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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram (1) analisar os efeitos do treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT) em ratas submetidas a dieta hiperlipidica sobre a homeostase redox e (2)
identificar potenciais marcadores moleculares no tecido muscular estriado esquelético para
futuras aplicagdes biotecnologicas. Foram utilizadas 36 ratas Wistar, as quais foram divididas
em dois grupos de acordo com a dieta ad libitum durante 56 dias: grupo Dieta Padrdo (SD,
n=20) (380,0 kcal/100 g; Lipideos = 4,0 g/100 g) e grupo Dieta Hiperlipidica (HFD, n=20)
(406,9 kcal/100 g; Lipideos = 14,2 g/100 g). Em sequéncia, os grupos foram subdivididos em
SD Sedentério (SD, n=10), SD Exercicio (SD-ex, n=10), HFD Sedentéario (HFD, n=10) e HFD
Exercicio (HFD-ex, n=10). Os animais foram adaptados a esteira ergométrica durante duas
semanas em baixa velocidade, cinco dias por semana. Apds a adaptacdo, o teste incremental
maximo (T1M) determinou a capacidade méxima dos animais. Entéo, foi realizada uma sesséo
aguda de HIIT supraaerdbico que consistiu em 5 séries de 5 minutos com descanso passivo de
5 minutos. Ap0s a eutanasia, as gorduras perigonadal, subcutanea e visceral, além do mdsculo
gastrocnémio foram dissecados para posteriores analises bioguimicas dos parametros
bioenergético (lactato), danos celulares (GSH) e atividade de enzimas antioxidantes (SOD,
CAT e GPX), além do perfil transcricional dos marcadores do balanco redox (Slc2a4, Cs,
Ppargl-a, Fndc5, Nox4, Sod1, Sod2, Cat e Gpx1). A anélise estatistica foi conduzida utilizando
teste t de Student ndo pareado e teste de Mann-Whitney para comparagao dos grupos e ANOVA
two-way e post-hoc de Bonferroni. Os dados coletados foram expressos em meédiaterro padrdo
da média com P<0,05. Como resultados, ndo foram observadas diferencas significativas quanto
as fases do ciclo estral entre os grupos. A massa adiposa total nos grupos HFD e HFD-EXx foi
significativamente superior em relacdo aos grupos SD e SD-Ex. Os marcadores bioenergéticos
Cs e Ppargl-a nas fibras brancas do grupo SD-Ex foram aumentados significativamente frente
aos demais grupos; enquanto que, para fibras vermelhas, o aumento foi observado no grupo
HFD-Ex. A expressdo de Slc2a4 foi significativamente superior nas fibras brancas do grupo
SD-Ex frente aos demais grupos; enquanto que, nas fibras vermelhas, esse aumento foi
observado em ambos 0s grupos submetidos ao exercicio (SD-Ex e HFD-EX). A expressao de
Fndc5 foi significativamente superior nas fibras brancas de ambos os grupos submetidos ao
exercicio fisico (SD-Ex e HFD-EX); enquanto que, nas fibras vermelhas, apenas o grupo SD-
Ex apresentou resultados significativamente superiores quando comparado aos demais

tratamentos. Ambos, atividade e transcrito da Cat foram significativamente superiores no grupo



HFD-Ex quando comparado ao grupo SD para as fibras vermelhas. A expressao relativa da Cat
nas fibras brancas foi significativamente superior no grupo SD-EX, quando comparado aos
grupos SD e HFD. Por outro lado, a expressao relativa da GSH néo diferiu entre os grupos em
ambas, fibras vermelhas e brancas. Assim, pode-se concluir que o excesso de adiposidade pode
prejudicar a defesa antioxidante de acordo com o tipo de fibra e que o HIIT poderia mitigar

seus efeitos deletérios no musculo esquelético.

Palavras-chave: Treinamento supraaerobico. Dieta anabodlica. Excesso de adiposidade.

Desequilibrio redox. Bioenergética.



ABSTRACT

The aim of this study were (1) to analyze the effects of high-intensity interval training (HIIT)
in Wistar rats submitted to a high-fat diet on redox homeostasis, and (2) to identify the potential
molecular markers in skeletal muscle tissue for future biotechnological applications. Thirty-six
Wistar rats were used, which were divided into two groups according to the ad libitum diet for
56 days: Standard Diet group (SD, n=20) (380.0 kcal/100 g; Lipids = 4.0 g/100 g) and
Hyperlipidic Diet group (HFD, n=20) (406.9 kcal/100 g; Lipids = 14.2 g/100 g). Subsequently,
the groups were subdivided into Sedentary SD (SD, n=10), Exercise SD (SD-Ex, n=10),
Sedentary HFD (HFD, n=10) and Exercise HFD (HFD-Ex, n=10). The animals were adapted
to the treadmill for two weeks at low speed, five days a week. After adaptation, a maximum
incremental test (MIT) determined the maximum capacity of the animals. Then, a supraaerobic
acute HIIT session was performed, which consisted of 5 sets of 5 minutes with passive rest of
5 minutes. The animals were euthanized and the perigonadal, subcutaneous and visceral fats,
as well as the gastrocnemius muscle were dissected for subsequent biochemical analyzes of the
bioenergetics parameters (lactate), cellular damage (GSH) and antioxidant enzymes activities
(SOD, CAT and GPX). In addition, the transcriptional profile of the redox balance markers
(Slc2a4, Cs, Ppargl-a, Fndc5, Nox4, Sodl, Sod2, Cat, and Gpx1) was also determined.
Statistical analysis was performed using unpaired Student's t test and Mann-Whitney test for
comparison of groups, as well as two-way ANOVA and Bonferroni's post-hoc test. The data
were expressed as meanzstandard error of the mean with significance probability of P<0.05.
As results, no significant differences were observed among groups regarding the phases of
estrous cycle. The total fat mass in the HFD and HFD-Ex groups was significantly higher than
SD and SD-Ex groups. As for the bioenergetics markers, a significant increase was observed in
the expression of Cs and Ppargl-a in the white fibers of the SD-Ex group compared to the other
groups; whereas for red fibers, the increase was observed in the HFD-Ex group. Slc2a4
expression was significantly higher in the white fibers of the SD-Ex group compared to the
other groups; while in the red fibers, this increase was observed in both groups submitted to
exercise (SD-Ex and HFD-EX). Regarding Fndc5, its expression was significantly higher in the
white fibers of both groups submitted to physical exercise (SD-Ex and HFD-EX); whereas, in
the red fibers, only the SD-Ex group presented increased results when compared to the other
treatments. The relative expression of Cat in white fibers was significantly higher in SD-Ex

group when compared to SD and HFD. On the other hand, the relative expression of GSH was



not different among groups in both white and red fibers. Based on these results, it can be
concluded that excess adiposity can impair antioxidant defense according to the type of fiber

and that HIIT could alleviate its deleterious effects on skeletal muscle.

Key words: Supraaerobic training. Anabolic diet. Excess adiposity. Redox imbalance.

Bioenergetics.
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1 INTRODUCAO

O aumento do sedentarismo na sociedade contemporanea esta relacionado a inimeros
fatores (OLIVEIRA-CAMPOS et al., 2013) que tém levado a um aumento na frequéncia de
pessoas com doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs), tais como a obesidade
(Organizacdo Mundial da Saude-OMS, 2003; GHOSH et al., 2010). A OMS afirma que a
obesidade e o sobrepeso atingiram proporgdes epidémicas em todo o mundo, chegando a 2,7
milhdes de mortes por ano (OMS, 2020). E, em 2016, os casos de obesidade triplicaram
comparados aos de 1975, sendo observados 1,9 bilhdo de adultos com sobrepeso e/ou obesidade
(OMS, 2020). A projecdo para 2025 ¢ a de que esses valores atinjam 2,3 bilhdes de pessoas.
Segundo dados da Associagao Brasileira para Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica
(ABESO, 2016), aproximadamente 50% dos brasileiros estdo acima do peso, sendo as regides
Sul e Sudeste lideres no mapa da obesidade adulta e infantil.

A obesidade pode levar a dificuldade de absorver glicose da corrente sanguinea com o
auxilio da insulina, causando o quadro conhecido como resisténcia insulinica (PEREIRA et al.,
2003). Por esta razao, a obesidade ¢ considerada um fator de risco para o desenvolvimento do
diabetes mellitus. Para reverter tais condigdes, a Federagdo Internacional de Diabetes (IDF)
recomenda um estilo de vida mais ativo ¢ uma alimentagdo mais saudavel para prevencdo das
DCNTs. Desta forma, o exercicio fisico tem sido considerado uma excelente alternativa para
reduzir os nimeros elevados de portadores de DCNTs. Além disso, sabe-se que o exercicio
fisico estd associado a uma via de transporte de glicose independente de insulina no musculo
esquelético (ROCCA et al., 2008; BEZERRA et al., 2018), a qual possui papel fundamental no
controle da glicemia. E importante destacar ainda que, o nimero de modalidades de atividades
fisicas € bastante variado. Considerando que altera¢des no estado inflamatdrio, na captacao de
glicose e no estresse oxidativo tém ganhado destaque (POWERS; JACKSON, 2008;
JACKSON et al., 2019), se faz necessario conhecer melhor os impactos que cada tipo de
exercicio pode gerar em pessoas com sobrepeso e/ou obesidade, bem como na prevencao de
DCNTs.

Considerando tais aspectos, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido trabalhos
relacionados a modelos de exercicios de alto volume (REGO-MONTEIRO et al., 2011) e de
cargas intervaladas (ABREU et al., 2015; VASCONCELOS-FILHO et al., 2015) em modelos
de obesidade (MORALIS et al., 2016), utilizando o treinamento intevalado de alta intensidade
(HIIT, do inglés high-intensity interval training) na doenga de Alzheimer (VASCONCELOS-
FILHO et al., 2015) e no sistema reprodutor feminino (LEITE et al., 2021). Além disso, diversas
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estratégias de investigacdes bioldgicas, tais como abordagens protedmicas (MACHADO et al.,
2010) e moleculares (LOUREIRO et al., 2016; ALVES et al., 2020), além de trabalhos
envolvendo bioinformatica aplicada ao exercicio fisico (PACHECO et al., 2018) tém sido
realizados. Neste ultimo, a expressao génica diferencial in silico mostrou genes up-regulated e
down-regulated relacionados a vias metabodlicas ativadas ou inativadas pelo estimulo do
exercicio fisico, em tecidos como o sangue ¢ o musculo esquelético (PACHECO et al., 2018).
O musculo esquelético humano e murinho ¢ composto por dois tipos de fibras
predominantes: fibras vermelhas (Tipo I) e fibras brancas (Tipo II). As fibras vermelhas ou
fibras de contragdo lentas possuem predominancia do metabolismo oxidativo, enquanto que as
fibras brancas ou fibras de contragdo rapidas apresentam metabolismo predominantemente
glicolitico (LUGINBUHL; DUDLEY; STARON, 1984). Nesse contexto, a pratica de HIIT
poderia estar associada a perda de tecido adiposo e consequente perda de massa corpérea, uma
vez que influencia nos mecanismos de oxidacdo de lipideos nas mitocondrias do tecido
muscular estriado esquelético (LUGINBUHL; DUDLEY; STARON, 1984; LITTLE et al.,
2010). Terada et al. (2011) verificaram que, em modelos experimentais de natacdo, a
intensidade elevada do HIIT aumentou a quantidade de GLUT4 nesse musculo. Considerando
que a obesidade ¢ uma disfuncdo metabdlica com taxas epidemioldgicas elevadas e
possibilidades de desenvolvimento de outras DCNTs, estudos para entender seus mecanismos
de acdo e interacdo entre os 0rgaos e tecidos sdo de extrema importancia. Uma abordagem que
pode levar a pistas sobre alvos terapéuticos sdo os modelos experimentais de interacdo entre
exercicio fisico e obesidade, visto que ja se entende a associacdo do exercicio na prevengao e
no tratamento dessa condi¢do. Entretanto, ainda sdo escassos os estudos com esse tipo de
modelo para avaliar os impactos do HIIT no musculo esquelético na condicao de sobrepeso.
Tendo em vista a importancia do tema proposto e para uma melhor compreensdo, a
revisdo de literatura a seguir abordard aspectos relacionados a obesidade, exercicio fisico e
respostas fisioldgicas no musculo esquelético diante do desequilibrio redox e aspectos
bionergéticos, além dos impactos dos hormonios sexuais ¢ das vias da irisina na pratica de

exercicio fisico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Obesidade

O avango tecnologico tem gerado maior frequéncia do estilo de vida sedentario na
sociedade e, consequentemente, um aumento no numero de doengas cronicas ndo transmissiveis
(DCNTs; BARROSO et al., 2017). As DCNTs sdao um dos maiores problemas de satude publica
na atualidade, visto que foram responsaveis pela ocorréncia de 68% das mortes no mundo em
2012 (OMS, 2020), inclusive no Brasil (MALTA et al., 2017). A obesidade, por sua vez, dentre
as principais DCNTs, tem ganhado destaque em virtude do seu crescimento no mundo,
especialmente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, como o Brasil (ABESO, 2016).

