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RESUMO

PAES, Lorena da Silva. Efeitos de diferentes intensidades de treinamento aerdbico
isocaldrico sobre a funcdo endotelial microvascular e marcadores de estresse
oxidativo em ratos submetidos a dieta hiperlipidica. 2019. 165 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Na obesidade, permanece incerto se a alta intensidade de treinamento
aerobio apresenta, de fato, maior vantagem em relacdo a intensidade moderada
para a melhora da funcédo endotelial microvascular; sobretudo quando o volume de
exercicio é controlado pelo dispéndio energético. Também € necessario elucidar se
a alta intensidade induz realmente adaptacdes benéficas na funcdo endotelial, ou se
poderia exacerbar o estresse oxidativo e danos sobre a fungao endotelial que podem
ser desencadeados pela obesidade per se. Esta Tese de Doutorado investigou o
efeito de duas intensidades de treinamento aerdbico, realizado com sessdes
isocaldricas, sobre a funcdo endotelial microvascular e marcadores de estresse
oxidativo vascular em ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Assim,
ratos Wistar (n=18 animais / grupo) foram alimentados com dieta controle (C) ou
hiperlipidica (H) por 12 semanas, e depois subdivididos nos grupos: sedentarios—CS
e HS; treinamento moderado continuo—- CM e HM; treinamento intervalado de alta
intensidade— CH e HH. Durante 6 semanas, HM e CM treinaram em velocidade
correspondente a 65% VO2 de reserva (VO2res), e CH e HH, com estimulos a
85%V02res intercalados com 60%VO2res; sendo a duragdo controlada pelo
dispéndio energético. Apds a intervengao, todos os grupos foram submetidos a
analise da composicao corporal, do perfii metabdlico e da capacidade
cardiorrespiratéria. A reatividade microvascular foi analisada em dois sitios
musculares distintos. Amostras de aorta também foram coletadas para os ensaios
de estresse oxidativo. Os principais resultados mostraram que, em comparacao a
HS, os grupos de treinamento HM e HH exibiram, similarmente, melhora da
vasodilatagdo dependente do endotélio em musculo cremaster (HS vs. HM: 22,9%
P=0,01; HS vs. HH: 19,7% P=0,02) e em musculos adutores (HS vs. HM: 13,4%
P=0,03; HS vs. HH: 18,2% P=0,001), bem como aumento da biodisponibilidade de
NO (HS vs. HM: 23,9%; P=0,04; HS vs. HH: 25,1% P=0,04). Porém, apenas a alta
intensidade foi responsavel por aumentar a atividade de Glutationa Peroxidase (HS
vs. HH: P=0,03; CS vs. CH: P=0,007), mesmo sob o aumento da peroxidagéo
lipidica (CS vs. CH: P=0,005; HS vs. HH: P=0,04); e também foi capaz de aprimorar
a vasodilatagcdo dependente do endotélio de animais eutroficos (CS vs. CH -
cremaster: 26,3%; P=0,02; adutores: 19,2%; P=0,01). Em conclusao, no contexto da
obesidade, apenas a alta intensidade pareceu ser mais eficiente para melhorar a
capacidade antioxidante vascular, mas o gasto caldrico total das sessbes de
treinamento revelou-se mais importante do que a intensidade para o aprimoramento
da reatividade microvascular dos animais observados.

Palavras-chave: Microcirculacdo. Fung¢ao endotelial. Estresse oxidativo. Obesidade.

Ratos Wistar. Treinamento aerdbio.



ABSTRACT

PAES, Lorena da Silva. Effects of different intensities of aerobic isocaloric exercise
training upon microvascular endothelial function and biomarkers of oxidative stress in
rats fed a high fat diet. 2019. 165 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

In obesity, it remains unclear if high intensity aerobic training is superior to
moderate intensity for improvements on endothelial function in microvasculature;
mainly when exercise volume is matched by energy expenditure. Additionally, it is
necessary to clarify if the high intensity training really improves microvascular
endothelial function, or could exacerbate oxidative stress and impairments on
endothelial function which are triggered by obesity per se. This study investigated the
effects of two intensities of aerobic training, performed with isocaloric exercise bouts
upon microvascular endothelial function and biomarkers of vascular oxidative stress
in rats fed a high fat diet. Thus, Wistar rats (n=18 per group) were randomly assigned
to standard chow diet (C) or high fat diet (H) for 12 weeks prior to be assigned into
the groups: sedentary— CS and HS; moderate intensity continuous training— CM and
HM; high intensity interval training- CH and HH. Over 6 weeks, CM and HM groups
performed treadmill running at speeds corresponding to 65% oxygen uptake reserve
(VO2res), and CH and HH trained at 85% VOzres interspersed with 60% VOzres, with
the duration controlled by energy expenditure. At the end of intervention, all groups
had assessed: body composition, metabolic profile and cardiorespiratory capacity.
Experiments of microvascular reactivity were performed in two distinct muscles. Aorta
fragments were collected to perform assays of oxidative stress. Regarding the main
results, HM and HH groups similarly improved endothelium dependent vasodilation in
cremaster muscle (HS vs. HM: 22,9% P=0,01; HS vs. HH: 19,7% P=0,02), in
adductors hindlimb (HS vs. HM: 13,4% P=0,03; HS vs. HH: 18,2% P=0,001) and also
NO bioavailability (HS vs. HM: 23,9%; P=0,04; HS vs. HH: 25,1% P=0,04).
Nevertheless, only high intensity training was able to improve Glutathione peroxidase
activity (HS vs. HH: P=0,03; CS vs. CH: P=0,007), despite the increase of lipid
peroxidation (CS vs. CH: P=0,005; HS vs. HH: P=0,04). High intensity was also able
to improve endothelium dependent vasodilation in lean animals (CS vs. CH -
cremaster: 26,3%; P=0,02; adutores: 19,2%; P=0,01). In conclusion, in obesity
context, only high intensity aerobic training seems to be efficient to improve vascular
antioxidant capacity, but total caloric expenditure of exercise sessions (volume)
appeared to be more significant than intensity training to induce beneficial outcomes
upon microvascular reactivity in the observed animals.

Keywords: Microcirculation. Endothelial function. Oxidative stress. Obesity.

Wistar rats. Aerobic training.
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INTRODUGAO

Na obesidade e no sobrepeso, o treinamento aerdbio de intensidade
moderada a alta € capaz de produzir diversos efeitos benéficos sobre indicadores
cardiovasculares e metabdlicos, como a capacidade cardiorrespiratéria, composicao
corporal e fungcédo endotelial (1-3). Dentre esses indicadores, a fungdo endotelial tem
sido extensivamente estudada, pois representa um preditor significante de eventos
cardiovasculares adversos (4,5).

O acumulo de adiposidade visceral e as alteracbes metabdlicas coexistentes
promovem um estado inflamatério crénico de baixo grau, pro-aterogénico e
vasoconstritor (5,6). Tais condigdes aumentam a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios por adipdcitos e o estresse oxidativo, ocasionando prejuizos na fungao
endotelial (7,8). Entretanto, uma rotina de exercicios aerdbios pode exercer um
papel protetor e regulatorio vascular, capaz de aumentar a producao de defesas
antioxidantes, a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), e melhorar a resposta
vasodilatadora e a funcdo endotelial (9,10).

O problema é que a dose-6tima de exercicio para maximizar tais adaptacoes
ainda permanece incerta (11). Enquanto ha evidéncias sugerindo que o treinamento
de alta intensidade seria melhor para obté-las (3,12), ha outras demonstrando que,
sob condigdes isocaldricas (ou seja, mesmo volume de exercicio), a intensidade
moderada seria igualmente eficiente (13-16).

Além disso, ndo se sabe se algumas respostas agudas estimuladas pelo
exercicio intenso poderiam aumentar a vulnerabilidade do endotélio de individuos
obesos ou com sobrepeso a danos funcionais, uma vez que 0O excesso de
adiposidade per se esta relacionado com estresse oxidativo, inflamagao crénica e
lesdo endotelial (12). Na verdade, algumas respostas agudas do exercicio de alta
intensidade podem influenciar na magnitude do shear stress, e causar alteragdes no
fluxo sanguineo (i.e. retrogrado e oscilatério) e na reatividade vascular (13,17,18).
Em tese, no exercicio intenso ha uma maior producdo de espécies reativas ao
oxigénio (EROs) (19), o que poderia afetar a biodisponibilidade do NO, a integridade
do endotélio e a homeostase vascular (13,20).

Diante desses achados controversos, permanece incerto se determinadas

cargas de trabalho apresentam, de fato, maior vantagem em relagéo as outras, na
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prescricdo do exercicio aerdbio. Além disso, ndo esta totalmente elucidado se o
exercicio aerobio intenso induz a desfechos benéficos na fungdo microvascular de
individuos obesos, ou se poderia exacerbar uma condigdo pré-existente de
vulnerabilidade e disfungdo endotelial. Assim, permanece a pergunta: qual a dose-
otima de exercicio a ser aplicada nas rotinas de treinamento aerébio para promover
beneficios vasculares na obesidade ou no sobrepeso?

Para subsidiar uma melhor compreensao sobre o tema abordado, seréo
descritos nos topicos a seguir os principais efeitos deste tipo de treinamento sobre
os indicadores em questdo, bem como delineados os objetivos e as respectivas

hipoteses da presente Tese de Doutorado.
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1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 A obesidade e o sobrepeso

A obesidade e o sobrepeso sao caracterizados pelo acumulo excessivo de
gordura corporal, resultado de um balango energético positivo que acarreta
disturbios sistémicos no organismo e problemas significativos de saude (21). Além
da avaliagdo clinica, os indices de massa corporal (IMC) = 30 kg/m? e entre 25-30
kg/m? definem a obesidade e o sobrepeso, respectivamente. Segundo a OMS, a
obesidade e o sobrepeso sdo consideradas doengas cronicas epidémicas, que
atinge individuos de paises com diferentes niveis de desenvolvimento,
independentemente de faixa etaria, sexo ou etnia (22).

