes. Rats ran on a graded treadmill until exhaustion at 20°

inclination; the speed started at 6 m/min and was increased by 3 m/min every 3 min until rats were
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unable to run (Ferreira et al.,, 1997). The graded treadmill exercise test was performed prior to
exercise training and then during the 4™ and 8" week of exercise training.

Both AETP consisted of an 8 week program running on a motorized treadmill (KT-4000 model
INBRAMED, RS, Brazil), at 20° inclination, 5 days a week.

(1) MICT: was performed at a treadmill speed corresponding to 60% of the maximum
running speed obtained in the graded treadmill test, which was kept unchanged throughout the
entire session. (2) HIIT was performed in such a way that rats run during 3 min at 60% of the
maximum running speed, followed by 4-min intervals at 85% of the maximum running speed,
which was repeated seven times, so each HIIT session lasted for 49 min. MICT and HIIT protocols
were of matched volume, meaning that total running distances in each session of either MICT or
HIIT were identical; therefore, MICT session duration was adjusted to match HIIT distance (Haram
et al, 2008). A 5-min warm up at 40% of the maximum running speed was performed by both
trained groups before each AETP session.

HFD-UNT and ND-UNT animals were placed on the treadmill twice a week for 10 min each

day at 40% of the maximum running speed to maintain running skills.

Tissue preparation

After decapitation, the skeletal muscle soleus and plantar were removed and kept in ice-cold
buffered sodium phosphate (20mM, pH 7.4, 140mM KCIl). The skeletal muscle soleus and plantar
were homogenized in ten volumes (1:10w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing
140 mM KCI. Homogenates were prepared using a Potter-Elvehejem homogenizer (Remi motors,
Mumbeai, India); by passing 5 pulses and were centrifuged at 750 x g for 10 min at 4°C to discard
nuclei and cell debris (Evelson et al., 2001). The pellet was discarded and the supernatant was saved
in aliquots and stored at 80°C for assaying the activity of antioxidant enzymes, damage to proteins

and estimation of lipid peroxidation.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS was determined according to the method described by Ohkawa et al. (1979). TBA-
RS methodology measures malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation, caused mainly
by hydroxyl free radicals. Tissues were mixed with 20% trichloroacetic acid and 0.8%

thiobarbituric acid and heated in a boiling water bath for 60 min. TBA-RS were determined by the
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absorbance at 535 nm. A calibration curve was obtained using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the
MDA precursor and each curve point was subjected to the same treatment as that of the
supernatants. TBA-RS content was calculated as nanomoles of MDA formed per milligram of

protein.

Total Sulfhydryl Content

The total thiol group concentration was determined by the method of Aksenov and
Markesbery (2001). Brie y, 50ul of homogenate was added to Iml of phosphate-buffered saline
(PBS), pH 7.4, containing 1mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The reaction was started
by the addition of 30uL of 10mM 5,5"-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and incubated for 30
min at room temperature in a dark room. Total sulfhydryl content was determined by measuring the
absorbance at 412 nm. Analyses of a blank (DTNB absorbance) was also performed. Results are

reported as nmol 3-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB)/mg protein.

Protein carbonyl Content

Carbonyl content was assayed by a method described by Reznick and Packer (1994), based
on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine to form dinitrophenylhydrazone, a
yellow compound, measured spectrophotometrically at 370 nm. Briefly, 200 pL of homogenate
were added to plastic tubes containing 400uL of 10mM dinitrophenylhydrazine (prepared in 2M
HCI). Samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every 15 min. Subsequently, 500uL of
20% trichloroacetic acid were added to each tube. The mixture was vortexed and centrifuged at
14,000 x g for 3 min and the supernatant obtained was discarded. The pellet was washed with ImL
ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v), vortexed and centrifuged at 14,000 x g for 3 min. The supernatant
was discarded and the pellet re-suspended in 600uL. of 6M guanidine (prepared in a 20mM
potassium phosphate solution, pH 2.3), before vortexing and incubating at 60°C for 15 min.
Samples were then centrifuged at 14,000 x g for 3 min and the supernatant was used to measure
absorbance at 370 nm (UV) in a quartz cuvette. Results were reported as carbonyl content (nmol/mg

protein).

Catalase assay (CAT)
CAT activity was assayed by the method of Aebi (1984) using a UV—visible Shimadzu

spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of H,O; at 240 nm in a reaction
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medium containing 20mM H,0,;, 0.1 % Triton X-100, 10mM potassium phosphate buffer, pH 7.0,
and 0.1-0.3mg protein/mL. One CAT unit is defined as 1umol of H,O, consumed per minute and

the specific activity is calculated as CAT units/mg protein.

Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel (1981) using tert-butyl-
hydroperoxide as substrate. NADPH disappearance was monitored at 340nm using a UV—visible
Shimadzu spectrophotometer. The medium contained 2mM GSH, 0.15U/mL GSH reductase,
0.4mM azide, 0.5mM tertbutyl- hydroperoxide and 0.1mM NADPH. One GSH-Px unit is defined
as lumol of NADPH consumed per minute and the specific activity is presented as GSH-Px

units/mg protein.

Superoxide Dismutase assay (SOD)

The method used to assay SOD activity is based on the capacity of pyrogallol to autoxidize, a
process highly dependent on superoxide (O,”) which is a substrate for SOD (Marklund, 1985).
Briefly, to 15ul of each sample, 215ul of a mixture containing S0uM Tris buffer, pH 8.2, 1uM
EDTA and 30uM CAT were added. Subsequently, 20ul of pyrogallol were added and the
absorbance was immediately recorded every 30 seconds for 3 minutes at 420 nm using a UV—
visible Shimadzu spectrophotometer. The inhibition of autoxidation of pyrogallol occurs in the
presence of SOD, whose activity can be indirectly assayed spectrophotometrically. A calibration
curve was performed with purified SOD as reference, to calculate the activity of SOD present in the
samples. One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of pyrogallol

autoxidation and the specific activity is reported as SOD units/mg protein.

Protein determination
Protein was measured by the Lowry et al. (1951) method, using serum bovine albumin as

standard.

Statistical analysis
The data are presented as means and standard error of the means (mean = SEM). One-way

ANOVA with post hoc testing by Duncan was used to compare the effects of training in all
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analyses. Statistical significance was considered achieved when the p-value was <0.05. We used the

statistical program SPSS for Windows version 12.

RESULTS

We initially verified the effect of two protocols of AET, HIIT and MICT, on an important
parameter of lipid peroxidation, namely TBA-RS, and on important parameters of protein damage,
namely total sulthydryl content and total carbonyl content in the soleus and plantar muscles of rats
submitted to HFD.

Figure 1 shows that HFD did not alter TBA-RS (A) in the soleus and plantar muscles,
respectively. Both protocols of AET (HIIT and MICT) did not alter this parameter in soleus muscle,
but caused a significantly decrease in TBA-RS levels in the plantar muscle, when compared to
HFD-UNT group (p<0.05). Furthermore, HFD did not alter total sulthydryl content (B) bbin the
soleus and plantar muscles. Conversely, both protocols of AET (HIIT and MICT) increased total
sulthydryl content in the soleus muscle and the protocol of MICT also increased total sulthydryl
content in the plantar muscle of rats. Regarding to protein carbonyl content (C), HFD did not alter
this parameter in soleus and plantaris muscles when compared to the control groups (ND-UNT) and
HIIT protocol, also did not alter this parameter. However, the MICT protocol reduced significantly
the levels of protein carbonyl content in both types of skeletal muscles when compared to HFD-
UNT group (p<0.05).

Subsequently, the effect of two protocols of AET, HIIT and MICT, on antioxidant defenses in
the soleus and plantar skeletal muscle homogenates were also investigated, in rats submitted to
HFD, by evaluating the activities of antioxidant enzymes, namely SOD, CAT and GSH-Px.

As can be seen in Figure 2, in the soleus muscle, HFD did not alter SOD (A) activity in the
HFD-UNT group, but reduced significantly this enzyme activity in the plantar muscle when
compared to the ND-UNT group (p<0.05). The protocol MICT were able to enhance SOD activity
(HFD-MICT group), when compared to the group HFD-UNT in the soleus muscle (p<0.5). Both
protocols were able to revert the decrease in SOD activity caused by HFD in the plantar muscle of
rats (p<0.05). With regard to the activity of CAT, Figure 2 (B) shows that HFD increased
significantly this activity in the HFD-UNT group when compared to the ND-UNT group, in the
soleus muscle (p<0.05) and did not alter this enzyme activity in the plantar muscle. The HIIT
protocol prevented this alteration in the soleus muscle, when compared the result to the HFD-UNT

group (P<0.05) and both protocols increased significantly the activity of CAT (HFD-MICT and
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HFD-HITT groups) when compared to the ND-UNT and HFD-UNT group, in the plantar muscle
(p<0.05). With respect to the activity of the enzyme GSH-Px, Figure 2C shows that HFD reduced
significantly this enzyme activity in the HFD-UNT group, in both muscle when compared to the
ND-UNT group (p<0.05). The MICT protocol prevented this reduction and the HIIT protocol
partially prevented, when compared to HFD-UNT group, in the soleus muscle. Considering
plantaris muscle, while the MICT protocol did not prevent the reduction in GSH-Px activity, the
HIIT protocol could partially prevent when compared to HFD-UNT group (P<0.05).