A obesidade e o sedentarismo podem acentuar disfun¢des nos mais diversos 0rgaos e
tecidos (ROCCA et al., 2008), sendo alguns dos principais fatores relacionados ao risco do
desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), doengas cardiovasculares, doencas
hepaticas ndo alcodlicas, neoplasias, problemas articulares, dislipidemias, doencas respiratdrias,
entre outras comorbidades (SABIA; SANTOS; RIBEIRO, 2004; DAMASO, 2012). Em
individuos obesos, o sedentarismo facilita o acimulo de gordura, uma vez que gera um menor
dispéndio energético (REILLY; SALTIEL, 2017). Além disso, associada ao diabetes e a
hipertensao arterial sistémica (HAS), a obesidade tem provocado um aumento significativo nos
gastos do sistema publico de satde (NILSON et al., 2020).

Por definicdo, obesidade ¢ uma condi¢do de excesso de gordura corporal que afeta
negativamente a satide dos individuos (OMS, 2003) e se desenvolve a partir de uma dieta
alterada e rica em lipideos e carboidratos (YUDKIN, 2007). Na década de 90, Yudkin et al.
(1999) caracterizaram a obesidade como um quadro sistémico de inflamagdo cronica nos
adipdcitos, caracterizada pela secregdo de citocinas e proteinas proinflamatorias (BULLO, 2003;
WOOD et al., 2009). Além disso, o individuo obeso pode desenvolver alteragdes fisiologicas,
principalmente, dificuldades na captacao de glicose da corrente sanguinea para o interior celular
(PEREIRA et al., 2003). Esta condi¢@o ¢ conhecida como resisténcia insulinica (PEREIRA et
al., 2003) e pode levar ao desenvolvimento do DM 2 (YUDKIN, 2007), resultando também em
estresse metabolico (REUTRAKUL; VAN CAUTER, 2018) e danos a fisiologia de diversos
tecidos (YUDKIN, 2007), além do tecido adiposo.

O diagnéstico da obesidade para humanos é calculado por meio do Indice de Massa
Corporea (IMC), uma vez que esta condicdo envolve o aumento de tecido adiposo e,
consequente, ganho de massa gorda. O IMC ¢ o produto da razdo entre a massa corporea,

expressa em quilogramas (kg), e o quadrado da altura do individuo (m?) (kg/m?; ROCCA et al.,
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2008). Conforme mostrado na Tabela 1, os valores maximos considerados normais sdo de até
25 kg/m?, enquanto que, acima disso, os individuos sio considerados com sobrepeso (25-29
kg/m2) ou obesos (> 30 kg/m?), logo, o nivel de classificacdo vai de 1 a 4, respectivamente, e
o valor 0 se refere aos individuos desnutridos (< 18,5 kg/m?) (ROCCA et al., 2008; OMS, 2020).
Ja para a avaliagdo do ganho de massa corporea em animais de pesquisa, utiliza-se o Indice de
Lee (LEE, 1929). Este indice ¢ calculado pela razdo da raiz ctubica do peso corporal, expresso
em gramas (g), pelo comprimento nasoanal, expresso em centimetros (g/cm) e multiplicando-
se o resultado por 1000. No caso do indice de Lee, resultados abaixo de 0,300 sdo considerados

normais.

Tabela 1. indice de Massa Corpérea (IMC) para humanos segundo a organizagdo mundial da

satde (OMS).

IMC CLASSIFICACAO NIVEL

(kg/m?)
<185 Desnutrigao 0
> 18,5 Normal 1
<25,0
> 25,0 Sobrepeso 2
<30,0
> 30,0 Obesidade 3
< 40,0

>40,0 Obesidade Grave 4

IMC: Indice de Massa Corpérea; kg: Kilograma; m?: Metro quadrado.
Fonte: Adaptado de OMS, 2020.

E importante destacar ainda que o aumento de massa gorda provoca a expressio
diferencial de alguns genes. Marques-Lopes et al. (2004) relacionaram pelo meno 30 genes com
a obesidade. Os genes da leptina e seu receptor, proteinas desacoplantes UCP2 e UCP3, além
de moléculas relacionadas com a diferenciagdo de adipdcitos e transporte de lipidios (PPAR,
aP2) foram alguns desses genes. A expressao génica diferencial durante a obesidade ¢, portanto,
fator chave para entender as DCNTs provenientes desta condicdo. Um estudo publicado
recentemente ressalta que a HAS, uma comorbidade proveniente da obesidade, ativa respostas

inflamatorias no reticulo endoplasmatico do tecido adiposo e pode estar envolvida com o
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agravamento do quadro de obesidade (MENIKDIWELA et al., 2019), ou seja, hd uma
estimulacdo reciproca para o agravamento dos quadros comodrbidos e consequente taxas
inflamatoérias nos diversos sistemas, incluindo o musculo esquelético.

Logo, a avaliacdo de genes que respondem as vias citadas anteriormente e que estdo
envolvidas com o desfecho da obesidade e sua inflamacdo cronica de baixo grau se faz
necessaria em estudos com obesidade induzida. Visto que as vias pré- e antioxidantes ou as vias
bioenergéticas ja foram apontadas em estudos com exercicio fisico € podem ser alteradas no
contexo da condi¢do de dieta hiperlipidica, logo avaliar genes dessa via pode responder as
adaptacdes fisiologicas do exercicio (SCHNEIDER et al., 2005; PARK; KWAK, 2016).

Considerando, portanto, que individuos obesos e sedentarios podem apresentar
disfuncdes fisioldgicas em diversos tecidos (SABIA; SANTOS; RIBEIRO, 2004; DAMASO,
2012) deve-se estimular inversamente seus mecanismos fisiopatoldgicos (ABESO, 2016). A
execucdo de exercicios fisicos regulares, por exemplo, pode contribuir para a melhora nas
condi¢des fisiopatologicas desses individuos. Isso porque, o exercicio fisico modula o sistema
de defesa antioxidante enzimatico, por estimulagdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) durante o alto consumo de oxigénio, garantindo uma perspectiva anti-

inflamatoria (PARK; KWAK, 2016).

2.2 Exercicio Fisico como tratamento para DCNTs

Conforme mencionado no toépico anterior, o exercicio fisico pode trazer muitos
beneficios para a salde, incluindo a prevencdo (GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2012) ou
mesmo a melhora de DCNTs, como € o caso da reducao da resisténcia a insulina em humanos
(FRANCOIS; LITTLE, 2015) condi¢do associada aos individuos obesos. O exercicio fisico ¢
um tipo de atividade fisica sistematizada, regular e que tem por objetivo melhorar a aptidao
fisica, ou seja, a capacidade adquirida de realizar atividades cotidianas com melhor desempenho
(MOREIRA; TEIXEIRA; NOVAES, 2014). Em geral, as modalidades de exercicio mais
estudadas sdo a natagdo, a corrida e o exercicio de forca (POWERS; RADAK; JI, 2016).

Cada tipo de treinamento pode desencadear respostas fisiologicas distintas e ativar
fatores especificos para adaptar o organismo as necessidades fisicas do exercicio praticado. Por
exemplo, o exercicio de forca ativa fatores que desencadeiam o processo de hipertrofia
(RODRIGUES; BORIN; SILVA, 2017); enquanto que, o exercicio de corrida, praticado por
longos periodos, desencadeia adaptagdes no acimulo de glicogénio muscular (FIGUEIRA et
al., 2007). Por outro lado, quando o exercicio ¢ praticado de maneira inadequada, ou seja, com

excesso de intensidade e/ou de volume, ou ainda um periodo de recuperacdo muito pequeno
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entre as sessoes de treino, pode desencadear danos ao organismo nos diversos niveis, desde o
tecidual, celular, ¢ até a nivel molecular (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Energeticamente, o exercicio fisico pode ser classificado como aerdbio ou anaerdbio,
por sua predominancia de processos dependentes ou ndo dependentes de O, respectivamente.
A manutencao da energia para a contragao muscular durante o exercicio fisico exige a ressintese
de ATP (AFZALPOUR et al., 2015). No exerci cio aerébico sao reportados aumentos de até 20
vezes no consumo de Oz (URSO; CLARKSON, 2003) utilizado pelas vias mitocondriais e da
cadeia transportadora de elétrons. Entre os exercicios com predomindncia anaerébica, o
Treinamento Intervalado de Alta Intensidade (HIIT), ¢ um treinamento que influencia nos
mecanismos de oxidagao de lipideos nas mitocondrias do tecido muscular esquelético (LITTLE
et al., 2010; HOSHINO et al., 2013). O HIIT consiste em sessdes repetitivas de exercicios
seguido de descanso passivo ou ativo, em que o praticante atinge intensidades determinadas por
sua capacidade maxima ao atingir a fadiga (AFZALPOUR et al., 2015).

A pratica de HIIT, de forma aguda ou cronica, promove melhora no quadro diabético
através da diminui¢do da resisténcia insulinica, em humanos (FRANCOIS; LITTLE, 2015), e
aumenta a quantidade do transportador de glicose 4 (GLUT4) circulante, em modelos
experimentais (TERADA et al., 2001). Além disso, o efeito agudo e cronico do exercicio na
absor¢do da glicose e na sua biodisponibilidade tem importantes implica¢des para individuos
com resisténcia a insulina no que diz respeito ao controle metabolico cronico e a regulacao
direta da homeostase glicolitica. O musculo esquelético tem um papel fundamental nesse
processo, uma vez que apresenta alta capacidade de captacdo de glicose independente de
insulina, via GLUT4. Esse transporte estd diretamente relacionado aos mecanismos de
contragdo muscular, e se torna mais ativo em praticantes de exercicio regular (GOODYEAR;
KHAN, 1998; HOLMES; DOHM, 2004).

Individuos diabéticos apresentam reducdo na capacidade de realizar exercicio
(GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2012) e esta condigdo pode ter uma relagdo direta com a taxa
de mortalidade desses pacientes, além de poder estar associada a alteragdes no metabolismo
energético do musculo esquelético (OKITA et al., 1998). Desta forma, o exercicio fisico, pode
ser uma estratégia terapéutica ndo farmacoldgica para o combate aos males da resisténcia a
insulina, pois pode modular o metabolismo energético e a capacidade oxidativa muscular
(LIMA, 2013). Além disso, o exercicio ¢ uma estratégia para prevengao de doencas cronicas
através de efeitos positivos no sistema de defesa antioxidante e efeitos anti-inflamatorios

(MOREIRA; TEIXEIRA; NOVAES, 2014; URBAN-REYES; COGHLAN-LOPEZ;
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CASTANEDA-SANCHEZ, 2015).