A etiologia da doenga é complexa e multifatorial. Pode ser resultado de
alteragcbes no comportamento alimentar, no metabolismo energético, sedentarismo,
hereditariedade, disturbios hormonais, disturbios neurolégicos ou de condigbes
psicossociais (23). O que torna a obesidade um problema significante de saude
publica sdao os disturbios cardiometabdlicos inerentes, pois estdo associados a
reducdo da expectativa de vida e grande impacto na populagédo, principalmente do
ponto de vista sdcio-econémico (8,22).

Globalmente, os indices de obesidade tém crescido ao longo dos anos, e tem
sido dificil para muitos paises controlarem esse crescimento, sobretudo os menos
desenvolvidos. Na América Latina, por exemplo, existe uma preocupacao de que,
politicas publicas em saude sejam discutidas e elaboradas o quanto antes na
tentativa de acompanhar a rapida transicdo do baixo peso corporal e desnutricao
para sobrepeso e obesidade; uma tendéncia observada recentemente na populacio
infantil dos paises dessa regiao (24).

No Brasil, estimativas recentes mostraram uma prevaléncia de obesidade em
torno de 11% em homens, 20% em mulheres e 10% em criangas. Os dados de
sobrepeso sdao mais alarmantes, uma vez que 52% dos homens e 58% das
mulheres se enquadram nesta categoria. Tudo isso direcionou o pais a ocupar a 5°

posicao no ranking dos 10 paises onde mais de 50% dos individuos obesos de todo
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o0 mundo vivem, estando atras apenas de Estados Unidos, China, India e Russia
(22,24).

O aumento do sedentarismo e do consumo de alimentos com alto de teor de
lipidios e carboidratos tém favorecido o crescimento da doenga no mundo todo. A
soma desses fatores resulta no acumulo de gordura no organismo, bem como o
desenvolvimento inerente de alteracbes metabdlicas, inflamatérias, hormonais e
hemodinamicas. Com o tempo, tais alteragdes predispdem o individuo a uma série
de doengas que aumentam o risco cardiovascular, tais como: dislipidemia, diabetes
tipo Il (DM2), hipertensao arterial, aterosclerose e doencga arterial coronariana (DAC)
(25,26).

1.1.1 Alteracdes vasculares relacionadas a obesidade e ao sobrepeso

As alteracdes vasculares iniciam de forma complexa e silenciosa, mas podem
ser detectadas antes mesmo do diagnostico efetivo da obesidade, quando ha
acumulo de adiposidade visceral e aumento do IMC. Elas se tornam mais
significantes a medida que as alteragbes metabdlicas e hormonais se agravam, e a
proliferacdo de adipécitos aumenta (6).

No segmento da microcirculagédo, o excesso de adiposidade é conhecido por
ocasionar alteragdes estruturais e disfungdo microvascular (27). Prejuizos na agéao
da insulina sobre 0s microvasos e processos inflamatérios crénicos que iniciam nos
adipocitos sdo capazes de afetar o recrutamento capilar, desregular a funcao
endotelial e levar ao predominio da vasoconstriccdo nas arteriolas (5,28). Da
disfungdo endotelial emergem os processos iniciais de formagdo da placa de
ateroma, com leucdécitos mononucleares sendo atraidos para o endotélio arterial por
moléculas de adeséo celular (VCAM-1, ICAM-1) (29).

O processo inflamatério se agrava com a infiltragdo de particulas de LDL no
espaco sub-endotelial das artérias, ocasionada pelo excesso de gordura no
organismo (5). Isto porque a oxidagao dessas particulas aumenta a producéo de
espécies reativas (EROs), citocinas e macréfagos no endotélio. O avango desse
processo resulta em aterosclerose — doenga progressiva que causa o estreitamento

do lumen do vaso, formagao de trombos e redugdo da complacéncia arterial (30).
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Todas essas alteracbes vasculares, sobretudo as que ocorrem na
microcirculacdo, aumentam a resisténcia vascular periférica, e consequentemente, a
pressao arterial. A elevagao da pressao € uma alteracdo hemodinamica consideravel
na obesidade e no sobrepeso, que ocorre em fungao da maior reabsorgao tubular do
sédio e do desvio da natriurese pressérica (31). A maior ativagdo do sistema renina-
angiotensina e da leptinemia (proporcional ao tecido adiposo) também podem
aumentar a atividade simpatica, que medeia a elevacgao da pressao (25,32). O fato é
que hipertensao dificulta a passagem do sangue e a oxigenacgao de tecidos, o que
implica em maior risco de eventos graves, como o infarto agudo do miocardio e o
acidente vascular encefalico (30,33).

Em outras palavras, a medida que o individuo permanece ao longo dos anos
com elevado peso corporal e adiposidade acumulada, os danos (micro)vasculares
se agravam, as alteragdes hemodinamicas se cronificam e o comprometimento de

orgaos-alvo (rins, cérebro e coragéo) tende a ser irreversivel.

1.2 Estresse oxidativo

O aumento do consumo de oxigénio e a ativacdo de algumas vias
metabdlicas em condicdes de defesa do organismo resultam na formagado de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERN) (12,34). As EROs, que
tém papel importante nas fungdes fisioldgicas, podem ser divididas em radicais livres
e em compostos nao radicalares (35). O termo “espécies reativas” tem sido adotado
para se referir em conjunto a ambos os compostos (36), sem dividir suas respectivas
atuacboes. A formacao de radicais ocorre em cenario de reacdes redox, onde
atomos/moléculas ficam ao menos com um elétron desemparelhado, que permite a
transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas. Dentre os principais radicais estao
0 anion superoéxido (0O27), o peroxinitrito (ONOO") e o ion hidroxil (OH") — que é
altamente reativo e tem forte potencial oxidativo (34,37).

Os compostos ndo radicalares sdo menos instaveis que os radicais, mas tém
capacidade similar de reagir com moléculas ao redor. Esses compostos podem ser
formados pela dismutagao de outras espécies reativas. Por exemplo, o perdxido de

hidrogénio (H202) € um metabdlito formado quando o anion superoxido é dismutado.
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Apesar de seu baixo potencial oxidativo, é considerado citotéxico por sua
capacidade de produzir radicais hidroxil (34,37). Dentre todos os radicais, o hidroxil
tem a maior capacidade reativa e pode causar inativagao, ou mutagdo do DNA (37).

De modo geral, a formagdo de EROs esta envolvida em varios processos
normais do metabolismo, que sao necessarios para a manutencao da homeostase.
Producédo de energia, fagocitose, regulagéo do crescimento celular e sinalizagao sao
alguns exemplos onde ha formacgao de EROs (38). No entanto, quando ha aumento
da producdo de EROs, o sistema antioxidante age de maneira regulatoria,
impedindo que esse aumento de EROs provoque danos celulares (36).

Do contrario, quando o aumento da producdao de EROs se sobrepde a
capacidade de atuagao do sistema antioxidante resulta em estresse oxidativo (39). O
estresse oxidativo € uma condicdo onde ha desequilibrio no balango redox por
radicais livres, que pode ocasionar danos variados aos componentes celulares (12).
Basicamente, ele & caracterizado por um conjunto de eventos: a) aumento da
producao de EROS; b) reducao da efetividade dos antioxidantes; c) disturbio no
balango redox; d) dano celular (i.e. peroxidacado lipidica da membrana, dano
proteico, ou quebra de DNA) (36).

Nas alteragcdes vasculares derivadas da obesidade ou do sobrepeso, o
estresse oxidativo € um dos principais processos envolvidos na inflamacao do tecido
adiposo acumulado. O aumento de macréfagos estimula a produgdo de citocinas
pré-inflamatérias, exacerba a producédo de EROs e ERN e aumenta a expressao da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). O NO reage com o O2”, produz ONOO- e
outros compostos que perpetuam o quadro inflamatério (8). Diferentemente das
alteracgdes vasculares, o aumento da producdo de EROs no exercicio aerdbio resulta
em adaptacdes benéficas no sistema antioxidante, e decorre de taxas elevadas de
atividade mitocondrial e consumo de oxigénio (36). O efeito do estresse oxidativo em
ambos os contextos de doenca e exercicio fisico serdo descritos com mais detalhes,

nas segoes a seguir.
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1.3 A microcirculagao

1.3.1. Estrutura e Funcio

Formada basicamente por arteriolas, capilares, vénulas e microlinfaticos, a
microcirculagcdo € um sistema que tem como principal fungdo adequar a oferta
tecidual de oxigénio a demanda celular (40). E através deste sistema que ocorre a
remocgao de metabdlitos e a nutricdo tecidual, os quais sao cruciais para manter a
integridade e a funcionalidade dos érgaos. Além do papel central no transporte de
02, CO2, nutrientes e hormdnios, a microcirculagao é conhecida por abranger outros
processos fisiologicos fundamentais, tais como: angiogénese, coagulagao, resposta
imunoldgica, controle da pressao arterial e ajuste da temperatura corporal (41).

Na definigdo classica, a microcirculagdo esta situada na porcao do leito
vascular onde os vasos possuem diametro maximo na faixa de 100 — 150 ym (42).
No entanto, essa definicdo estritamente morfologica vem dando lugar a uma
definigdo mais funcional, na qual o tbnus miogénico passou a ser considerado (40).
O tébnus miogénico € um mecanismo intrinseco do musculo liso, que contrai em
resposta a distensdo da parede vascular. Assim, todas as arteriolas e pequenas
artérias que apresentam variagdes no tamanho do lumen em resposta ao aumento
de presséao sao consideradas integrantes da microcirculagéo, independentemente do
diametro (40,43).