DISCUSSION

Obesity is strongly related with oxidative stress, and the physical exercise that has the ability
to increase the energy expenditure body it has been considered as an important resource for prevent
or assist in the treatment of obesity, since it also provides a stimulatory effect of the endogenous
antioxidant defenses, promoting a balance between the damage induced by pro oxidants and
antioxidants repair mechanisms (Cruzat et al, 2007; Pinho et al, 2010).

The aim of the present study was to investigate the effect of two different protocols of AET,
HIIT and MICT, on the status of oxidative stress in the soleus and plantar muscles of rats submitted
to HFD. The effects of different protocols of AET on these skeletal muscles were studied, since
these muscles have important functions that may have been damaged by oxidative stress caused by
HFD. We measured different biomarkers of oxidative stress; TBA-RS, total sulthydryl content,
protein carbonyl content, as well as the activities of the antioxidant enzymes CAT, SOD and GSH-
Px. Our study revealed different effects with respect to the different protocols analyzed on the
parameters of oxidative stress in the biological samples investigated.

This study revealed that HFD did not alter TBA-RS in the soleus and plantar muscle and
that both protocols of AET (HIIT and MICT) also did not alter this parameter in soleus muscle, but
cause a decrease in TBA-RS levels in the plantar muscle, when compared to HFD-UNT group.
Furthermore, HFD did not alter total sulthydryl content in the soleus and plantar muscles.
Conversely, both protocols of AET (HIIT and MICT) increased total sulfthydryl content in the
soleus muscle and the protocol of MICT also increased total sulthydryl content in the plantar
muscle of rats. Regarding to protein carbonyl content (C), HFD did not alter this parameter in
soleus and plantaris muscles, when compared to the control groups (ND-UNT), and both protocols
also did not alter this parameter. However, the MICT protocol could reduced the levels of protein

carbonyl content in both types of skeletal muscles when compared to the HFD-UNT group.
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According to our results, although HFD did not alter the levels of TBAR-RS, total sulfhydryl
content and the levels of protein carbonyl content, both types of exercise reduced TBARS levels in
the plantar muscle, suggesting that aerobic physical activity, in the long term, it is effective to
reduce lipid peroxidation in this muscle. In addition, our results suggest that aerobic exercise also
prevents protein damage, since both protocols increased total sulthydryl content in the soleus
muscle, and the protocol of MICT increased total sulthydryl content in the plantar muscle of rats.
Corroborating to prevent protein damage, the MICT protocol also showed a tendency to reduce the
levels of protein carbonyl content in both types of skeletal muscles.

With respect to antioxidant enzymes, results showed that HFD did not alter SOD activity in
the soleus muscle, but reduced this enzyme activity in the plantar muscle. The protocol MICT were
able to enhance SOD activity in the soleus muscle and both protocols reverted the decrease in SOD
activity caused by HFD in the plantar muscle of rats. With regard to the activity of CAT, HFD
increased this enzyme activity in the soleus muscle and did not alter this enzyme activity in the
plantar muscle. The protocol of HIIT prevented this alteration in the soleus muscle and both
protocols increased the activity of CAT in the plantar muscle. With respect to the activity of the
enzyme GSH-Px, HFD reduced this enzyme activity in both muscles and the MICT protocol totally
prevented this alteration and the HIIT protocol prevented just partially in the soleus muscle;
considering plantaris muscle, the MICT protocol did not prevent the reduction in GSH-Px activity
but the HIIT protocol was able to partially prevented this reduction.

Regarding the study of Pimenta et al. (2015), HFD exacerbates the deleterious effects of free
radicals. On the other hand, the routine of moderately intense exercise increases the immune
defenses. According to the study of Motta et al (2015), in an animal model trained, there was
increased expression of antioxidant enzymes and the HIIT model, short-term, attenuated oxidative
stress and regulated antioxidant activity, after nine training sessions. In the study of Sechang et al.
(2013), physical training was effective in reducing serum levels of inflammation and oxidative
stress markers, such as reactive substances to thiobarbituric acid. Also Aguiar and Pinho (2007)
showed that performing aerobic exercise training increases the antioxidant defenses, which is
correlated to morphological and functional adaptations that give adaptation of the organism against
oxidative stress.