O HIIT de forma cronica pode induzir a miogénese de fibras vermelhas, bem como a
conversdao de fibras brancas (Tipo II) em fibras vermelhas (Tipo I). As fibras vermelhas
possuem predominancia do metabolismo oxidativo, enquanto que as fibras brancas possuem
predominancia metabolismo glicolitico (LUGINBUHL; DUDLEY; STARON, 1984).
Entretanto, os mecanismos fisioldgicos envolvidos nestas condi¢des ainda sdo pouco descritos,
uma vez que as respostas do HIIT na via oxidativa mitocondrial no musculo esquelético parece
ser independente do volume de treinamento (TAYEBI et al., 2019). O resultado do metabolismo
do oxigénio, por sua vez, tem como produtos uma classe de substancias potencialmente nocivas
as células, as espécies reativas de oxigénio (EROs) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004;
POWERS; RADAK; JI, 2016). Além das vias mitocondriais, recentemente foi descrito que as
vias relacionadas a NAPDH oxidase também sdo produtoras de EROs (ALVES, et al., 2020) o

que fortalece aainda mais a necessidade de mais estudos para desvendar tais mecanismos.

2.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

EROs sdao moléculas que possuem o oxigénio em sua formula estrutural, com
instabilidade eletronica por possuir elétrons em excesso, ou ligagdes com arranjo desfavoravel
eletronicamente (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007). As EROs
podem ser classificadas como radicalares e nao radicalares, que determina sua capacidade em
promover reagdes danosas as células (VASCONCELOS et al., 2007). O anion radical
superoxido (O27), o radical hidroxila (HO") e o perdxido de hidrogénio (H20:) sdo exemplos de
EROs presentes nas células, possuindo alta capacidade oxidativa, visto que a formagdo de
radicais livres ¢ a principal maneira de promover reacdes de oxidacdo entre moléculas
bioldgicas (BIANCHI; ANTUNES, 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

O 07" ¢ a ERO gerada inicialmente nas vias de produ¢do de EROs, tendo o maior
potencial oxidante, o sistema que evita o acimulo dessa espécie envolve a enzima superoxido
dimutase (SOD), que tem o papel de converter O>™ a H>O2 (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
Outras EROs sao produzidas por acimulo de peroxidos no meio intracelular, aumentando a
concentragdo de HO', por meio de duas principais reagdes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A reagdao de Fenton inicialmente ¢ responsavel por
oxidar o Fe (II) a Fe (III) utilizando o H2O> como fonte de elétrons, produzindo HO™ e HO’
(Figura 1) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2006). A reacdo de Haber-
Weiss por sua vez produzira o HO e HO® se utilizando do O;™, revertendo-o para O; (Figura 1)

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2006) assim, o aumento na concentracao



22

de HO" promove danos oxidativos as células.

: . +
Xantina Acido urico NADP NADPH
0, \ / > < k / 0,
X0 NADPH Oxidase
lSOD
Fe++ Fe+++
Reagdo de -
Fenton
0,
Reagdo de
Haber-Weiss Danos oxidativos:
0, - Proteinas:

2R-SH + 2HO" — R-8-8-R + 2H,0

- Lipidios:
LOOH +HO" — LOO" + H,0

LOOH + HO" - LO" + H,0,

Figura 1: Cadeia de produc¢io de EROs de duas vias e promoc¢iao de danos
Fonte: Proprio autor

Apesar de classicamente ter sido descrito que as EROs sdo geradas na mitocondria, essa
ndo ¢ a sua Unica via de produ¢do. Outras fontes importantes sdo: sintese de prostaglandinas;
citocromo P450; o complexo enzimatico NADPH oxidase; e enzima xantina oxidase (ROVER
JUNIOR et al., 2001; APEL; HIRT, 2004). Todos esses mecanismos em conjunto, sao
responsaveis pelo controle metabodlico dessas espécies, e perturbacdes nesse metabolismo
podem ser causadas por algumas doengas, como a DM (WANG et al., 2013), ou mesmo por
rotinas desgastantes de exposicao aos raios ultravioletas (WIDEL et al., 2014), ou a exercicios
fisicos exaustivos (TANAKA et al., 2015).

A NADPH oxidase (NOX) ¢ um complexo enzimdtico envolvido na oxidagdo de
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) a NADP®, para isso o complexo
enzimatico se utiliza do oxigénio no processo, € como produto produz o O>™ (Figura 1) (FUJI
et al., 2017; PHILIPPENS et al., 2013). Esse processo tem uma func¢ao chave no processo
inflamatorio, pois quando recrutada por neutréfilos, a NOX produz de EROs para oxidar e
degradar moléculas danosas as células (BABIOR, 1999; ALMEIDA et al., 2011). Diante desse
papel fundamental, o complexo NADPH oxidase ¢ responsavel por danos causados as células
de alguns tecidos durante doengas com processo inflamatério ativado: diabetes mellitus, doenca

de Alzheimer, doencga de Parkinson dentre outras (LULL et al., 2011; PHILIPPENS et al., 2013;
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THART; COPRAY; PHILIPPENS, 2014).

Por possuirem alto poder oxidativos, as EROs promovem danos em diversas moléculas
biologicas intracelulares: proteinas, lipidios e acidos nucleicos (RIBEIRO et al., 2006; WIDEL
et al., 2014) (Figura 1). Exemplo de dano promovido na presenca excessiva de EROs ¢ o
causado na membrana celular (bicamada lipidica), a partir da rea¢ao entre um radical livre e os
lipidios de membrana, essa reacdo ¢ chamada de peroxida¢do lipidica, e ¢ altamente danosa,
pois uma reagao radicalar promove quebra simultanea dos lipidios promovendo a perca da
funcdo da membrana celular, bem como a formagao de mais radicais livres (RHODEN et al.,
1998), causando deficiéncias no funcionamento de organismo (OAKES; VAN DER KRAAK,
2003; OSORIO et al., 2003).

2.4 Sistema de Defesa Antioxidante

Como o acumulo de EROs no organismo pode causar alteracdes organicas e celulares
(ALMEIDA et al., 2011) nosso corpo se utiliza de controles metabolicos para combater o
acimulo de EROs. Esses mecanismos envolvem um complexo sistema de defesa antioxidante,
que reduz a concentracdo de EROs evitando possiveis danos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007), o papel do sistema de defesa antioxidante ¢é trabalhar inversamente ¢ na mesma
propor¢ao que os sistemas de producdo de EROs, através de reacdes de oxirreducdo
(ALMEIDA et al., 2011).

A defesa antioxidante acontece tanto por um sistema enzimatico, como por um nao
enzimatico, ambos a partir de moléculas capazes de doar elétrons ou mediar reagdes que
diminuam a concentracdo de EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O sistema de
defesa ndo enzimatico € proveniente de fontes exdgenas, e inclui vitaminas: acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), b-caroteno (precursor de vitamina A), e flavonoides
(VASCONCELOS et al., 2007, POWERS; JACKSON, 2008). J& o sistema de defesa
enzimatico se dd a partir de moléculas endogenas, e inclui enzimas que atuam
concomitantemente sob as EROs Ox" e HxO,, fazem parte desse sistema a superoxido
desmutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) (POWERS; JACKSON,
2008; JACKSON et al., 2019; FLOHE; GUNZLER, 1984).

A enzima SOD ¢ responsavel pelo processo inicial do sistema de defesa antioxidante
enzimatico, pois atua sob o substrato O>™ no processo de dismutagdo da molécula, formando
02 e H,0, (2 02"+ 2H' — 02 + H,0,) (J1 et al., 1995; ROVER JUNIOR et al., 2001), atuando
na mitocondria, € com maior frequéncia, no citosol, para reverter o acimulo de O™ (JI et al.,

1995; FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007). A SOD apresenta trés derivagdes, com o0s
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metais: cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) para que a enzima exerca sua atividade
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As enzimas CAT e GPX, diante da produgido de H>O»,
possuem o papel de eliminar essa ERO e evitar a producdo de HO® e posteriores danos
oxidativos, porém elas possuem agdes diferentes sob o substrato. Enquanto a enzima CAT atua
de maneira direta sem a necessidade de um mediador na reagdo, a enzima GPX necessita de
glutationa reduzida (GSH), para oxidar seu grupamento tiol formando glutationa oxidada
(GSSG) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; ROVER JUNIOR et al, 2001; FLOHE;
GUNZLER, 1984).

O sistema de defesa antioxidante normalmente se encontra em equilibrio com a
produg¢do de EROs no organismo, mas alguns fatores podem causar perturbacdes neste
equilibrio, esses fatores incluem, alimentacdo inadequada; exposicdo a radiacao
eletromagnética; doengas cronicas degenerativas; exercicio fisico intenso (MARKLUND et al.,
2013; SOARES et al., 2015).

Quando o organismo, perturbado, passa a produzir EROs em excesso ¢ os agentes
antioxidantes nao sdo suficientes para combaté-los, ha um estado de desequilibrio redox
desfavoravel ao organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A fim de reverter essa
situacdo, cientistas procuram novos métodos farmacoldgicos eficazes no combate ao
desquilibrio redox em doencas cronicas degenerativas (SAGOR et al., 2015; NILE; NILE;
KEUM; 2017).

Nesse contexto, apesar de o exercicio agudo ser um estimulador da produgdo de EROs,
ele dispara mecanismos adaptativos nas vias enzimaticas da defesa antioxidante. Estudos com
ratos machos da linhagem Wistar demonstram que os animais adaptados a um determinado tipo
de exercicio possuem niveis mais elevados de enzimas antioxidantes no tecido cerebral, assim
como em outros tecidos, o que lhes confere uma proteg¢do contra os danos oxidativos causados
pela excessiva producdo de ERO induzida pelo exercicio (RADAK et al., 2006; ALVES et al.,
2020).

2.5 Impactos dos hormonios sexuais na pratica de exercicio

Nos ultimos anos, o musculo esquelético tem sido considerado um 6rgao versatil e que
tem importante papel na liberacdo de moléculas sinalizadoras que regulam diferentes vias
fisiologicas. Por sua vez, a atividade fisica planejada pode sofrer impactos dos hormdnios
envolvidos nas mais diversas vias do organismo de humanos e ratos, inclusive dos hormonios
sexuais. Em modelos experimentais, a presenca de testosterona (SINHA-HIKIM et al., 2002),
estrogénio e progestogénio (AGUIAR et al., 2018) impactaram no desempenho do tipo de
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exercicio realizado. Em machos, por exemplo, a testosterona aumenta a producao de proteinas
relevantes para hiperplasia e hipertrofia musculares durante o exercicio de forga (SINHA-
HIKIM et al., 2002). Por outro lado, em fémeas, as diferentes fases do ciclo estral e o hormonio
sexual predominante em cada fase também podem desencadear alteragdes no desempenho do
exercicio realizado. Recentemente nosso grupo verificou que, apesar de as fases de ciclo estral
de ratas praticantes de HIIT ndo impactar diretamente no desempenho do exercicio, a
predominancia de estrogénio e progesterona em cada fase esta associada ao tipo de resposta
metabolica, bem como ao tipo de exercicio realizado (LEITE et al. 2021).