Em uma breve descricdo do sistema, pequenas artérias e arteriolas sao
tipicos vasos de resisténcia, que controlam a distribuicdo do fluxo sanguineo de
acordo com a demanda tecidual. Esse controle é feito através da vasodilatacdo e da
vasoconstriccdo, onde o didmetro dos vasos € ajustado conforme a necessidade
(41). Portanto, quando ha diminuicdo ou aumento da biodisponibilidade de O2 em
determinado tecido, as arteriolas dilatam ou contraem a fim de aumentar ou reduzir
o fluxo naquele local. Além do controle do fluxo, esses ajustes também influenciam
na resisténcia vascular periférica, na filtracdo capilar, no retorno venoso, e por
conseguinte, na pressao arterial (43).

Do ponto de vista morfofuncional, a presenca de musculo liso, esfincteres e

inervacao perivascular nas arteriolas € o que proporciona as alteracoes de diametro,
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que ocorrem em resposta a estimulos neurais, metabodlicos e humorais (40). Em
adicdo, a predominancia do ténus miogénico nas arteriolas exerce um papel
protetor, atenuando o impacto da pressao relativamente alta das artérias sobre os
microvasos (41). Assim, ao ajustar o calibre em funcdo de variacbes de presséo,
elas protegem os oOrgaos e respectivos capilares de danos ocasionados por
hipertensao e hiperperfusao.

Os capilares séo considerados vasos de troca, cujas paredes sdo mais finas e
bastante permeaveis a agua e outras moléculas. Os processos de troca sao
proporcionados pela propria estrutura, formada por endotélio, lamina basal e
pericitos (44). Embora parte do fornecimento de O2 possa acontecer nas arteriolas
terminais, o maior sitio de difusdo para os tecidos é formado, de fato, no segmento
dos capilares. Estes vasos tém a menor faixa de diametro do sistema, mas a maior
area de secgao transversa, o que possibilita uma ampla superficie de troca (43,45).

Diferentemente de outros microvasos, a distincdo entre os capilares é feita
com base na estrutura, que esta relacionada ao grau de permeabilidade e também
depende da demanda do 6rgao onde os capilares estao inseridos (44). Ou seja, os
capilares de 6rgdos que necessitam da passagem de grandes moléculas (ex:
figado), apresentam aberturas e poros proporcionalmente maiores do que aqueles
capilares cujo os 6rgaos lidam apenas com o fluxo de ions e pequenas moléculas
(ex: musculo esquelético) (43) .

Ap6s os capilares, o sangue alcanga as vénulas, que apresentam uma
camada de musculo liso bem menos espessa em relacédo a das arteriolas. Por causa
da localizagdo, qualquer ajuste no calibre venular altera a resisténcia pos-capilar, a
pressdao hidrostatica nos capilares e a perfusdo tecidual (43). Na resposta
inflamatdria, as vénulas pdés-capilares formam um sitio microcirculatério propicio
para rolamento, adeséo e transmigragao de leucécitos (44). As vénulas dao origem
as pequenas veias, que possuem elevada capacidade de armazenamento de
sangue. A partir delas, o fluxo sanguineo segue para as grandes veias, retornando
para a macrocirculagao e coragao (43).

Em Jdltima analise, a heterogeneidade é a principal caracteristica da
microcirculacdo. Arteriolas, capilares e vénulas se diferenciam no mais amplo
sentido: quanto a estrutura, a organizagao nos tecidos, e a maneira de responder
aos estimulos (40). Contudo, apesar dessas diferencgas, todos eles ttm em comum a

presenca de um componente-chave: o endotélio.
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1.3.2 O endotélio

Considerado um 6rgao endécrino, o endotélio € composto por uma camada
continua de células endoteliais, que reveste a parede interna de todos os vasos
sanguineos, vasos linfaticos e cadmaras cardiacas (46). A localizagdo estratégica
entre musculo liso e o lumen do vaso permite que o endotélio responda a estimulos
quimicos e mecanicos, provenientes do sangue, da parede vascular e do intersticio.
Hipoxia, forcas hemodindmicas, neurotransmissores, ions e acumulo de radicais
livres sdo alguns deles (5,47).

Quando integro, o endotélio exerce um papel vasculoprotetor e produz
substancias vasoativas que atuam de forma modulatéria sobre o musculo liso, e
sobre o proprio endotélio. Tais substéncias s&o responsaveis por regular o ténus
vascular, a adeséo leucocitaria, a coagulagdo, a agregacao plaquetaria, fibrindlise e
a proliferagdo de células musculares lisas vasculares (CMLV) (46,48). Quando
lesionado, o endotélio passa a ter dificuldade em regular esses processos e se torna
disfuncional, a medida que a sintese de fatores pro-inflamatérios e a
vasoconstricgdo sobrepdem-se aos niveis 6timos (49,50).

O papel vasculoprotetor do endotélio é conferido, sobretudo, com a ajuda do
glicocalice — uma rede composta por proteoglicanos e glicoproteinas ligadas a
moléculas soluveis do plasma e do endotélio. Localizada entre as células endoteliais
€ 0 sangue, esta rede negativamente carregada atua como uma barreira seletiva,
que ajuda na regulacédo da permeabilidade vascular e adesao leucocitaria (51,52). A
ligacdo da enzima superdxido dismutase (ecSOD) com proteoglicanos e
glicoproteinas também € importante, pois protege contra danos vasculares em
estados pré-oxidantes (53). Portanto, quaisquer alteragdes fisiopatoldgicas que
modifiquem a composicdo dessa barreira, afetam, consequentemente, a

homeostase vascular.
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1.3.2.1 Vasodilatacao e vasoconstricdo dependente do endotélio

De maneira autbnoma, o musculo liso e a inervagdo simpatica vascular
podem mediar a vasoconstriccao e a vasodilatacdo sem depender necessariamente
do endotélio (54). Sob a agdo de neurotransmissores e horménios, ambas se fazem
presentes nas arteriolas, controlando o suprimento de sangue para 6rgaos e tecidos.
No entanto, a maioria dos estimulos quimicos e fisicos requer a sintese de
substancias vasoativas pelo endotélio, que interagem de forma efetiva com o
musculo liso para promover vasodilatagdo e vasoconstricgao (43,55).

No que se refere a vasodilatacdo dependente do endotélio, o 6xido nitrico
(NO) é considerado uma das substancias mais importantes para o controle do fluxo
sanguineo e do ténus vascular. Em condig¢des fisiologicas, a sintese do NO se deve,
principalmente, ao shear stress (ou estresse por cisalhamento) (56). Contudo, ele
também pode ser sintetizado a partir da liberagdo de outras substancias, tais como:
bradicinina, serotonina, adenosina e acetilcolina (ACh) (43).

O shear stress € um estimulo mecanico no qual as hemacias exercem fricgao
sobre as células endoteliais a medida que o sangue flui pelo vaso (13). Nesse caso,
o endotélio funciona como um mecanotransdutor que ativa a sintese de NO a partir
das deformacdes mecanicas causadas pelo fluxo sobre as células endoteliais (57).
Esse estimulo é responsavel por manter um nivel basal de vasodilatagdo, que é
fundamental para a manutengao do tonus vascular (58). Do contrario, uma tendéncia
vasoconstritora mediada pelo ténus miogénico prevaleceria, € um significante
impacto na presséao sistémica seria observado.

O NO é formado a partir da L-arginina pela agdao da oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) - a isoforma predominante da enzima na vasculatura. Ao
converter a L-arginina em L-citrulina, a eNOS sintetiza NO e aumenta sua
biodisponilidade. Assim, o NO se difunde para as CMLV e ativa a enzima guanilato
ciclase soluvel (sGC), aumentando os niveis da guanosina 3’-5’monofosfato ciclica
(GMPc) e diminuindo a concentragdo de Ca?* intracelular. O resultado disso é a
hiperpolarizagdo de CMLV, o relaxamento do musculo liso e a vasodilatagéo (59,60).

A despeito de uma participacdo mais discreta na vasodilatagdo dependente
do endotélio em condi¢gbes normais, a prostaciclina (PGIlz) atua sinergicamente com

o NO, sobretudo em processos inflamatoérios e de reparo a dano vascular. A PGl2 é
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um potente anti-agregante plaquetario e o aumento de sua producgéo esta associado
a processos de coagulacao, onde € necessario limitar a extensao da formacgéo de
trombos na vasculatura (5).

O fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) também tem acao
vasodilatadora, exatamente por sua acido hiperpolarizante sobre CMLV. Sua
importancia reside na manutencdo do tbnus vascular quando ha reducdo da
biodisponibilidade do NO; e apesar de sua identidade quimica nao ter sido
completamente elucidada, sabe-se que o EDRF promove a vasodilatagao através da
ativacao de canais de K* (59,61).

No que tange a vasoconstricgdo, a endotelina 1 (ET-1) tem potente efeito
vasoconstrictor e pro-aterogénico, mas precisa se ligar a receptores especificos no
musculo liso para que tais efeitos ocorram (49). Shear stress, hipdxia e aumento da
producao de radicais livres sao alguns dos fatores que estimulam a liberagédo de ET-
1 pelo endotélio (62). Apos a sua liberagéo, canais de Cl- se abrem e os de K* se
fecham, despolarizando as CMLV (43).