According to Powers and Jackson (2008), the antioxidant enzymes in skeletal muscle are not
constant and can be modulated by patterns of activity, including intensity, duration and type,

resulting in a variability of effects on the antioxidant enzymes. Our results showed that both types
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of AET protocols, positively modulated the enzymes SOD and CAT in the skeletal muscles studied,
but were less effective in the modulation of GSH-Px enzyme activity. Corroborating with previous
studies, our results also suggest that the amount of daily training, the training time, as well as the
chosen type of aerobic exercise are essential to positively modulate the process, since both types of
aerobic exercise performed correlated inversely with oxidative stress in the muscles evaluated, since
they modulate the activity of antioxidant enzymes and showed a tendency to reduce lipid
peroxidation and protein damage in the soleus and plantar muscles of rats submitted to HFD.

In conclusion, our findings show that obesity alter the activity of antioxidant enzymes in the
soleus and plantar muscles, and that both types of AETP (MICT and HIIT) were effective in
modulating the enzymatic system, enabling greater protection to muscles against oxidative damage

caused by obesity.
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Figure 1. Oxidative stress parameters, (A) Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS); (B)
Total Sulfthydryl Content; and (C) Protein carbonyl Content in the soleus and plantaris muscles. The
experimental animals were divided into four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-
UNT (high-fat diet untrained; n=6), HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous
training; n=6) and HFD-HIIT (high-fat diet + High-intensity interval training; n=6). The data are
presented as mean + SEM and were compared between groups by one-way analysis of variance
(ANOVA) with post-hoc Duncan. *, p<0.05 vs. ND-UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT; A, p <0.05
vs.ND-UNT and HFD-UNT.
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Figure 2. Antioxidant enzymes, (A) Superoxide dismutase (SOD), (B) catalase (CAT) and (C)
Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px) in the in the soleus and plantar muscles. The experimental
animals were divided into four groups: ND-UNT (normal-diet untrained; n=6), HFD-UNT (high-fat
diet untrained; n=6), HFD-MICT (high-fat diet + Moderate-intensity continuous training; n=6) and
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HFD-HIIT (high-fat diet + High-intensity interval training; n=6). The data are presented as mean +
SEM and were compared between groups by one-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc

Duncan. *, p<0.05 vs. ND-UNT; #, p <0.05 vs. HFD-UNT; A, p <0.05 vs.ND-UNT and HFD-UNT.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estilo de vida sedentario e a alimentacdo hiperlipidica e hipercalorica estilo
“Cafeteria”, “fast food” ou “junk foods” vivenciados pelo homem moderno, tem provocado
diversas disfungdes bioldgicas e por consequéncia a predisposi¢cao e fatores importantes
de risco para diversas doencas cronicas nao transmissiveis, entre elas a obesidade, suas
comorbidades, e as consequéncias deletérias a nivel celular pela geragcado de radicais
livres em excesso que levam ao estresse oxidativo.

Hoje a obesidade é um grande problema de saude publica que atinge um patamar
de pandemia mundial. Além do impacto sobre a saude pessoal, a doenga também afeta
toda a sociedade gerando um 6nus socioeconémico elevadissimo, esse € um assunto
muito relevante e carente de medidas para reverté-lo.

Diversas maneiras de tratar e prevenir a obesidade estdo em estudo, entre elas a
reorganizagao do comportamento pessoal, associando a reducédo da ingestdo de energia
em calorias e utilizando de um meio n&o farmacoldgico e n&o invasivo que diz respeito ao
aumento do gasto energético por meio de atividades fisicas.

O presente estudo avaliou a combinacado de dieta hiperlipidica e exercicio fisico
inferindo que foi possivel comprovar a eficiéncia da dieta hiperlipidica sem exercicio, em
induzir estresse oxidativo no sangue, figado e musculo esquelético de ratos; e também
demonstrando que na aplicagcédo e posterior avaliagao dos efeitos de dois protocolos de
TFA de intensidade continua e moderada (TC) e intervalado de alta intensidade (HIIT),
evidenciou-se que ambos foram capazes de evitar a maior parte dos efeitos negativos

causados pela DHL em parametros de estresse oxidativo.
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