Recentemente, Bostrom et al. (2012) demonstraram a presenca de uma nova miocina
produzida apds o treinamento fisico e liberada na corrente sanguinea, a irisina (PEKKALA et
al., 2013; TIMMONS et al., 2012). Esta miocina pertence a um complexo proteico presente na
membrana das fibras musculares esqueléticas denominada fibronectina tipo III, contendo
dominio 5 (Fndc5). A irisina ¢ regulada pela presenca do coativador e proliferador de
peroxissomas (PGC-1a) durante a pratica de exercicio (ATHERTON; PHILLIPS, 2013) e sua
presenca esté associada, especialmente, a regulacdo da homeostase da glicose. Individuos com
resisténcia a insulina, no caso de doengas como obesidade ¢ DM2 (GAMAS; MATAFOME;
SEICA, 2015; YANG et al., 2015), apresentam altera¢des no metabolismo da glicose que podem
diminuir o nivel de irisina no sangue, provavelmente relacionado com a menor efetividade
durante a contracdo muscular (GAMAS; MATAFOME; SEICA, 2015). Além disso, a irisina
pode estar associada a reducao do ganho de peso, atuando no tecido adiposo e influenciando a
expressdo de proteinas desaclopadoras nas mitocondrias dos adipocitos, impactando na
fosforilagdo oxidativa e producdo de ATP (MORENO-NAVARRETE et al., 2013).

Associado ao achado anterior, GAMAS; MATAFOME; SEICA (2015) verificaram que
a presenca de tecido adiposo influencia negativamente na expressao génica de Fndc5, logo a
regulagdo desta via pode estar relacionada com o excesso de adiposidade e atuacdo dos
adipodcitos. Desta forma, a avaliagdo da expressdo génica desta glicoproteina no presente
trabalho visa verificar se o exercicio agudo de HIIT pode aumentar a resposta pré-traducional
no musculo esquelético dependendo do tipo de fibra. Além de avaliar se essa via pode estar
relacionada com as vias bioenergéticas e antioxidantes e assim, responder se a regulagcdo desta
glicoproteina esta envolvida na adaptacdo aguda do musculo, melhorando a condigdo fisica e a

saude do praticante.
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3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho envolve o fato de que o exercicio fisico ¢ reconhecidamente uma terapia
nao farmacolodgica para pacientes com distarbios fisiologicos que podem causar comorbidades,
como ¢ o caso do sobrepeso ou obesidade. A obesidade ¢ uma condigdo caracterizada por um
quadro de inflamacao cronica de baixo grau, no qual os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) estao aumentados. Acredita-se, portanto, que tal condi¢ao pode ser minimizada e/ou até
mesmo revertida com a realizagdo de exercicios fisicos, mesmo sem que haja perda de peso.
Isso se deve ao fato de que intervencgdes com exercicios fisicos, como o treinamento intervalado
de alta intensidade (HIIT), tém demonstrado potencial efeito redutor dos parametros
fisiopatologicos advindos das doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTs).

Tendo em vista que a obesidade possui uma relagao direta com o desenvolvimento de
outras DCNTSs, como o diabetes, entender o papel do HIIT na protecdo antioxidante e nas vias
fisiologicas de adaptacdo do musculo esquelético durante a pratica de exercicio intenso, tornam-
se de extrema relevancia. Além disso, responder se o possivel papel do tecido adiposo durante
a execu¢do do exercicio em individuos com excesso de peso e de adiposidade ¢ de igual forma
relevante. Considerando que o estresse oxidativo € o resultado de um desequilibrio entre duas
forcas: a produgdo exacerbada de EROs versus o controle dessa produgdo pelas enzimas
antioxidantes, tais achados permitirdo desenvolver protocolos de exercicio fisico adequados
para a fisiologia do musculo esquelético. Diante disso, entender a fonte de EROs e as vias de
respostas através das quais o musculo gastrocnémio consome oxigénio para produzir energia,
além dos fatores bioenergéticos e de controle de expressdo génica a esta produgdao em condi¢do

aguda de exercicio em individuos obesos, se faz necessario.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

Diante do exposto, as hipoteses cientificas do presente estudo foram:

a) A obesidade pode alterar o perfil trancricional de genes associados a defesa
antioxidante, impactando negativamente o meio redox, assim como vias bioenergéticas do
musculo esquelético, sendo o HIIT capaz de reverter essas alteracdes;

b) Os efeitos do HIIT associados ou nao a dieta hiperlipidica (HFD) podem ser diferentes
de acordo com o tipo de fibra muscular esquelética predominantemente evolvida no processo
de requisi¢do energética para geracdo de movimento;

¢) Os esfor¢o e trabalho relativizados aos individuos submetidos ao HIIT associados a
uma dieta hiperlipidica podem impactar de forma positiva ¢ independente nas respostas
fisiologicas de fibras glicoliticas e fibras oxidativas do musculo esquelético;

d) Os efeitos agudos do HIIT podem aumentar a expressdo do precursor da irisina
(Fndc5) no musculo esquelético associado ao desempenho intenso no HIIT e a capacidade fisica

de animais submetidos ou ndao a HFD.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivos Gerais

e Analisar os efeitos fisiologicos do HIIT no musculo esquelético de ratas Wistar
submetidas a dieta hiperlipidica;
e Identificar potenciais marcadores moleculares em fibras musculares esqueléticas com

diferentes perfis bioenergéticos no contexto pro- e antioxidante.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a composi¢do corporal, a capacidade fisica das ratas submetidas a dieta
hiperlipidica por meio das cargas interna (lactato) e externa (trabalho e poténcia);

e Analisar a expressao génica diferencial de biormarcadores energéticos (Fndc5, Slc2a4
e Ppargl-a), bem como a expressao de genes das vias pro- e antioxidante (Nox4, Sodl,
Sod2 Cat e Gpx1) no musculo esquelético de ratas submetidas a uma dieta hiperlipidica
e ao exercicio agudo;

e Analisar os marcadores de danos oxidativos (GSH) e o sistema de defesa antioxidante
enzimatico (SOD, CAT e GPX) no musculo esquelético apos indugdo a obesidade e

treinamento fisico no extrato de proteinas.
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RESUMO
Os objetivos deste trabalho foram (1) analisar os efeitos do treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT) em ratas Wistar submetidas a dieta hiperlipidica sobre a homeostase redox,
além de (2) identificar potenciais marcadores moleculares no tecido muscular estriado
esquelético para futuras aplicagdes biotecnoldgicas. Foram utilizadas 36 ratas Wistar, as quais
foram divididas igualmente e submetidas (HFD) ou ndo (SD) a dieta hiperlipidica e ao exercicio
fisico (HFD-Ex e SD-EXx). Apos a realizacdo de uma sessdo aguda de HIIT supraaerdébioco (5
séries de 5 minutos com descanso passivo de 5 minutos) os animais foram eutanasiados e as
gorduras perigonadal, subcuténea, visceral e o0 masculo gastrocnémio foram dissecados para
posteriores analises bioguimicas e biomoleculares para definir o perfil dos marcadores
bioenergéticos e do balango redox. Os dados coletados foram expressos em médiaterro padréo
da média com significancia de P<0,05 ao utilizar teste t de Student ndo pareado e teste de Mann-
Whitney e ANOVA two-way e post-hoc de Bonferroni. Como resultados, a massa adiposa total
nos grupos HFD e HFD-EXx foi significativamente superior em relagéo aos grupos SD e SD-EX.
O HIIT aumentou a expressao dos genes Ppargcl-o e Fndch em diferentes tipos de fibras do
gastrocnémio. Quanto aos marcadores bioenergéticos, foi observado um aumento significativo
na expressédo de Cs e Ppargcl-la nas fibras brancas do grupo SD-EX frente aos demais grupos,
enquanto que para fibras vermelhas, o aumento foi observado no grupo HFD-Ex. Com base
nesses resultados pode-se concluir que o excesso de adiposidade pode prejudicar a defesa
antioxidante e que o HIIT poderia mitigar esses efeitos deletérios no musculo esquelético,

através do recrutamento de diferentes tipos de fibras de acordo com o tipo de dieta.

Palavras-chave: Treinamento supraaerdbico. Dieta anabdlica. Excesso de adiposidade. Desequil i

brio redox. Bioenergética.

ABSTRACT

The aim of this study were (1) to analyze of the effects of high-intensity interval training (HIIT)
in Wistar rats submitted to a high-fat diet on redox homeostasis, and (2) to identify the potential
markers in the skeletal muscle tissue for future biotechnological applications. Thirty-six Wistar
rats were used, which were divided equally and submitted (HFD) or not (SD) to high-fat diet
and physical exercise (HFD-Ex and SD-Ex). After performing an acute supraaerobic HIIT

session (5 sets of 5 minutes with passive 5-minute rest), the animals were euthanized and
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perigonadal, subcutaneous, visceral fats, and gastrocnemius muscle were dissected for
subsequent biochemical and biomolecular analyzes to define the profile of bioenergetic markers
and redox balance. The collected data were expressed as mean =+ standard error of the mean
with significance of P <0.05, using the unpaired Student's t test and the Mann-Whitney test, and
two-way ANOVA and Bonferroni's post-hoc test. As a result, the total fat mass in the HFD and
HFD-Ex groups was higher than SD and SD-Ex groups. HIIT increased the Ppargcl-o and irisin
gene activity in different types fibers of gastrocnemius. Regarding bioenergetic markers, a
significant increase in the expression of CS and Ppargcl-a was observed in the white fibers of
the SD-Ex group compared to the other groups, whereas for red fibers, this increase was
observed in HFD-Ex group. Based on the results, it can be observed that excess adiposity can
impair antioxidant defense and that HIIT could alleviate these deleterious effects on skeletal

muscle, by recruiting different fibers types according to the type of diet.

Key words: Supraaerobic training. Anabolic diet. Excess adiposity. Redox imbalance.

Bioenergetics.

INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida como uma condi¢do de excesso de gordura corporal que afeta
negativamente a satide do individuo (OMS, 2003). E importante destacar que a obesidade é
uma condicdo de inflamagdo cronica (MENIKDIWELA et al., 2019) que, associada ao
sedentarismo, estd envolvida com alteragdes fisiologicas, principalmente na captacao de glicose,
devido a resisténcia a insulina e ao estresse metabolico resultantes (REUTRAKUL; VAN
CAUTER, 2018). Diante dessa problemadtica, a realizacdo de exercicios fisicos se faz necessario,
visando minimizar e/ou reverter os mecanismos fisiopatologicos da obesidade (ABESO, 2016)
e prevenir comorbidades associadas.

O exercicio fisico esta associado a uma via de transporte de glicose independente de
insulina (ROCCA et al., 2008; BEZERRA et al., 2018), a qual possui papel fundamental no
controle da glicemia. Além disso, o consumo de oxigénio (O2) durante a realiza¢do de exercicio
fisico aerdbico ou anaerobico pode chegar até 20 vezes durante o repouso (URSO;
CLARKSON, 2003). Nessas condig¢oes, o resultado do metabolismo do oxigénio tem, como
produtos, as espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais, em grandes propor¢des, podem ser
nocivas as células (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; POWERS; RADAK; JI, 2016).

Recentemente foi descrito que vias relacionadas a NAPDH oxidase (NOX) sdao produtoras de
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EROs durante o exercicio fisico dado a condicdo pro-inflamatoria pds exercicio agudo em
individuos sedentarios (ALVES, et al., 2020).