O tromboxano Az (TXA2) também causa vasoconstriccdo. Ele é um pro-
agregante plaquetario e sua liberagao pelas células endoteliais pode ser estimulada
pela prépria ET-1. Em processos inflamatérios crénicos, TXA2, algumas
prostaglandinas e ET-1 medeiam eventos que induzem ao aumento da
permeabilidade vascular, proliferacao celular e de EROs (5,49). Nesse sentido, o
aumento da produgdo do anion superoxido (O27) também causa vasoconstricgédo,
dado a sua capacidade de se combinar com o NO e produzir peroxinitrito (ONOO"),
diminuindo a biodisponibilidade de NO (63).

Na microcirculacdo, dois mecanismos importantes langam m&o da
vasoconstriccdo e a vasodilatagdo para regular a distribuicdo do fluxo local: a
reatividade vascular e a vasomotricidade (64,65). Embora eles estejam integrados
quanto ao objetivo, se dissociam no sentido da magnitude de resposta. Na
vasomotricidade, vasos pré-capilares, contraem e relaxam ritmicamente aumentando
o fluxo sanguineo médio (66) diminuindo a resisténcia microvascular (67). Em
contrapartida, niveis elevados de vasoconstriccdo ou vasodilatagdo podem ser

alcancados com a reatividade vascular (64,68).
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1.3.3 A reatividade vascular

A reatividade vascular € um mecanismo fisiolégico proeminente, no qual o
orgao e o fluxo sanguineo local se adaptam as demandas teciduais agudas e
cronicas (64). Ela pode ser avaliada através de variagdes do didametro de artérias e
arteriolas, assim como pela variagdo do volume de sangue circulante, sob aplicagao
de substancias vasoativas, isquemia e reperfuséo, ou estimulo elétrico (69).

A reatividade € uma das formas de avaliar a funcdo endotelial, e pode ser
feita sob a perspectiva micro ou macrovascular. Em ambas as perspectivas, a ideia
central é ‘desafiar o endotélio e a parede vascular a responderem
proporcionalmente a altura dos estimulos fornecidos (69,70). Assim, a capacidade
dos microvasos de reagirem a tais estimulos varia amplamente, e depende da
integridade do endotélio e das demandas de fluxo impostas ao organismo, aguda e
cronicamente.

A reducao da reatividade vascular reflete um quadro de disfungao endotelial,
que pode ser definido por alteragbes no relaxamento vascular dependente do
endotélio, em que os efeitos vasoconstritores sobrepdéem-se aos efeitos
vasodilatadores. Nesse contexto, a reatividade encontra-se prejudicada em fungéo
do comprometimento das células endoteliais e da biodisponibilidade reduzida do NO
(71).

De um modo geral, enquanto o comprimento do vaso e a viscosidade do
sangue sao relativamente constantes, a variavel que causa maior impacto na
resisténcia ao fluxo é o diametro do vaso (43). Com base na equacao de Poiseuille,
uma pequena mudanca no raio gera uma grande mudanca na resisténcia ao fluxo,
tornando qualquer alteragdo na microcirculagdo de grande influéncia para pressao
sanguinea (72). Por esse motivo, a reatividade microvascular representa uma das

variaveis mais importantes na avaliagdo da saude cardiovascular.
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1.3.3.1 Métodos de avaliagao da reatividade vascular

Em humanos, um meétodo bastante utilizado para avaliar a reatividade
vascular € a dilatacdo mediada pelo fluxo (FMD). A vasodilatagdo proeminente
ocorre como resultado de uma hiperemia reativa apds oclusao da artéria braquial, e
reflete a capacidade do endotélio reagir de forma proporcional ao aumento do shear-
stress e da difusdo do NO para as CMLV (73). Embora a FMD seja avaliada em um
vaso de condutancia, a magnitude da vasodilatagdo pds-isquémica é determinada,
ao menos em parte, pela fungdo microcirculatoria (48). Além disso, a FMD tem forte
associagao com avaliacdo da reatividade de artérias coronarias — método invasivo
que mede a velocidade do fluxo sanguineo coronario € a produgdo maxima de
vasodilatagdo microvascular através de um cateter, valendo-se do principio Doppler
(69,74).

A reatividade também pode ser examinada pela variagdo do fluxo sanguineo
ou do diametro vascular, apds a aplicacdo substancias vasoativas como a
Acetilcolina (ACh) e o Nitroprussiato de Sdodio (SNP) (70,75). Enquanto a ACh
estimula a vasodilatagcao através de receptores M3 no endotélio, o SNP é usado
como comparativo de vasodilatacdo endotélio-independente, pois € um doador
exogeno de NO e estimula diretamente o relaxamento de CMLV (69,70).

As variagdes do fluxo podem ser quantificadas pela fluxometria por Laser
Doppler (Laser Doppler Perfusion Imaging - LDPI), que tem sido adotada tanto na
pesquisa clinica quanto na experimental. A LDPI n&o é invasiva e fornece uma
avaliacao quantitativa da perfusao tecidual a nivel microvascular, baseando-se no
efeito Doppler de um feixe de raios refletidos por células sanguineas em movimento.
Em humanos, as substancias vasoativas podem ser aplicadas na regiao de interesse
de forma subdermal, através de eletrodos (iontoforese) (76,77) para avaliar a
reatividade. Em animais, métodos invasivos s&o inevitaveis para expor 6rgaos e
regides de interesse que serdo analisados na LDPI.

Tratando-se de modelo animal, a variacdo do didmetro de arteriolas também
pode ser observada por microscopia intravital, em resposta a protocolos que
estimulem reatividade in vivo. Esses protocolos valem-se da aplicacdo topica de
vasodilatadores ou vasoconstrictores em doses cumulativas (5,75), em preparacoes
cirurgicas como a bolsa da bochecha do hamster (hamster cheek pouch), musculo
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cremaster, cérebro e mesentério (78-81). Além da ACh e do SNP, outras
substancias vasoativas também sao descritas na literatura, tais como: Fenilefrina,
Endotelina, Insulina e Adenosina (79,82,83).

Outra possibilidade existente em modelo animal s&o os experimentos in vitro.
A técnica de banho de 6rgdos € comumente usada para avaliar a vasorreatividade
de artérias isoladas em resposta as substancias vasoativas (84—86). Diferentemente
dos experimentos in vivo, a vasodilatacdo e a vasoconstriccdo traduzem-se nas
mudancgas de tensdo do vaso, medidas por miodgrafos ou sistemas digitais (76).
Quanto a reatividade microvascular, a canulagdo com micropipeta viabiliza a
realizacdo de experimentos in vitro em arteriolas isoladas. Rosseguini et al. (2010),
por exemplo, valeram-se desta técnica associada ao microscopio invertido para
investigar o padrao de vasodilatagao de arteriolas de primeira e terceira ordem (1A e
3A), em resposta a estimulos metabalicos locais (87).

Embora os experimentos in vitro tenham boa reprodutibilidade e permitam
identificar mudancas vasculares rapidas e transitorias induzidas pelos estimulos
aplicados, os experimentos in vivo asseguram que 0s processos biolégicos de todo o
organismo estejam presentes enquanto a fungcado endotelial € avaliada (76). Para a
pesquisa translacional isto pode ser util, uma vez que os eventos que ocorrem no
dominio vascular ndo estédo isentos da influéncia dos demais sistemas, e nédo se

limitam apenas ao musculo liso e ao endotélio.

1.3.4 Fisiopatologia das alteracdes microcirculatérias na obesidade e no sobrepeso

O quadro proé-inflamatério e as alteracbes metabdlicas que se estabelecem
com o excesso de adiposidade € o ponto de partida para as alteragdes
microcirculatorias na obesidade e no sobrepeso. Esse quadro implica no aumento da
geracao de EROs, estresse oxidativo e vasoconstricdo (39,88), que se sustenta de
forma ciclica e tem contribuigao de diferentes vias.

O inicio do problema reside na hipertrofia dos adipdcitos, com uma alteragao
denominada de rarefacdo capilar. Na rarefacdo, a quantidade de capilares
perfundidos sao reduzidos e um menor aporte sanguineo é fornecido aos adipdcitos
(5,89). Com isso, um quadro de hipoxia e necrose celular se estabelece, dando
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origem a infiltragdo de macréfagos e a um processo inflamatério crénico mediado
por EROs, adipocinas e células do sistema imune (8,90).

A producéo de EROs reduz a atividade do transportador de glicose (GLUT-4),
0 que contribui para que haja um excedente de glicose no organismo e resisténcia a
insulina (91). Nesse quadro de resisténcia, a via de sinalizacdo da insulina (que
estimularia as células endoteliais a produzir NO) fica prejudicada, enquanto que a
liberagdo de ET-1 €& supra-regulada, levando a um desequilibrio na resposta
vascular. Com predominio da liberagdo de ET-1 em detrimento da biodisponibilidade
do NO, a vasoconstricgdo aumenta e a geragédo de outras espécies reativas também
(5,20).

Em adicdo, o peroxinitrito, que é uma espécie reativa de nitrogénio (ERN)
formada pela reacédo do anion superoxido (Oz27) com o NO (36), pode diminuir a
biodisponibilidade da tetrahidrobiopterina (BH4), co-fator essencial na produgéo da
eNOS (59). Na auséncia de BH4, ocorre desacoplamento da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), que produz Oz em vez de NO (39). O O2 per se tem
potencial vasoconstritor, capaz inativar o NO e comprometer a vasodilatacao (49).

Outra via que contribui para a disfungdo endotelial € o aumento de acidos
graxos nao-esterificados (NEFA), que inibe, a vasodilatagdo induzida pela insulina
via diminuicdo da liberacdo de NO e promove vasoconstricdo via aumento da
producao de ET-1 (5,6). Independente disso, a presenca de NEFA esta relacionada
ao aumento de particulas de LDL, que penetram no espago subendotelial, onde a
agao de macréfagos aumenta, culminando em estresse oxidativo, lesdo endotelial e
aterosclerose (6).