Embora o exercicio fisico estimule a producdo de EROs, durante sua execu¢do sdo
disparados mecanismos adaptativos que podem modular as vias enzimaticas da defesa
antioxidante (RADAK et al., 2006; PARK; KWAK, 2016). O sistema de defesa antioxidante
enzimatico inclui as enzimas superdxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX) (FLOHE; GUNZLER, 1984; POWERS; JACKSON, 2008; JACKSON et al.,
2019), as quais atuam concomitantemente na eliminagao das EROs. Além disso, o exercicio
fisico é reconhecidamente uma terapia ndo farmacologica para diversas condicdes, inclusive de
excesso de adiposidade e/ou resisténcia a insulina, por exemplo (FRANCOIS; LITTLE, 2015).

Entretanto, no tocante ao treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés
high-intensity interval training) ainda ndo sdo conhecidos seus impactos em pessoas com
sobrepeso e/ou obesidade. Diante disso, os objetivos deste trabalho foram (1) analisar os
impactos nas vias pro-oxidante, antioxidante e bioenergética do HIIT nas fibras brancas e
vermelhas do gastrocnémio de ratas Wistar submetidas a dieta hiperlipidica e ao HIIT. Além
disso, (2) avaliar potenciais marcadores moleculares em fibras do musculo esquelético com
diferentes perfis bioenergéticos nas vias pro-oxiadante e antioxidante em ratas sedentarias

eutroficas e com sobrepeso.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos ético-legais

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes internacionais ARRIVE 2.0-
NC3Rs e normas brasileiras vigentes (Let n. 11.794/2008, CONCEA/MCTI/Brasil) para
experimentagio in vivo e teve aprovagio do Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Estadual do Ceara (UECE) sob registron. 4157757/2018 (ANEXO B). A pesquisa
foi realizada em uma parceria entre o Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular do
Exercicio (Lab’Ex) do Instituto de Educacio Fisica e Esportes (IEFES) da Universidade Federal
do Ceara (UFC) e o Laboratorio de Bioquimica e Expressao Génica (LABIEX) do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da UECE.

Animais
Foram utilizados 36 ratos fémeas albinos da linhagem Wistar com 28 dias de vida,

obtidos do Biotério Central da UFC. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro
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(12h/12h), em ambiente com temperatura controlada entre 22 a 25°C, e com racdo e agua ad
libitum. A maturidade sexual foi acompanhada a partir dos 60 dias de idade através da inspegao
visual da abertura do canal vaginal. O acompanhamento do estro foi feito através de esfregago
vaginal, 1h antes e 24h apds o exercicio, utilizando laminas de vidro. A observagao foi realizada
em microscopio Optico (magnificacdo 40x) e as fases do ciclo estral, fases estrogénicas
(proestro e estro) e progestogénica (metaestro e diestro) (PACCOLA et al. 2013), foram
determinadas de acordo com as caracteristicas morfoldgicas das células do epitélio vaginal.
Para as avaliagdes murinométricas, o peso corporal dos animais foi aferido em balanga semi-

analitica a cada 2 semanas desde o inicio da dieta até o dia da eutanasia.

Desenho experimental

O estudo foi desenhado para avaliar o efeito do HIIT e Dieta Hiperlipidica (HFD)
(variaveis independentes), bem como da sua interagdo sobre as analises bioquimicas e
moleculares (varidaveis dependentes). Esse modelo determinou a existéncia de 4 grupos
experimentais, contendo 9 animais cada: Dieta Padrdo Sedentario (SD), Dieta Padrao Exercicio

(SD-Ex), Dieta Hiperlipidica Sedentario (HFD); e Dieta Hiperlipidica Exercicio (HFD-Ex).

Dieta Hiperlipidica

Os animais dos grupos Dieta Hiperlipidica receberam ragdo rica em lipidios, composta
por 37,5% de ragdo comercial padrdo, 25% de amendoim torrado, 25% de chocolate ao leite e
12,5% de biscoito de leite. A referida ragao foi produzida no Laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farmacia da UFC de acordo com o protocolo descrito por ESTADELLA et al.
(2004). As ratas dos grupos SD e SD-Ex receberam ragdo comercial padrio (Presence®). Todos
os animais receberam as respectivas dietas a partir do dia 28 de vida até o fim do experimento
com agua e a racdo ad libitum. A cada semana foi aferido o consumo de ra¢do por gaiola e a
massa corporea dos animais em balanga semi-analitica, a fim de acompanhar o

desenvolvimento dos animais ao longo do experimento.
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Tabela 2: Composicao da dieta padrao e dieta hiperlipidica.

Caracteristicas Dieta padrao Dieta hiperlipidica
Calorias (kcal/100g) 380,0 406,9
Carboidratos (g/100g) 63,0 56,6
Proteinas (g/100g) 23,0 16,7
Lipideos (g/100g) 4,0 14,2
Fibras alimentares (g/100g) 5,0 3.4

Fonte: adaptado de ESTADELLA et al. (2004).

Protocolo de Avaliacdo da Capacidade Aeréobica

Para ambientagdo ao exercicio utilizou-se uma esteira ergométrica motorizada
(Inbramed®) na qual os animais foram submetidos a caminhada durante 10 minutos por dia, no
periodo noturno, a uma velocidade de 0,4 km/h, 5 dias por semana, durante duas semanas. Este
periodo foi denominado processo de adaptacdo e foi utilizado com o objetivo de familiarizar os
animais as condi¢des experimentais € minimizar o estresse gerado pelo exercicio (KREGEL et
al., 2006).

Apos o processo de adaptacdo, os animais de todos os grupos foram submetidos ao
protocolo de avaliacdo da capacidade aerdbica através de um teste de cargas incrementais, o
Teste Incremental Méaximo (TIM). O TIM consiste em etapas sequenciais de exercicio continuo,
com duracdo de 3 minutos, seguido de descanso passivo de 2 minutos, iniciando-se a uma
velocidade de 0,3 km/h e com incremento de 0,3 km/h a cada nova etapa, até¢ a exaustao do
animal. Por sua vez, a exaustdo foi determinada, comportamentalmente, a partir da recusa do
animal a correr sobre estimulo manual, e ainda, pela falta de coordena¢do motora identificada
pelo afastamento das patas anteriores e posteriores (KREGEL et al., 2006).

A cada estagio, uma amostra de 25 uL de sangue foi coletada através de pungdo na cauda
dos animais, utilizando capilar, previamente heparinizado, para determinar a lactacidemia sérica.
O sangue coletado foi armazenado em tubos tipo eppendorf, contendo 50 pL de fluoreto
anticoagulante inibidor de glicolise para posterior dosagem por espectofotometria em
Lactimetro (Yellow Springs YSI 2300 STAT PLUS, OH, USA). A partir das leituras, o limiar
de lactato dos animais foi determinado através da inspecao visual da inflexdo da curva gerada
apartir da plotagem da concentragdao do lactato em funcdo da velocidade de corrida e da

distancia percorrida em cada estagio (LEITE et al., 2021).
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Protocolo de treinamento fisico

Quarenta e oito horas apoés a realizagao do TIM, os animais foram entdo submetidos a
uma unica sessao de HIIT (sessdao aguda). O protocolo de HITT consistiu de dez tiros (sprints)
a uma intensidade supraaerdbica de 5% acima da capacidade aerébica com duragdo de cinco
minutos, seguidos por descanso passivo de cinco minutos (1:1) (HANDSCHIN et al., 2007). A
intensidade do exercicio foi determinada a partir das cargas interna e externa. A carga interna
foi definida como limiar anaerdbico determinado a partir da mensuragao da concentragdao do
lactato sanguineo. J4 a carga externa foi determinada através da velocidade méaxima no
momento em que o limiar de lactato foi atingido. Para avaliar os efeitos relativos do exercicio,
foram mensurados Poténcia (F = massa x velocidade) e Trabalho (W = velocidade x tempo x
massa x gravidade) dos animais, assim essas medidas foram consideradas como cargas internas

relativas.

Eutanasia e Coleta de Tecidos

Os animais foram eutanasiados 24 horas ap06s a sessdo de exercicio, utilizando Tiopental
sodico (150 mg/Kg) via intraperitoneal seguido por decapitagdo. O musculo estriado
esquelético gastrocnémio, além dos tecidos adiposos perigonadal, subcutaneo e retroperitoneal
foram dissecados, pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Em seguida, as
amostras foram armazenadas em freezer -80°C. Um resumo do desenho experimental esta

exposto na Figura 2.

Acompanhamento do peso corporal e do ciclo esiral

Analises
Bioqumicas
e
Biomoleculares

DH 21-28 29-72 7377 78-79 B80-84 85-86 87 88 89 90 (dias)

EUTANASIA

Adaptaciio a esteira

Descanso

2 @

Teste de incremental maximo

HiIT Exercicio Intervalado de Alta Intensidade

Figura 2: Desenho experimental

Fonte: Autor.
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Anélise da Expressao Génica
Extragdo e Quantificacio do RNA

A extracao de RNA total foi feita a partir de 100 mg das fibras predominantemente
branca e vermelha do musculo do gastrocnémio, utilizando os reagentes TRIzol® (Thermo
Fisher Scientific) € RNeasy Plus Mini Kit® (QIAGEN, Hilden, Germany). O RNA total foi
determinado por espectrofotometria, assim como a concentracdo e qualidade dada pela razao

de concetracao de proteinas pela concentracao de acidos nucleicos.

Tabela 3. Concentragdo e razdo proteina/RNA das amostras de fibras brancas e vermelhas de

gastrocnémio para submissao ao RT—-qPCR

Grupo/amostra Concentracao (ug/mL) Razao ptn/RNA
WF RF WF RF
SD1 1,768 1,488 1,7 1,7
SD2 1,940 1,580 1,7 1,7
SD3 1,676 2,240 1,7 1,7
SD4 1,660 1,428 1,7 1,7
SDS 1,788 1,656 1,7 1,7
SD6 1,728 1,024 1,7 1,7
HFD1 1,136 1,744 1,7 1,7
HFD2 1,640 1,016 1,7 1,7
HFD3 1,124 2,368 1,7 1,7
HFD4 1,944 1,496 1,7 1,7
HFDS5 0,512 1,700 1,7 1,7
HFD6 1,460 1,140 1,7 1,7
SD-Ex1 0,840 1,508 1,7 1,7
SD-Ex2 0,476 1,972 1,7 1,7
SD-Ex3 1,304 2,068 1,7 1,7
SD-Ex4 0,960 1,260 1,7 1,7
SD-Ex5 1,012 2,260 1,7 1,7
SD-Ex6 0,500 2,224 1,6 1,7
HFD-Ex1 0,836 1,848 1,7 1,7
HFD-Ex2 0,808 1,904 1,7 1,7

HFD-Ex3 1,540 2,176 1,7 1,7
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HFD-Ex4 2,088 1,424 1,7 1,7
HFD-Ex5 2,104 2,168 1,7 1,7
HFD-Ex6 2,105 2,644 1,7 1,7

Fonte: Autor.

Expressdo génica por PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

Foram avaliados 9 genes envolvidos na fisiologia muscular esquelética por meio da
analise de expressao relativa, utilizando Real Time - gPCR (Biorad CFX 96, Biorad, CA, EUA).
Cinco genes estao envolvidos com o estado redox (Nox4, Sodl, Sod2, Cat e Gpx1), trés com o
metabolismo bioenergético (Slc2a4, Ppargcl-a) e um gene estd envolvido com a producao de
irisina (Fndc5). Os ensaios foram realizados em duplicata, utilizando 2 pL de cDNA
previamente sintetizado, adicionado a mistura da reacao contendo 10 pL de Power SYBR Green
(Lifetechnologies, Foster City, CA, EUA), 6,8 uL de agua ultra-pura (Lifetechnologies, Foster
City, CA, EUA) e 0,6 uL (300 nM) de cada primer forward e reverse. Os primers utilizados sao

apresentados na Tabela 4. O método de quantificagdo utilizado foi o 224¢T,

Tabela 4. Sequéncias de primers utilizados para analise da expressao génica por RT—-qPCR

Genes Sequéncias Referéncias
Cs F - STATGGCATGACCGAGATGAA3'
R - 5'CATGGACTTGGGCTTTCATA3Z3' PROPRIO AUTOR
Fndc5 F - SSACGTGAGGCCCAGAAGAGAGC3'
R - STACTGGCGGCAGCAGCTTG3' PROPRIO AUTOR
Slc2a4 F - 55CAACTGGACCTGAACTTCATCGT3'
R - 5’ACGGCAAATAGAAGGAAGAGGT3' ALVES et al., 2020
F - STCCATCAAGCCAAGATTCTGAG3'
Nox4 R - 5'GGTTTCCAGTCATCCAGTAGAG3' JUetal., 2010
F - 5TGTGTCCATTGAAGATCGTGTG3'
Sod1 R - S'CTTCCAGCATTTCCAGTCTTTG3' FORTUNATO et al., 2013
F - 5GGACAAACCTGAGCCCTAAG3'
Sod2 R - 5'CAAAAGACCCAAAGTCACGC3' FORTUNATO et al., 2013
Ppargcl- F - 55 AAGATCCGAAACGCCTGTGTG3' QUIN et al, 2012

a R - 5GGAATCCTGGTGCGGTACAAACT'
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Cat F - 5'CAAGCTGGTTAATGCGAATGG3' FORTUNATO et al., 2013
R - 5 TTGAAAAGATCTCGGAGGCC3'
Gpx1 F - 5AATCAGTTCGGACATCAGGAGS3' FORTUNATO et al., 2013

R - 5'GAAGGTAAAGAGCGGGTGAG3'
F - 55GCAGAAACCTGACCTATAAG3'
Gus R - 55CAAAAGACCCAAAGGACCCT FORTUNATO et al., 2013

Fonte: Proprio autor

Homogeneizagdo, extragdo da porgdo proteica e quantificacdo de proteinas

Para andlise das proteinas musculo foi homogeneizado com tampao TRIS/HCI (pH =
7.4) com os inibidores de proteases aprotinina e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (8°C),
centrifugado (NT 136 — NovaTécnica — Sao Paulo/Brasil) e o sobrenadante, contendo as
proteinas de interesse foi coletado. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) baseado no corante “coomassie brilliant blue” (BG-250) que
em contato com as proteinas emite luminescéncia azul, avaliada por espectrofotometria visivel
(595 nm). A partir de uma curva padrdo, o conteudo de proteinas totais foi determinado e

expresso em mg de proteinas por mL de solugao.

Mensuracgdo dos Grupos Tiois Reduzidos (GSH)

O conteado de tiol reduzido (Glutationa reduzida; GSH) foi determinado por
espectrofotometria, utilizando acido 5,5-ditionitrobenzoico (DTNB) e homogenato de proteinas
exposto ao acido tri-cloro acético (TCA). Os residuos tiois reagem com DTNB, clivando a
ligacdo dissulfeto até ionizacdo do NTB?, em 4gua, a pH alcalino. O NTB? foi quantificado
em espectrofotometro a 412 nm, sendo o resultado expresso em nmol de DTNB reduzido por

mg de proteina (DTNB reduzido/ mg de ptn) (ELLMAN, 1959).

Andlise das enzimas antioxidantes
Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A andlise que avalia a atividade da SOD foi mensurada a partir da inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina na presenca da enzima Catalase para reagir com peroxido em meio
basico. O peroxido presente no meio ¢ gerado pela enzima SOD ao consumir o anion radical
superoxido (BANNISTER; CALABRESE, 1987). O homogenato de proteinas foi adicionado

em meio reacional diluido em tampao Glicina (pH=10.2) e, em seguida, a adrenalina também
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foi adicionada. A oxida¢ao foi mensurada por espectrofotometria a 480 nm em intervalos de 10
segundos, por 180 segundos, sendo o meio reacional preparado em cubeta de quartzo. Os

valores foram expressos em unidade de enzima por miligrama de proteina (U/ mg proteina).

Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada pelo consumo de seu substrato, H>O, através do
monitoramento por espectrofotometria, no comprimento de onda de 240 nm, em intervalos de
30 segundos durante 60 segundos (AEBI, 1984). O meio reacional foi composto de solucao
tampao PBS (pH=7,4) e perdxido de hidrogénio (50 mM) e homogenato de proteinas, preparado
em cubeta de quartzo e realizado em temperatura ambiente. Os valores foram expressos em

unidade de enzima por miligrama de proteina (U/mg proteina).

Analise de dados
Tratamento Estatistico

Os resultados foram analisados com base na média das replicatas utilizadas e seu
correspondente erro padrdo. Apos a indug@o a obesidade foi utilizado o teste ¢ de Student nao
pareado com teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para comparar o lactato sérico, a poténcia
e o trabalho (DP vs DH). Para comparacdo dos grupos do modelo fatorial 2x2 foi utilizada a
Andlise de Variancia (ANOVA) two-way, e post-hoc de Bonferroni. Respeitou-se as hipoteses
de normalidade de distribuicdo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para analise da
frenquéncia de fases do ciclo estral foi utilizado o Teste Exato de Fisher. A significAncia
estatistica foi considerada quando os resultados apresentaram probabilidade de ocorréncia da
hipotese nula menor que 5% (P<0,05). O software utilizado foi o GraphPad Prism 6 (GraphPad

Software).

RESULTADOS

CICLO ESTRAL E COMPOSICAO CORPORAL TOTAL

Todas as fémeas utilizadas tiveram suas fases do ciclo estral verificadas e acompanhadas
ao longo de todo o experimento. Pode-se observar que nao houve diferencas siginificativas
entre os grupos (dados ndo mostrados), tanto no que se refere as fases Estro, Proestro, Diestro
e Metaestro presentes em cada grupo (P>0,05), quanto na frequéncia de animais com
predominancia das fases estrogénicas e progestogénicas (P>0,05).

A Figura 3 refere-se ao peso corporal de ratas Wistar submetidas ou ndo a dieta
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hiperlipidica (SD vs HFD) e/ou a uma sessdo aguda de HIIT (SD-Ex vs HFD-Ex). Foi
observado um aumento significativo (P<0,05) na quantidade de massa corporal dos grupos HFD
e HFD-Ex em relacdo ao grupo SD. Entretanto, quando comparados os grupos submetidos a
dieta padrao e exercicio (SD-Ex) e seu respectivo controle (SD), ndo foram observadas

diferencas significativas (P>0,05) em relacdo a massa corporal dos animais.
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Figura 3: Body weight. Source: Author. Body weight of Wistar rats from Standard diet (SD;
n=9), High fat diet (HFD; n=9), Standard diet Exercise (SD-Ex; n=9), and High fat diet Exercise
(HFD-Ex; n=9). Values are expressed in mean of body weight values.

* Significant difference between groups (P<0,05).

A Figura 4 demonstra a distribuicdo de massa total de tecido adiposo das ratas Wistar
submetidas ou ndo a dieta hiperlipidica (SD vs HFD) e/ou a uma sessao aguda de HIIT (SD-Ex
vs HFD-Ex). Foi observado um aumento significativo da massa total de tecido adiposo (Fig.
4A) em ambos os grupos HFD e HFD-Ex em relagdo aos grupos SD (P<0,05) e SD-Ex (P<0,01).
As gorduras perigonadal (Fig. 4B), subcultanea (Fig. 4C) e visceral (Fig. 4D) aumentaram
significativamente (P<0,05) no grupo HFD-Ex quando comparado ao grupo SD-Ex. Além disso,
as gorduras perigonadal (Fig. 4B) e subcutanea (Fig. 4C) aumentaram nos grupos HFD e HFD-

Ex (P<0,01) quando comparados aos grupos SD-Ex e SD, respectivamente.
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Figura 4: Fat mass distribution. Source: Author. Fat mass distribution as Total fat mass (A),
Perigonadal fat (B), Subcutaneous fat (C), and Retroperitoneal fat (D) of Wistar rats from
Standard diet (SD; n=9), High fat diet (HFD; n=9), Standard diet Exercise (SD-Ex; n=9), and
High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=9). Values are expressed in mean with SEM.

* Significant difference between groups (* P<0,05; ** P<0,01).

A Figura 5 apresenta a quantificagdo de massa das fibras brancas e vermelhas do
musculo gastrocnémio de ratas Wistar submetidas ou ndo a uma dieta hiperlipidica (SD vs HFD)
associado ou nao ao HIIT (SD-Ex vs HFD-Ex). Os animais do grupo HFD-Ex apresentaram
redugdo significativa (P<0,01) de massa das fibras bra
4ncas em relagdo ao grupo HFD, ndo sendo observadas alteracdes nas fibras vermelhas
(P>0,05). Além disso, a quantidade de fibras brancas foram significativamente maiores (P<0,01)

quando comparadas as fibras vermelhas para todos os grupos.
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Figura 5: Mass of gastrocnemius. Source: Author. Mass of gastrocnemius as White and Red
fibers of Wistar rats from Standard diet (SD; n=9), High fat diet (HFD; n=9), Standard diet
Exercise (SD-Ex; n=9), and High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=9). Values are expressed in
mean with SEM.

4 Significant difference between white and red fibers (** P<0.01; **P<0.001; *% P<0.00001).

* Significant difference between groups in the same fibers type (*P<0.05).

CAPACIDADE FiSICA BASEADA EM CARGA INTERNA E EXTERNA

Para defini¢do da capacidade fisica, a Figura 6 apresenta os dados referentes ao teste
incremental maximo (Fig. 6A) e as cargas externa (Fig. 6B-C) e interna (Fig. 6D) de ratas Wistar
submetidas a dieta padrao ou dieta hiperlipidica (SD-Ex vs HFD-Ex). Os niveis de lactado para
determinagdo do MIT (Fig. 6A) demonstram que o grupo HFD-Ex alcancou distancia maior em
relagdo ao grupo SD-Ex. Quanto a avaliagdo da carga externa, o grupo HFD-Ex realizou o
exercicio com trabalho (Fig. 6B) e poténcia (Fig. 6C) significativamente maiores (P<0,0001)
em relacdo ao grupo SD-Ex. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os

grupos (P>0,05) na avaliacdo da carga interna, mensurada pelos niveis de lactato séricos (Fig.
6D).
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Figura 6: External and internal load. Source: Author. Maximum incremental test (A),
external load measured by Work (B) and Potency (C), internal load measured by lactate serum
after MIT (D) of Wistar rats from Standard diet Exercise (SD-Ex; n=9) and High fat diet
Exercise (HFD-Ex; n=9). Values are expressed in mean with SEM.

* Significant difference between groups (**** P<0.0001).

IMPACTO DO HIIT NA EXPRESSAO GENICA DE Fndc5

A Figura 7 apresenta a expressao génica relativa do gene Fndc5 que codifica o precursor
do hormonio irisina nas fibras brancas e vermelhas no tecido do muasculo gastrocnémio de ratas
Wistar submetidas ou ndo a uma dieta hiperlipidica (SD vs HFD) associada ou ndo ao HIIT
(SD-Ex vs HFD-Ex). Para as fibras brancas (Fig. 7A), a expressio de Fndc5 foi
significativamente superior em ambos os grupos que executaram uma sessao de HITT (SD-Ex
e HFD-Ex) quando comparados aos seus respectivos controles (SD; P<0,05 e HFD; P<0,01).
Jé& para as fibras vermelhas (Fig. 7B), o grupo SD-Ex apresentou expressdo significativamente
maior de Fndc5 quando comparado aos demais tratamentos (SD, HFD; P<0,001 e HFD-Ex;
P<0,01). Entretanto, ndo foi observado diferenca entre os grupos sedentarios (SD vs HFD;

P>0,05).
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Figura 7: Gene expression of the Fndc5 glycoprotei. Source: Author. Gene expression of the
Fndc5 glycoprotein in White (A) and Red (B) gastrocnemius fibers of Wistar rats from Standard
diet (SD; n=9), High fat diet (HFD; n=6), Standard diet Exercise (SD-Ex; n=6) and High fat
diet Exercise (HFD-Ex; n=6). Values are expressed in mean with SEM.