A contribuicdo de algumas adipocinas também pode ser destacada nesta
triade composta por inflamacgao, estresse oxidativo e reducado da vasodilatacdo. A
leptina, por exemplo, exerce efeitos vasculares adversos, apesar de seu papel
regulador do apetite. Quando seus niveis estdo elevados, ela induz a agregacgao
plaquetaria, promove proliferagdo e hipertrofia de CMLV (64) e piora a
distensibilidade da parede arterial (8). Além disso, tem sido associada com o
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico renal, conduzindo a hipertensao
arterial (32).

O TNF-a e a IL-6 sado adipocinas classicas envolvidas na resposta
inflamatoéria. Ambas sdo largamente produzidas pelo tecido adiposo branco e

medeiam a resisténcia a insulina (92). O TNF-a pode diminuir a resposta
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vasodilatadora a partir do seu papel redutor da atividade da eNOS e como ativador
de geragdo de EROs (12). Em adicdo, ele aumenta os niveis circulantes de
angiotensina Il, que tem potente agéo vasoconstritora sobre as CMLV (7).

Sobre a IL-6, os adipécitos e macréfagos contribuem para estimular a sua
producdo, a qual inibe as agdes metabdlicas da insulina no figado e estimula a
producdo de proteina C-reativa (5,8). Apesar dessa contribuicdo nos processos
inflamatdrios, alguns estudos mostraram que a IL-6 desempenha um papel anti-
inflamatorio em condi¢cdes de exercicio fisico. Nesse caso, o aumento da producgao
de IL-6 pelas fibras musculares € capaz de inibir a producdo de TNF-a, estimular a
producao de outras citocinas anti-inflamatdrias e favorecer a lipdlise e a oxidacao de
lipidios (93).

1.4 Exercicio Aerdébio

1.4.1 Caracteristicas da prescricdo do treinamento

O termo Exercicio Aerobio é utilizado para denominar atividades fisicas de
natureza ritmica, que séo praticadas de modo regular e envolvem o recrutamento de
grandes grupos musculares por periodo prolongado (>10 min). A producdo de
energia para este tipo de atividade provém, predominantemente, da oxidagdo de
substratos como carboidratos e gorduras, via fosforilagdo oxidativa. A mobilizagcao
de taxas mais altas de acidos graxos e consideravel gasto calorico obtido com este
tipo de exercicio é a principal justificativa para a prescricdo em individuos obesos,
com sobrepeso (ou mesmo higidos), reduzindo a tendéncia ao acumulo da
adiposidade e aumentando a capacidade fisica (94).

Em termos de prescricdo do treinamento, existem trés métodos que sé&o
comumente adotados: o intervalado de alta intensidade (HIIT), o continuo moderado
(MICT) e o continuo de alta intensidade (94). De maneira geral, o treinamento
aerobio feito com intensidade moderada a alta é capaz de produzir efeitos cronicos
benéficos em individuos obesos e eutroficos, especialmente sobre indicadores

cardiovasculares e metabdlicos. Todavia, para que tais adaptacbes ocorram é
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necessaria a combinagao de algumas variaveis adotadas na prescrigcdo do exercicio,

que sao (11):

a)

d)

Volume total: E a interacéo entre intensidade, duracéo e frequéncia
do exercicio, que determina o dispéndio energético global da
atividade;

Intensidade: Descreve a carga de trabalho utilizada sobre o sistema
cardiovascular. E expressa como uma porcentagem da carga
maxima, que pode ser obtida através da avaliagao fisica individual.
No exercicio aerdbio, a carga € habitualmente determinada pelos
percentuais da frequéncia cardiaca maxima (%FC max), ou de
reserva (%FCres); e pelos percentuais de consumo maximo de O2
(%VO2 max), ou consumo de reserva de O2 (% VOzres);

Duracdo: E a quantidade de tempo que dura cada sessdo de
exercicio. Vale considerar que a medida que aumenta a
intensidade, a duragdo necessaria para atingir determinado gasto
caldrico (volume) diminui;

Frequéncia: E expressa pelo nimero de vezes na semana que o
exercicio é realizado. A recomendacdo € de 3 a 5 vezes na
semana, dependendo do volume de exercicio. No entanto, uma
frequéncia semanal elevada nao reflete ganhos adicionais na
aptidao fisica, além de estar associada ao aumento nas incidéncias
de lesdes, sobretudo em populagdes especificas;

Tipos de exercicio: Os exercicios aerébios podem envolver grandes
grupamentos musculares em atividades ritmicas ou dinamicas,
como a corrida, caminhada, ciclismo ou natacdo. Em exercicios nos
quais o individuo sustenta a propria massa corporal, como na
corrida ou caminhada, o custo energético bruto do exercicio tende a

ser maior.
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1.4.1.1 Treinamento continuo de intensidade moderada (MICT)

O treinamento continuo (moderate intensity continuous training - MICT), ou de
endurance é caracterizado pela execugao de exercicios com duragao prolongada e
manutengdo do organismo em steady-state (95). A intensidade moderada assegura
a continuidade do exercicio, e segundo as diretrizes, pode variar entre as seguintes
faixas: 40-59% da FCres ou do VO2res; 64-76% da FCmax; 46-63% do VO2max
(11). Do ponto de vista metabdlico, o elevado dispéndio energético obtido com este
tipo de exercicio deve-se a participacdo constante da via oxidativa na sintese e
ressintese de ATP. Os carboidratos e lipidios sao os principais substratos
metabolizados e podem ser obtidos de fontes extra-musculares (i.e, glicose
absorvida pelo trato gastrointestinal, glicogénio hepatico e de acidos graxos livres,

produzidos pela lipolise) (95).

1.4.1.2 Treinamento intervalado de alta intensidade

O treinamento intervalado de alta intensidade (high intensity interval training -
HIIT) € composto por exercicios em que sao executados estimulos repetidos na alta
intensidade por um determinado periodo de tempo, alternados com periodos de
recuperacdo em uma faixa de intensidade mais baixa. Basicamente, o HIIT
apresenta quatro formatos: a) estimulos repetidos submaximos curtos (< 45 s); b)
estimulos repetidos submaximos mais longos (2 — 4 min); c) sequéncia de estimulos
maximos (< 10 s); d) sprints intervalados (20 — 30s) (96).

Este tipo de protocolo de treinamento oferece uma ampla faixa de intensidade
e duracao a ser trabalhada, o que permite que diversas variagcbes sejam aplicadas,
de acordo com o estado de saude e objetivo do individuo (94). Assim, € possivel
realizar uma quantidade maior de exercicio na alta intensidade, o que normalmente
nao seria viavel se o exercicio progredisse de maneira continua (96).

Por intercalar estagios de alta intensidade com steady-state, o HIIT tem
contribuicdes de diferentes vias metabdlicas. Ambos os sistemas anaerdbio

(hidrélise de PCr, glicdlise) e aerdbio (oxidativo) produzem energia para as sessdes
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de HIIT, sendo o carboidrato o principal substrato utilizado. A oxidagao lipidica
também é importante, principalmente em periodos de recuperagdo do estimulo, e
quando a duragao da sessao é prolongada. Embora exista uma concepgao baseada
no senso comum, de que a produgao de energia no HIIT venha exclusivamente da
glicolise anaerobia, muitos autores tém elucidado que todas as vias metabdlicas
estdo ativadas quando a atividade contratil inicia, e que o montante de contribuigao

de cada via é que varia conforme a sessao de exercicio progride (95).

1.4.1.3 Avaliagao do dispéndio energético nas sessdes de exercicio aerébio

A avaliacdo do gasto caldrico durante o exercicio tem sido adotada
principalmente nos programas de treinamento de individuos obesos e com
sobrepeso, como forma de controlar o volume de exercicio e seu efeito no balanco
energético. Nas diretrizes mais recentes do American College of Sports Medicine
(ACSM), um volume de treinamento de 1000 kcal/semana foi recomendado para a
populacdo em geral, a ser alcangado com a realizagdo de atividades fisicas de
intensidade moderada a vigorosa (11).

O controle do dispéndio energético permite diversificar o programa de
treinamento, trabalhando com a prescricdo de protocolos de diferentes intensidades
e tipos de exercicio. Essa diversificagdo torna o programa mais dinamico e aumenta
a motivacdo e o engajamento do participante, otimizando o alcance das metas
propostas com a intervencgao (97).

No ambito da pesquisa, alguns estudos tém controlado o dispéndio energético
ao compararem os efeitos do MICT com o HIIT sobre marcadores cardiovasculares e
de aptidao fisica (1,98-100). Isto porque, sessbes de exercicio com maior
intensidade podem, igualmente, associar-se a um custo calorico maior em
comparagao com sessdes de menor intensidade, introduzindo um fator de
confundimento que dificulta ilacbes sobre as relacdes entre intensidade, volume e os
desfechos encontrados. A partir dessa necessidade, o termo ‘sessodes isocaldricas’
emergiu na literatura, designado a protocolos de treinamento que trabalham em
diferentes faixas de intensidade mas controlam o dispéndio energético durante o

exercicio, igualando o volume do treinamento (101).
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Basicamente, ha dois métodos de estimativa do dispéndio energético,
adotado para proceder com as sessdes isocaldéricas. Um deles é a medida do
consumo de oxigénio (VOz2) por calorimetria indireta, que assume a equivaléncia de
5 kcal para cada 1L de O2 consumido (101). O outro € predigéo do VOz2 pela FC alvo,
monitorada durante a sessdo de exercicio. Nesse caso, equacdes sao utilizadas

para estimar o dispéndio energético com base na medida da FC (102).