* Significant difference between groups (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001).

MARCADORES BIOENERGETICOS NO MUSCULO ESQUELETICO

A Figura 8 apresenta a expressao gé€nica relativa dos genes relacionados ao metabolismo
bioenergético do musculo esquelético nas fibras brancas e vermelhas do musculo gastrocnémio
de ratas Wistar submetidas ou ndo a dieta hiperlipidica (SD vs HFD) associada ou ndao ao HIIT
(SD-Ex vs HFD-Ex). A expressdao dos mRNA para Cs (Fig. 8A), Ppargl-a (Fig. 8C) e Slc2a4
(Fig. 8E) nas fibras brancas foi significativamente maior (P<0,05) no grupo SD-Ex quando
comparado aos demais grupos (SD; P<0,05, HFD e HFD-Ex; P<0,01). Contrariamente, nas
fibras vermelhas, a expressao da Cs (Fig. 8B) e Ppargl-a (Fig. 8D) foi significativamente maior
(P<0,05) no grupo HFD-Ex quando comparado aos demais grupos (SD; HFD e SD-Ex). Quanto
a expressao da Slc2a4 nas fibras vermelhas (Fig. 8F), esta foi significativamente maior (P<0,05)
no grupo SD-Ex quando comparado ao seu respectivo controle (SD sedentario) e ao grupo HFD
sedentario. De maneira semelhante, a expressao de Slc2a4 nas fibras vermelhas do grupo HFD-
Ex foi significativamente maior (P<0,05) quando comparado ao seu respectivo controle (HFD)

e ao grupo SD.
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Figura 8: Gene expression of bioenergetic markers. Source: Author. Bioenergetic markers
of skeletal muscle Cs (A and B), Ppargl-a (C and D) and Slc2a4 (E and F) in White (A, C, and
E) and Red (B, D, and F) gastrocnemius fibers of Wistar rats from Standard diet (SD; n=6),
High fat diet (HFD; n=6), Standard diet Exercise (SD-Ex; n=6) and High fat diet Exercise
(HFD-Ex; n=6). Values are expressed in mean with SEM.

* Significant difference between groups (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001).

ESTADO REDOX DO MUSCULO ESQUELETICO

A Figura 9 apresenta a expressdo relativa do gene da proteina pro-oxidante Nox4 nas
fibras brancas e vermelhas do musculo gastrocnémio de ratas Wistar submetidas ou nio a dieta
hiperlipidica (SD vs HFD) associada ou ndo ao HIIT (SD-Ex vs HFD-Ex). Para as fibras
brancas (Fig. 9A), ndo foi observado diferenca significativa entre os grupos (P>0,05). Ja para

as fibras vermelhas (Fig. 9B), foi observado expressdo de Nox4 significativamente maior
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HFD
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HFD
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(P<0,01) em ambos os grupos submetidos ao exercicio fisico (SD-Ex e HFD-Ex) quando
comparado aos seus respectivos controles (SD e HFD). Entretanto, ndo foi observado diferenca

entre os grupos quando comparadas as dietas, ou seja, SD vs HFD e SD-Ex vs HFD-Ex (P>0,05)
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Figura 9: Gene expression of the Nox4 pro-oxidant enzyme. Source: Author. Gene
expression of the Nox4 pro-oxidant enzyme in White (A) and Red (B) gastrocnemius fibers of
Wistar rats from Standard diet (SD; n=6), High fat diet (HFD; n=6), Standard diet Exercise
(SD-Ex; n=6) and High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=6). Values are expressed in mean with
SEM.

* Significant difference between groups (** P<0,05; **** P<0,0001).

A Figura 10 apresenta a expressao relativa dos genes de enzimas antioxidantes nas fibras
brancas e vermelhas do musculo gastrocnémio de ratas Wistar submetidas ou ndo a dieta
hiperlipidica (SD vs HFD) associada ou ndo ao HIIT (SD-Ex vs HFD-Ex). Para as fibras
brancas (Fig. 10A) e vermelhas (Fig. 10B) ndo foi observado diferenca significativa entre os
grupos (P>0,05) na expressao de Sodl. A expressdo de Sod2 nas fibras brancas foi
significativamente reduzida no grupo HFD quando comparado ao grupo SD (P<0,05). J4 nas
fibras vermelhas, o grupo HFD-Ex apresentou expressao de Sod2 significativamente superior
(P<0,05) quando comparado ao seu respectivo controle (HFD) e ao grupo sedentario (SD).
Além disso, quanto a expressao de Cat nas fibras brancas (Fig. 10E) observou-se um aumento
significativo no grupo SD-Ex em relacao aos grupos sedentarios (SD-Ex vs SD e HFD; P<0,01),
enquanto que para as fibras vermelhas (Fig. 10F), o aumento siginificatico foi observado no
grupo HDF-Ex em relagdo aos grupos sedentarios (HFD-Ex vs SD; P<0,05; HFD-Ex vs HFD;
P<0,01). Quanto a expressao de Gpx1 nas fibras brancas (Fig. 10G), o grupo SD-Ex apresentou
um aumento significativo quando comparado aos demais grupos (SD-Ex vs SD, HFD e HFD-

Ex; p<0,001). J& para as fibras vermelhas (Fig. 10H), o grupo HFD-Ex aumentou
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siginificativamente a expressao de Gpx1 quando comparado ao seu respectivo controle (HFD-

Ex e HFD; p<0,01) e ao grupo SD sedentéario (HFD-Ex vs SD; P<0,05).
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Figura 10: Gene expression of antioxidante enzymes. Source: Author. Gene expression of
antioxidant enzymes Sodl (A and B), Sod2 (C and D), Cat (E and F) and Gpx1 (G and H) in
White (A, C, E and F) and Red (B, D, F and H) gastrocnemius fibers of Wistar rats from
Standard diet (SD; n=6), High fat diet (HFD; n=6), Standard diet Exercise (SD-Ex; n=6) and



48

High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=6). Values are expressed in mean with SEM.
* Significant difference between groups (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).

A Figura 11 apresenta a concentracao da proteina GSH nas fibras brancas e vermelhas
do musculo gastrocnémio de ratas Wistar submetidas ou ndo a dieta hiperlipidica (SD vs HFD)
associada ou ndo ao HIIT (SD-Ex vs HFD-Ex). Nao foram observadas diferengas siginificativas

entre os grupos em ambas as fibras brancas e vermelhas (P>0,05).
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Figura 11: Reduced glutathione concentration (GSH) in gastrocnemius. Source: Author.
Reduced glutathione concentration (GSH) in White (A) and Red (B) gastrocnemius fibers of
Wistar rats Standard diet (SD; n=9), High fat diet (HFD; n=9), Standard diet Exercise (SD-Ex;
n=9) and High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=9). Values are expressed in mean with SEM.

* Significant difference between groups (* P< 0.05).

A Figura 12 apresenta a atividade das enzimas antioxidantes SOD (Fig. 12A-B) e CAT
(Fig. 12C-D) nas fibras brancas e vermelhas do musculo gastrocnémio de ratas Wistar
submetidas ou ndo a dieta hiperlipidica (SD vs HFD) associada ou ndo ao HIIT (SD-Ex vs
HFD-Ex). Para as fibras brancas (Fig. 12A e Fig. 12C), ndo foram observadas diferencas
siginificativas entre os grupos (P>0,05) para a atividade das enzimas SOD e CAT. Por outro
lado, a atividade da enzima CAT (Fig. 12D) para as fibras vermelhas, foi significativamente
superior no grupo submetido a dieta hiperlipidica associado ao HIIT (HFD-Ex) quando

comparado ao grupo submetido a dieta padrao sedentério (SD; P<0,05).
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Exercise (SD-Ex; n=9) and High fat diet Exercise (HFD-Ex; n=9). Values are expressed in mean

with SEM.

* Significant difference between groups (* P< 0.05).
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DISCUSSAO

Este estudo avaliou a fisiologia muscular esquelética da condigdo de sobrepeso e
excesso de adiposidade em ratas fémeas que praticaram uma sessao de exercicio intervalado de
alta intensidade (HIIT). Tanto para os parametros bioenergéticos, quanto para o metabolismo
redox das fibras musculares, observou-se respostas na expressao génica dependente do tipo de
fibra recrutada pelo exercicio. Por sua vez, a literatura descreve que as fibras brancas ou fibras
do tipo II apresentam contracdo rapida e metabolismo glicolitico, enquanto que as fibras
vermelhas ou do tipo [ apresentam contracdo lenta e metabolismo oxidativo ( PETTE; STARON,
2001; LOUREIRO et al., 2016), logo os achados aqui apresentados podem estar associado ao
uma adaptacdo bioenergética dependente do tipo de fibra predominante.

Semelhante ao descrito na literatura (FERNANDES et al., 2016; MORRIS et al., 2015),
o excesso de adiposidade provocado pelo consumo da dieta hiperlipidica promoveu aumento
tanto de massa gorda, quanto de peso corporal. Entretanto, embora seja conhecido que o
aumento do tecido adiposo reflete no aumento da conversdo periférica de androgenos em
estrogenos (SMITH, 1996), no presente estudo, tal dieta ndo afetou as fases do ciclo estral, uma
vez que as ratas apresentaram fases estrogé€nicas e progestogénicas. Por esta razdo, pode-se
afirmar que provavelmente ndo houve influéncia da dieta ou do exercicio na producdo dos
hormonios que caracterizam cada fase do ciclo estral, dado que o aumento de peso ou maiores
niveis de atividade fisica, podem impactar negativamente e positivamente no ciclo estral,
respectivamente (SMITH, 1996).

No presente experimento, os animais submetidos a dieta hiperlipidica (HFD)
aumentaram a massa de fibras brancas. Por outro lado, quando estes animais executaram uma
sessao de HIIT (HFD-Ex), a atividade realizada promoveu uma redu¢ao na massa dessas fibras.
Tal fendmeno pode ser devido ao fato de o HIIT induzir a conversdo das fibras brancas (Tipo
II) em fibras vermelhas (Tipo I) (LUGINBUHL; DUDLEY; STARON, 1984) ou mesmo
degradacao dessas fibras (TAYEBI et al., 2019), conforme indicado pelo trabalho realizado por
estes animais (Carga externa relativa), no presente experimento. Além disso, a avaliacdo da
capacidade fisica dos animais submetidos ao exercicio demonstrou que pode haver influéncia
positiva e vantajosa da dieta na requisicao de energia (ATP) para exercer movimento (Trabalho
e Poténcia).

Considerando o mencionado anteriormente, pode-se inferir que os animais do grupo
HFD-Ex poderiam atingir maiores distancias mesmo com excesso de adiposidade em relagao

aos individuos eutroficos. Por outro lado, dados na literatura apontam que individuos com
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excesso de adiposidade possuem uma capacidade fisica menor que individuos saudaveis,
associado a resisténcia insulinica e ao peso corporal (FONSECA-JUNIOR et al, 2013). Este
achado em ratas ressalta a hipotese deste trabalho de que individuos sedentarios com excesso
de adiposidade submetidos a mesma intensidade relativa que um individuo eutréfico sedentario
podem ter vantagens na adaptacdo ao exercicio fisico. Ou seja, individuos completamente
destreinados, seja com caracteristica eutrofica ou com sobrepeso, ao iniciar a execucdo de
atividade fisica possuem vantagens bioenergéticas e mecanicas individuos com sobrepeso,
provavelmente pelo excesso lipideos para producdo de ATP por vias oxidativas.