1.4.2. Exercicio aerdbio e estresse oxidativo

No exercicio, os principais locais onde ocorre um aumento da producgédo de
EROs sdo o musculo esquelético e o coracdo, em funcdo do aumento da atividade
contratil (36). Nesse caso, as mitocondrias sdo uma das principais fontes produtoras
de EROs, uma vez que o exercicio eleva a taxa de consumo de oxigénio e de
radicais provenientes da cadeia de citocromos (34). Para equilibrar esse aumento de
EROs decorrente da atividade contratil, o sistema antioxidante também tem sua
atividade aumentada.

As pecas-chave que contribuem para a efetividade deste sistema sdo a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), pois
evitam o acumulo dos radicais hidroxil e peréxido de hidrogénio. Basicamente, a
SOD dismuta o anion superéxido para formar peréxido de hidrogénio, enquanto a
CAT elimina este metabdlito formando duas moléculas de agua (H20) e uma de
oxigénio (O2). A GPX converte a glutationa reduzida (GSH) a sua forma oxidada
(GSSG), produzindo agua e alcool, eliminando o perdoxido de hidrogénio (34).
Embora a glutationa (GSH) seja um antioxidante ndo enzimatico, ela também ganha
destaque com papel protetor, pois dentre outras funcdes, atua como substrato para
a enzima GPX (36).

Do ponto de vista bioquimico, o aumento da atividade dessas enzimas € um
dos principais desfechos esperados com uma rotina de exercicios aerdbicos.
Estudos vém demonstrando que as exposi¢des regulares ao estresse induzido pelo
exercicio aumentam de forma crbnica a resisténcia ao estresse oxidativo (12,19), e
também é capaz de conferir um efeito cardioprotetor (103,104). Em contrapartida,

um aumento da magnitude desse estresse fisico, causado por uma ‘dose’ mais alta
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de exercicio, poderia desafiar demasiadamente o sistema antioxidante, desequilibrar
as reagdes redox e ocasionar estresse oxidativo a nivel sistémico (12,18,105). Essa
acgao protetora dos antioxidantes como adaptagao ao treinamento fisico depende de
uma série de fatores, tais como idade, sexo e condicionamento fisico. Porém, a
manipulacdo da intensidade e da duragcdo ainda parece ser preponderante para
obter desfechos positivos ou negativos neste contexto (19,106).

Niveis elevados de SOD e GPX tém atribuido ao exercicio de alta intensidade
um status de superioridade na resisténcia contra o estresse oxidativo (36,107,108), a
despeito de estar associado com a maior producdo de espécies reativas e danos
teciduais (9,60). A intensidade moderada também é capaz de estimular a atividade
de enzimas antioxidantes, estimulando de forma moderada a producao de EROs.
Na verdade, o treinamento moderado tem sido descrito como ‘suficiente’ para
conferir esse efeito protetor.

Ha evidéncias de que, quando o exercicio € realizado em intensidades
menores (i.e. leve a moderada), mas com longa duracédo (60—90 min./dia), pode
regular positivamente a atividade antioxidante sem elevar os riscos de dano por
estresse oxidativo (9,106). Diante de tais informacgdes, pode-se dizer que o aumento
da intensidade para individuos saudaveis resulta em maior defesa antioxidante
(108,109). Isso é importante, tendo em vista a expressiva contribuicdo do estresse
oxidativo para a formacéao de disturbios vasculares e metabdlicos (8,110).

O que ainda se mantém controverso é o efeito do estresse oxidativo induzido
pelo aumento da intensidade em certas populacbes. Em individuos obesos, por
exemplo, foi encontrado que o treinamento aerdbico intenso pode otimizar ganhos
no sistema antioxidante e, consequentemente, em marcadores cardiovasculares (3).
Outros estudos nao encontraram mudangas no sistema e também nao atribuiram a

ele a melhora de tais marcadores com a alta intensidade (99).

1.4.3 Efeitos do treinamento aerdbio sobre as alteracdes vasculares e estresse

oxidativo na obesidade e sobrepeso

Na obesidade e no sobrepeso, uma série de evidéncias tém demonstrado que

uma rotina de exercicios aerobios € capaz de melhorar a fungdo endotelial
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micro/macrovascular, aumentar a densidade capilar funcional, reduzir a
permeabilidade de vénulas pds-capilares, inibir a formacdo de processos
aterogénicos e melhorar a distensibilidade de artérias de condutancia. (3,5,111).
Tais efeitos estruturais e funcionais convergem para a redugdo do risco
cardiovascular, reafirmando a importdncia da modificacdo no estilo de vida como
fator de prevengao e de tratamento da doenga (11).

Dentre todos os desfechos, a melhora da disfungdo endotelial tém recebido
uma atencgao particular, por ser uma das primeiras alteracdes vasculares detectadas
com o acumulo de adiposidade, e um dos principais precursores de graves
disturbios hemodinamicos e doengas cardiovasculares (29). Uma recente reviséo
verificou um efeito positivo do treinamento sobre a fungcdo endotelial de adultos
obesos e com sobrepeso, avaliada pela FMD na artéria braquial (111). Na
microcirculagdo, ganhos sobre a vasodilatagdo endotélio-dependente nas arteriolas
corroboram tais efeitos benéficos obtidos com o treinamento (112,113). Em que
pesem as evidéncias, dois questionamentos a respeito desses efeitos surgem
mediante a variagdo dos protocolos de exercicio na literatura, e subsidiam as
hipéteses elaboradas nesta pesquisa de doutorado.

Primeiro, ainda n&o foi completamente elucidado se os efeitos do treinamento
aerdbio sobre a fungcdo endotelial nesse contexto devem-se a intensidade, ou ao
gasto caldrico induzido pela atividade. Por um lado, adaptacdes benéficas na fungao
endotelial sado verificadas somente apds uma rotina de exercicios intensos
(10,24,99). As exposicoes repetidas da vasculatura ao maior shear stress e fluxo
sanguineo parecem ser responsaveis por um efeito superior na biodisponibilidade do
NO e vasodilatagao (13). Por outro lado, o aumento minimo do dispéndio energético
promovido pelo exercicio parece ser suficiente para induzir a um padrao favoravel de
fluxo sanguineo, estimular a producéo de NO e a vasodilatagao, independentemente
da intensidade (114-116) . Assim, permanece a pergunta: qual a dose-6tima de
exercicio a ser aplicada nas rotinas de treinamento aerdbio para promover
beneficios vasculares na obesidade e no sobrepeso?

O outro questionamento se refere ao estresse oxidativo induzido pelo
treinamento intenso. A elevada produgdo de EROs induzido pelo exercicio de alta
intensidade gera adaptacgdes benéficas em individuos saudaveis (19), mas nao esta
totalmente elucidado se o0 mesmo ocorre em individuos obesos e com sobrepeso.

Nesses individuos, a elevagdo aguda de EROs induzida pelo exercicio (117) poderia
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reduzir a biodisponibilidade do NO e agravar um quadro de disfungado endotelial pre-
existente, decorrente do excesso de adiposidade (5,118).

Nesse caso, a escassez de evidéncias impede a confirmagao absoluta de um
desfecho positivo com o treinamento intenso nessa populagéo, e acaba justificando
a elaboracdo de novos estudos que investiguem se determinadas cargas de trabalho
apresentam, de fato, maior vantagem em relagéo as outras. Tendo em mente esta
lacuna, a presente tese de doutorado investigou em modelo animal, a existéncia de
uma relagdo dose-dependente da intensidade do exercicio sobre a melhora da

fungéo endotelial microvascular e marcadores de estresse oxidativo, conjuntamente.
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2.1 Objetivo geral

A presente Tese de Doutorado teve por objetivo investigar o efeito de

diferentes intensidades de treinamento aerdbico, realizado com sessoOes

isocalodricas, sobre a funcdo endotelial microvascular e marcadores de estresse

oxidativo vascular em ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

Comparar os efeitos das intensidades moderada e alta de
treinamento aerdbio isocaldrico sobre a vasodilatacdo endotélio-
dependente avaliada através da reatividade microvascular em ratos
com obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

Verificar se as duas intensidades de treinamento propostas induzem
efeitos locais e sistémicos diferenciados sobre a fungao endotelial
desses animais. Assim, a reatividade microvascular foi avaliada em
sitios musculares recrutados (m. adutores) e n&o-recrutados
(cremaster) durante o exercicio fisico;

Verificar se essas duas intensidades produzem diferencas sobre a
biodisponibilidade de NO, avaliada por experimentos de reatividade
com inibidor de enzima envolvida na produgao de NO;

Avaliar na aorta desses animais, os efeitos das duas intensidades
de treinamento sobre a atividade de enzimas antioxidantes (CAT,
SOD, GPx) e peroxidagao lipidica (TBARS), representando
biomarcadores de estresse oxidativo vascular;

Comparar os efeitos das intervengdes propostas sobre marcadores
de risco cardiometabdlico nesses animais, tais como: composigao
corporal, capacidade cardiorrespiratéria, perfil lipidico, tolerancia a

glicose e sensibilidade a insulina nesses roedores.
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3 HIPOTESES

Como hipétese primaria desta Tese de Doutorado, acredita-se que a alta
intensidade de treinamento (HIIT) seria responsavel por melhorar a capacidade
cardiorrespiratoria, a composi¢cao corporal, a sensibilidade a insulina e a atividade de
enzimas antioxidantes de ratos submetidos a dieta hiperlipidica. Porém, o dispéndio
energético equalizado entre protocolos de HIT e MICT seria suficiente para
aprimorar a fungdo endotelial microvascular nesses animais.

Nesse sentido, cabe investigar a hipotese de que, diferentes intensidades de
treinamento poderiam induzir também efeitos vasculares locais e sistémicos
diferentes nesses animais. Ou seja, os efeitos observados sobre a fungao endotelial
de musculos nao-recrutados durante o exercicio podem ser diferentes daqueles que
ocorrem a nivel local, em musculos com alto grau de recrutamento e demanda
metabdlica induzida pela atividade.

Em outra hipdtese elaborada para este estudo, o HIIT poderia ndo gerar
adaptagdes benéficas vasculares nesses animais, considerando que eles estariam
expostos a um cenario de exposicoes repetidas de elevada producdo de EROS e
estresse tecidual. Seguindo este raciocinio, os efeitos da alta intensidade de
treinamento poderiam exacerbar a possivel presenga do estresse oxidativo,
causando prejuizos sobre a funcdo endotelial micro e macrovascular. Em outras
palavras, esses animais submetidos ao HIIT poderiam ter ganhos adicionais nos
indicadores de aptidao fisica, mas em detrimento da fungédo endotelial e de danos

teciduais ocasionados por aumento do estresse oxidativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracgoes éticas

A presente tese teve aprovagao do seu projeto de pesquisa pela Comissao de
Etica no Uso de Animais, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o numero de protocolo
CEUA/024/2015 (anexo). Durante todo o periodo experimental, os animais foram
mantidos em condi¢bes adequadas, alocados em gaiolas no biotério do Laboratorio
de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia Vascular (BioVasc), com acesso
livre a agua filtrada e racdo, com temperatura de 21,0 £ 1,0 °C, ciclo diurno/noturno
de 12 horas.

4.2 Desenho experimental

4.2.1 Animais e grupos

Para os experimentos deste projeto de pesquisa foram utilizados 118 ratos
machos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar com peso médio inicial de 279 + 3 g
(2 meses de idade), provenientes da fornecedora de animais de laboratério ANILAB
(Paulinia, Sdo Paulo, Brasil). No inicio do periodo experimental, os animais foram
divididos em dois grupos principais: grupo ‘H — alimentado com dieta hiperlipidica
(H); grupo ‘C’ — alimentado com dieta controle. O grupo ‘C’ recebeu ragao padrao
comercializada para roedores (Nuvilab CR1, Quimtia, Brasil), e o grupo ‘H’ recebeu
uma ragaéo com elevado teor de gordura, produzida no préprio BioVasc.

Ao completar 12 semanas de intervengcdo com as diferentes dietas, esses
animais foram subdivididos nos seguintes grupos:

a) CS: Dieta C sem exercicio (sedentario) (n=18);

b) CM: Dieta C + treinamento moderado continuo — MICT (n=18);
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c) CH: Dieta C + treinamento intervalado de alta intensidade — HIIT
(n=18);

d) HS: Dieta H sem exercicio (sedentario) (n=18);

e) HM: Dieta H + treinamento moderado continuo — MICT (n=18);

f) HH: Dieta H + treinamento intervalado de alta intensidade — HIIT
(n=18).

Os animais foram distribuidos nos respectivos subgrupos de acordo com a
capacidade cardiorrespiratéria e com o peso corporal. Assim, foi possivel garantir
que todos os grupos estivessem em condi¢cdes equivalentes ao comegar o periodo
de treinamento. E digno de nota que a mesma dieta foi mantida para os respectivos
grupos C e H durante todo o perido experimental, de forma que apenas os efeitos do

treinamento fisico fossem investigados.

4.2.2 Esquema dos experimentos

Inicialmente, a presente Tese de Doutorado contou com uma fase piloto, cuja
finalidade foi examinar apenas os efeitos da intervengdo com a dieta H sobre o
ganho de peso, a composigcado corporal, e indicadores de resisténcia a insulina nos
animais. Deste modo, dados de ingestdo alimentar e de peso corporal foram
coletados ao longo de 18 semanas em alguns animais da amostra (n = 5
alimentados com dieta C; n = 5 animais alimentados com dieta H). No final desse
periodo, a composicao corporal foi avaliada através do exame de Absorciometria por
dupla emissao de raios-X (DEXA), e as gorduras retroperitoneal e epididimal desses
animais foram coletadas para a pesagem. Testes de tolerancia a insulina (TTIl) e a
glicose (TTG) também foram realizados.

Apés verificar os efeitos da dieta H na Fase Piloto, o periodo experimental
propriamente dito transcorreu da seguinte forma (Figura 1): durante 12 semanas, os
animais receberam apenas a dieta C ou H. Na 122 semana, eles foram familiarizados
com a esteira rolante (adaptagao) e foram submetidos ao teste de VOzpico, para
avaliar a capacidade cardiorrespiratoria, e estabelecer a carga de trabalho a ser

utilizada no treinamento (teste de VOzpico pré-treino).
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Com a carga de trabalho definida, os grupos CM, HM, CH e HH realizaram
uma sessao isocaldrica ‘teste’, para confirmar o tempo necessario para atingir o
gasto caldrico proposto para a sessao. Esta sessdao também foi necessaria para
avaliar o comportamento do consumo excessivo de O2 pds-exercicio (EPOC). Assim,
0S grupos iniciaram o treinamento aerobio em esteira rolante, por 6 semanas.
Durante esse periodo, os animais dos grupos CS e HS permaneceram sedentarios,
apenas recebendo suas respectivas dietas na gaiola.

Entre a 172 e a 182 semana, com o fim do treinamento, todos os grupos
tiveram a composi¢cao corporal avaliada pelo DEXA e foram reavaliados quanto a
capacidade cardiorrespiratoria, através de um segundo teste de VO2zprico (teste
VOzpico pos-treino). O TTl e o TTG também foram realizados neste periodo.

Depois dessas avaliagdes pds-treinamento, os animais foram anestesiados e
submetidos aos experimentos de avaliagdo da reatividade microvascular in vivo.
Imediatamente apds cada experimento, amostras de aorta e outros tecidos foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer a -80°C para os
ensaios dos biomarcadores de estresse oxidativo. Amostras de soro coletadas

também também foram estocadas em freezer -80°C para analises de perfil lipidico.
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Figura 1- Timeline do periodo experimental

Fase 1 12 122 132 182 | £nsaios :
i Plloto I semana semana semana semana _: biomoleculares;

*Inicio da *Adaptacdo *Sessbes 'Ff{" do
dieta H /C esteira Isocaldricas  treinamento
£ r
“Testes VO, ‘EoC *Testes VO,
Pré - treino *EPOC Pos-treino

*Inicio do *DEXA
Treinamento T/ TTG

*Avaliagdo da
Microcirculagto

Nota: O periodo experimental € compreendido entre a 12 e a 182 semana. Na 12 semana, os
animais foram divididos em grupos alimentados com dieta controle (C) ou hiperlipidica (H). Na
122 semana, os grupos C e H foram subdivididos nos grupos de treinamento (ou sedentarios).
O periodo encerrou na 182 semana com o fim do treinamento, e com experimentos de
microcirculagdo. Uma fase piloto antecedeu o periodo experimental, e os experimentos de
biomarcadores de estresse oxidativo e perfil lipidico foram realizados apés o término do
periodo, em amostras congeladas.

Fonte: A autora, 2019.

4.2.3 Dieta Hiperlipidica

A composigdo da dieta fornecida aos grupos H (dieta H) foi baseada em
dietas high-fat, previamente descritas na literatura (119,120), utilizadas para induzir
obesidade em ratos de diferentes linhagens. Na Tabela 1 estdo resumidas as

informagdes nutricionais das dietas experimentais utilizadas.
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Tabela 1 — Informacgéo nutricional das dietas experimentais

Controle (C) Hiperlipidica (H)
Composigao (%)
Ragao Padrao” 100 60
Banha Suina® - 20
Leite Condensado® - 20
Macronutrientes (%)
Proteinas 22 15
Lipidios 4 24
Carboidratos 56 43
Valor energético total (kcal/g) 3,78 4,50

Legenda:”Racdo para roedores Nuvilab CR1- Nuvilab, Quimtia, Brasil; B Leite
condensado Gléria® Quata alimentos, Brasil; °Banha suina Sadia®- BRF,
Brasil. Na dieta H, a ragdo padrao é utilizada na versao farelada.

Fonte: A autora, 2019.

4.3 Avaliagcao do peso corporal e da ingestao alimentar

A massa corporal dos animais de todos os grupos foi medida semanalmente
por balanga digital (Toledo® modelo 9094, Sao Paulo, SP, Brasil). A partir desses
dados foram calculados: ganho de peso, AUC e variagdo do peso corporal. A
ingestdo alimentar e o consumo energético foram avaliados através da sobra da
racao deixada por cada grupo em sua gaiola, que era pesada semanalmente.

O consumo energético semanal foi estimado com base no valor energético da
dieta (kcal/g) e no valor médio ingestdo alimentar (g). O Coeficiente da Eficiéncia
Alimentar (CEA) também foi calculado, dividindo o ganho de peso (g) pela ingestéao

alimentar (g) no mesmo periodo (121).

4.4 Testes de consumo de oxigénio (VO2)

No periodo pré-treinamento, os animais foram submetidos a trés testes

distintos de VOz2: teste de esforgco maximo (VOz2rico), teste de consumo de oxigénio
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em repouso (VO2rer) e sessdo isocaldrica ‘teste’. O teste de VOzpico teve como
objetivo avaliar a capacidade cardiorrespiratoria dos animais, antes e depois do
periodo de treinamento. Este teste também foi necessario para estimar a carga de
trabalho das sessdes de exercicio, estabelecida em 60% e 85% VO2zres para a alta
intensidade, e 65% VO2res para a moderada.