Embora as concentragdes de lactato sanguineo apds o TIM tenham sido semelhantes
entre os grupos, pode-se observar que os animais submetidos a dieta hiperlipidica demonstram
maior capacidade fisica quando submetidos ao exercicio (HFD-Ex), uma vez que atingem a
fadiga em uma intensidade maior. Esta fato pode estar associada a capacidade do musculo
esquelético das ratas com dieta hiperlipidica produzir mais energia pelas vias oxidativas
(HOSHINO et al., 2013; PICARD; HEPPLE; BURELLE, 2012). Além disso, a presenca de
lipideos provenientes da dieta hiperlipidica pode estar relacionada com a reducao da requisi¢ao
da via aerdbica de producdo de ATP (HOSHINO et al., 2013). Apesar de bem descrito na
literatura que o excesso de adiposidade diminui o metabolismo de diversos tecidos e a
capacidade fisica de individuos com sobrepeso (PILLON et al., 2021; SAKAMOTO et al.,
1993), a pratica de HIIT pode requisitar diversas fontes de energia das vias oxidativas antes de
se atingir a fadiga muscular (KOH et al., 2019; LITTLE et al., 2010). Consequentemente, pode-
se inferir que o exercicio pode ser executado com maior precisdo por individuos com excesso
de adiposidade, uma vez que quando submetidos ao exercicio (HFD-Ex) apresentam
capacidade fisica superior, dada a associacao das cargas interna e externa dos animais deste
experimento a dos individuos eutroficos (SD-Ex).

De maneria semelhante a literatura (HANDSCHIN et al.,, 2007), as respostas na
expressao génica da Ppargl-a demonstram ser dependentes do tipo de fibra requisitada pelos
grupos experimentais, € podem ser observadas como uma resposta transcricional mediante as
adaptacdes necessarias para a realizagdo do exercicio, como vias bioenergéticas. Tendo em vista
que a Pparg-la estd relacionada com a regulacdo da expressdo génica de proteinas da via
mitocondrial e bioenergética, durante o processamento do RNA, bem como com a estimulagao
das vias de oxidacgdo de lipideos e sinalizagdo de cofatores relacionados a produgdo de ATP e
irisina (KANG; JI, 2012), esses resultados demonstram que as respostas para a expressao dos
demais genes das vias oxidativas e bioenergéticas deste estudo podem ter sido estimulados, por

exemplo, pela sinalizagdo pos-exercicio da proteina PGC-1a.
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No tocante a via de producao da irisina este trabalho observou um aumento significativo
na expressdo génica da glicoproteina FndcS em ambas as fibras musculares em ratas que
praticaram HIIT, embora o mesmo nao tenha sido observado nas fibras vermelhas dos animais
submetidos a dieta hiperlipidica a ao HIIT. Sabemos que a via de produgao da irisina ¢ induzida
pelo exercicio fisico e liberada na corrente sanguinea, sendo regulada por PGC-1a, durante a
pratica do exercicio (MORENO-NAVARRETE et al., 2013. Além do mais, ¢ associada a
regulacao da homeostase da glicose e o processo de resisténcia a insulina induz a diminui¢ao
do nivel de irisina. Em funcao do exercicio fisico, neste trabalho, foi observada esta inducao da
via, de forma que o grupo controle mostrou uma expressao basal, dados estes que corroboram
com a literatura. O exercicio foi capaz de modular de maneira aguda a expressao da fibronectina
precursora de irisina, evidenciando possiveis impactos na estimula¢do de vias bioenergéticas
para producdo de ATP e adaptagdes musculares. Além disso, o excesso de adiposidade pode
impactar na expressao desta via para fibras vermelhas de ratas HFD-Ex, uma vez que nao foram
observadas diferengas entre os controles (SD e HFD). Em termos do tipo de fibra, a resisténcia
a insulina pode diminuir ou prejudicar a produgdo desta proteina (YANG et al., 2015), conforme
observado nas fibras vermelhas deste estudo. Esses resultados podem impactar na regulagdo
dos genes envolvidos com a producdo de energia metabolica por meio da via mitocondrial
(TIMMONS et al., 2012).

Os resultados deste trabalho demonstram que as respostas nas vias de produgdao de ATP
ao exercicio fisico sdo diferentes e dependentes de cada tipo de fibra recrutada, bem como da
dieta utilizada. Os grupos treinados (SD-Ex e HFD-Ex) apresentaram respostas agudas na
expressao génica para o metabolismo mitocondrial (Cs) e o transporte de glicose GLUT4
(Slc2a4) de maneira dependente do tipo de fibra recrutada. De maneira semelhante aos
presentes resultados, Alves et al. (2020) verificaram que as fibras musculares de ratos saudaveis
submetidos a uma sessdo de exercicio extenuante sofrem adaptagdes, produzindo resposta que
podem ser dependentes do tipo de fibra requisitada para execu¢do do movimento. Além disso,
a sinalizagdo de GLUT4 (gene Slc2a4) e Cs pode estar relacionada com adaptagdes musculares
para o ganho de resisténcia energética para praticas de exercicio (RAMOS-FILHO et al., 2015;
RENetal., 1994). Logo, eviedencia-se, com estes resultados, maior sinaliza¢do para a producao
de ATP na via mitocondrial (oxidativa) e requisi¢ao de glicose para cada tipo de fibra atuante
no exercicio para ratas com dietas diferentes no contetido de lipideo. Assim, essas adaptacdes
sdo percebidas nas fibras brancas de ratas eutroficas e nas fibras vermelhas de ratas com excesso
de adiposidade, possivelmente pela biodisponibilidade de lipideos.

A enzima NOX4 sabidamente na literatura ¢ induzida no musculo apés o exercicio,
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aumentando o estress oxidativo, provocando reagdes adaptativas que conferem prote¢do a
resisténcia a insulina devido a obesidade. Portanto a abundancia de NOX4 no musculo
esquelético ¢ marcador tanto de efetividade de exercicio fisico, ou seja, € resultado do musculo
treinado e consequentemente, adaptacdes efetivas a favor de diminuigdo de resisténcia a
insulina. Desta forma a maior expressdao de NOX4 em fibras vermelhas dos animais praticantes
de HIIT, independente da dieta, é corroborada por resultados obtidos pelo grupo de pesquisa,
onde ela ¢ apontada como principal fonte de EROs durante exercicios exaustivos € intensos em
tecidos oxidativos de contracdo lenta, ou seja, fibras vermelhas (ALVES et al., 2020). Desta
forma, considerando que o aumento de EROs ocorre pela relagio da Nox4 presente na
sinalizacdo da biogénese mitocondrial (HE et al., 2019), € possivel que, no presente trabalho, a
mitocondria esteja envolvida no processo de resposta redox.

A importancia da verificagdo das enzimas pertencentes as isoformas SOD, vem de
encontro a necessidade de identificar a origem génica das mesmas. Sodl ¢ predominantemente
citossolica enquanto que Sod2 ¢ mitocondrial. O exercicio ndo mostrou inducdo de resposta na
expressao génica, apenas causando diminui¢do desta enzima em ratas sedentarias submetidas a
dieta hiperlipidica (HFD). A expressio de Sod2 mitocondrial foi mais expressa
significativamente nas fibras vermelhas para os grupos que executaram exercicio (SD-Ex e
HFD-Ex). A atividade total da enzima SOD nao foi diferente entre os grupos. Estes resultados
sdao condizentes com a literatura, visto que a condi¢do de inflamagdo cronica de baixo grau
presente em individuos com sobrepeso diminui a resposta da enzima SOD citoplasmatica (Sod1)
em diversos tecidos (ITO et al., 2017). O exercicio portanto foi efetivo em promover a
expressao da isoforma mitocondrial (Sod2) (THIRUPATHI; PINHO, 2018), de maneira
semelhante aos resultados observados nas fibras vermelhas.

Porém, nossos resultados nao foram condizentes quanto a atividade total da enzima SOD,
como no estudo de Alves et al. (2020). Visto que a enzima SOD esté relacionada com o combate
ao superoxido, € possivel que as respostas pré- e pos-traducionais denotem respostas imediatas
ao combate ao anio superdxido induzido pelo exercicio sem resposta aguda acentuada no
musculo esquelético. Visto que o complexo enzimatico Nox4 foi mais expresso nas fibras
vermelhas, assim como a Sod2 em resposta ao exercicio independente do tipo de dieta, pode-
se inferir que pode haver uma relagdo do exercicio com a biogénese mitocondrial e sua atuagdo
nas fibras vermelhas em ratas submetidas ao HIIT.

Para a expressdo génica das enzimas Cat e Gpx1, as respostas ao HIIT dependentes do
tipo de fibra sdo bem definidas. Para os animais do grupo SD-ex a resposta foi acentuada nas

fibras brancas, ja para os que foram submetidos do grupo HFD-Ex as respostas foram
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acentuadas nas fibras vermelhas para ambas as enzimas. Porém, na por¢do proteica apenas a
atividade da enzima CAT nas fibras vermelhas aumentou com a associagdo de dieta
hiperlipidica e HIIT (HFD-Ex). Estudos anteriores apontam que as enzimas CAT e GPX em
diferentes tipos de fibras respondem de acordo com a pratica de exercicio (agudo e crénico)
(ALVES et al., 2020; CRISWELL et al., 1993; LOUREIRO et al., 2016). E importante destacar
que, de acordo com o volume ¢ a intensidade do exercicio, pode haver aumento na quantidade
de peroxidos por diferentes vias em cada tipo de fibra (ALVES et al., 2020; LOUREIRO et al.,
2016). Estes resultados ressaltam os achados quanto a produgcdo de EROs no musculo
esquelético dependente das vias de requisi¢do de energia metabdlica (ATP) (RADAK et al.,
2013). Provavelmente, os animais com excesso de adiposidade requisitam mais fibras com
caracteristicas oxidativas, ou seja, fibras vermelhas, além de apresentarem resisténcia ao lactato,
quando submetidos ao HIIT apresentam maior capacidade fisica em relagdao aos individuos
eutroficos. Assim, as respostas agudas nas vias de produgdo de EROs deste trabalho podem ser
provenientes do excesso de peso, da oxidacdo de lipideos e maior trabalho realizado pelos

animais com excesso de adiposidade praticantes de HIIT (HFD-EX).

CONCLUSAO

E possivel concluir que a composigdo corporal distinta pode influenciar na capacidade
fisica dos animais e, assim, pode proporcionar a requisi¢do de diferentes fibras musculares
responsaveis por diferentes vias de produgdo de energia, causando respostas nas adaptagdes
bioenergéticas e nos contextos pro- e antioxidante. Além disso, animais com excesso de
adiposidade parecem ser mais resistentes a variacao de lactato advindo da producao de ATP por
vias anaerdbicas, possivelmente devido a presenca de lipideos em sua dieta. Diante disso,
nossos resultados apontam que os os efeitos fisioldgicos do HIIT no musculo esquelético de
ratas Wistar submetidas a dieta hiperlipidica possuem possiveis respostas agudas benéficas no
contexto antioxidante e bioenergético. Assim, ¢ possivel que a afericdo das concentragdes
sanguineas de irisina, glicose, ou de marcadores bionergéticos possa responder quanto a
adaptacao musculo-esquelética em individuos com sobrepeso praticantes de exercicios de alta

intensidade.
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