O teste de VO2rep serviu para calcular a carga de trabalho pelo %do VOzres,
uma vez que a diferenca entre o VOzrico e VOzrep resulta no VO2res. Na sesséo
isocaldrica de teste, os grupos CM, CH, HM e HH executaram uma sessao de
exercicio nas respectivas intensidades, com medida do VO2. Este teste serviu para
confirmar se o dispéndio energético das sessdes era equivalente para todos os
grupos. Dependendo do resultado dessa sessao, era feito o ajuste da duragao da

sessao em funcgao do dispéndio energético, igualando o volume para toda a amostra.

4.4.1 Equipamentos e sistemas

Os testes de VO2 foram realizados através do Oxylet (Panlab Harvard
Apparatus, Barcelona, Espanha) — um sistema de calorimetria indireta de circuito
aberto, que permite a medida das concentracdes de gases (%) de pequenos
roedores. Em uma breve descricdo, o sistema é composto por trés equipamentos
interconectados: uma bomba de fluxo de ar, um analisador de gases com sensores
de O2 e CO2 e uma camara de acrilico hermeticamente vedada, onde fica a esteira
rolante na qual o animal se exercita. Através de dois tubos de polietileno, a bomba
de fluxo fornece um volume do ar ambiente para a camara, enquanto amostras do ar
efluente da cadmara sao coletadas e analisadas pelo analisador de gases (Figura 2).

Durante o teste, as concentragbes de O2 e CO2 do interior da camara sao
visualizadas em tempo real pelo software Metabolism (versao 2.2.02, Panlab, SL,
Barcelona, Espanha) com frequéncia amostral de 1 segundo, usando um
computador acoplado (Dell vostro 260s, Dell computadores, RS, Brasil). Esses
valores registrados pelo analisador sdo usados para calcular o VO2 relativo — aquele
em que se considera o peso corporal do animal (ml.kg.min").

Antes de cada teste, o analisador era calibrado com dois cilindros de gas

(White Martins Ltda, Osasco, S&o Paulo, SP, Brasil), contendo mistura padrao
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primario, ambas balanceadas com nitrogénio (1,5% CO2, 50,01%02; e 0% COz,
20,04% Og2). As condigdes padrdo de temperatura, pressdo e umidade - STPD
(21°C, 761 mmHg, 60%) - do local da coleta também foram mantidas sempre

préximas do recomendado, para todos os experimentos.

Figura 2 — Sistema de Calorimetria Indireta Oxylet.

Legenda: Composicao de fotografias mostrando os componentes do sistema e seu
funcionamento. (A) Bomba de fluxo de ar, analisador de gases e unidade
de comando da esteira rolante; (B) esteira rolante em camara de acrilico
hermeticamente vedada; (C) imagens representativas das curva de Oz e
CO2 durante um teste de esforgo maximo, exibidas em computador
acoplado ao sistema; (D) imagens representativas das curvas de
velocidade e distancia exibidas durante o teste pelo software,
caracterizando o protocolo de teste escalonado.

Fonte: A autora, 2019.

4.4.2 Teste de esforco maximo — VOzprico

Antes do teste, os animais realizaram quatro dias de adaptacdo em esteira
rolante por 10 minutos e baixa velocidade (10 — 15 m.min""). No 5° dia, os animais

foram submetidos ao teste de VOzprico pré-treinamento, com o protocolo de teste de
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esforco escalonado. O teste iniciava com 10 m.min"' e a velocidade era
incrementada em 3 m.min' a cada 3 minutos, até alcancarem-se os valores
maximos de VO2 (122). O critério de interrupcéo do teste foi a observagéo de fadiga
no animal, identificada quando este se encostava a grade de choque e nao dava
continuidade a corrida. A corrente elétrica da grade de choque foi mantida dentro da
menor faixa possivel (0,2 — 0,3 mA), para evitar ao maximo o estresse do animal e
quaisquer interferéncias no resultado do teste. O fluxo de ar fornecido para a camara
se manteve constante em todos os estagios do teste, estabelecido em 2,4 |.min""
(101), seguindo as recomendagbes do fabricante. O mesmo teste foi repetido no
periodo pos-treinamento, para avaliar os possiveis ganhos sobre a capacidade

cardiorrespiratoria.

4.4.3 Teste de VO2em repouso — VO2rep

No periodo pré-treinamento, os animais tiveram o VO2rep coletados durante
30 minutos, sendo que apenas a média dos 5 minutos finais foi considerada para o
resultado do teste. Neste caso, o animal permanecia dentro da camara de acrilico,
sem nenhuma movimentacdo da esteira rolante, sob fluxo de ar constante de 1,0

|.min-! (Figura 3).

Figura 3 — Coleta do consumo de O2 em repouso (VO2zrep)

Legenda: Composi¢cdo de fotografias mostrando a coleta do VOgzrep: (A) Animal
mantido dentro da cémara de acrilico por 30 min. para a coleta; (B)
Imagens representativas da curva de O2 e CO:z exibidas em um
computador durante a coleta.

Fonte: A autora, 2019.
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4.4.4 Sessoes Isocaldricas

Apds a realizagdo dos testes de VOzrico € VO2rer, 0s animais foram
submetidos a uma sessdo isocaldérica de teste, antes de iniciar o periodo de
treinamento. Em termos praticos, o protocolo dessas sessodes foi dividido em duas
etapas. A primeira consistiu em calcular o tempo da sessdo de exercicio
considerando os resultados do teste de VOzrico e VOzrep. A segunda foi executar
uma sessdo de exercicio com medida de VO2 para confirmar se aquele tempo
estimado era suficiente para atingir o gasto calorico proposto para a sessdo. Nesse
caso, o dispéndio energético total proposto foi de 5,0 kcal, tendo como base os
valores reportados por um estudo experimental anterior (123).

O tempo da sessao foi estimado a partir de uma sequéncia de quatro
equacodes simples, descritas na literatura. Primeiro, os valores do VO2zrep € VOzprico
obtidos nos testes eram usados para calcular o VO2 alvo (ml.kg.”'min.') — que é o
VO2 produzido a cada minuto de exercicio, realizado dentro da zona de intensidade
proposta (Equacéo 1). Em seguida, o VO2 alvo era convertido em VOz2 alvo absoluto
(L.min""), onde o VO2 alvo deixa de ser normalizado pelo peso corporal (Equagéo 2).
Entdo, esse valor de VO:2 alvo absoluto era convertido em dispéndio energético alvo
(kcal.min'), assumindo que para cada 1L de O2 consumido s&o dispendidas 5 kcal
(Equacao 3). Por ultimo, o dispéndio energético total proposto para a sessao era
dividido pelo resultado do dispéndio energético alvo, para obter a duragédo da sesséo

de treino (Equacéo 4).
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VO, alvo = (VOqpico - VOorep) * % da intensidade +

VOorep (1)

VO, alvo absoluto = (VO, alvo +1000) x peso corporal do animal

(k@) (2)

Dispéndio energético alvo =
VO, alvo absoluto x 5 kcal (3)

Duracao (min.) =
Dispéndio energético total (kcal)

Dispéndio energético aIvo(kcaI.min.'1)

Na segunda etapa, os animais de cada grupo realizaram uma sessao
isocaldrica sob o monitoramento do analisador metabdlico, para confirmar se aquele
tempo estimado era suficiente para atingir as 5 kcal. Nesta sessao, os valores de Oz
e CO2 (%) exibidos pelo software eram tabulados em uma planilha, e convertidos em
tempo real para dispéndio energético (kcal.min). Isto permitiu que o avaliador
tomasse conhecimento do custo caldrico total da sessao a medida que a quantidade
de kcal dispendidas era somada a cada minuto (Figura 4-A, 4-B). Os caélculos
utilizados para a realizagdo das sessOes isocaldricas estdo descritos em mais
detalhes no estudo de Paes et al. (2016) (101).



Figura 4 — Sessao isocalorica (continua)

4 Acquired data - C:\Users\Lorena\Desktop\DADOS DOUTORADO LORENA\DADOS EXERCICIONSessoes isocaloricas MEDIDO SET 201615 150 OXYLET\S ISO MEDIDO EPOC CTR HIIT 3.mtb

Session Info. e
e O 5 Fioam  Trasdril 1 |
Bepmcleablisce Absolute Time | Relative time | Flow (ml/min) |02 (%) €02 (%) Speed (cm/s) |Distance (cm) |Shocks Shock time (s)
By i 05/09/2016 13:27:23 |00:13:11 2400,00 19,86 0,97 30,00 13597,50 1,00 468,00
05/09/2016 13:27:24 | 00:19:12 2410,00 19,86 0,97 30,00 13627,50 1,00 469,00
e 05/09/2016 13:27:25 00:19:13 2430,00 19,86 0,57 30,00 13657,50 1,00 470,00
05/09/2016 13:27:26 | 00:19:14 2430,00 19,86 0,98 30,00 13687,50 1,00 471,00
05/09/2016 13:27:27 00:19:15 2410,00 19,86 0,98 30,00 13717,50 1,00 472,00
05/05/2016 13:27:25 | 00:15:16 240,00 19,86 0,98 30,00 13747,50 1,00 473,00
05/09/2016 13:27:23 | 00:19:17 2420,00 13,36 0,38 30,00 13777,50 1,00 474,00
05/09/2016 13:27:30 | 00:18:18 240,00 13,36 0,38 30,00 13807,50 1,00 475,00
05/09/2016 13:27:31  00:18:13 240,00 13,36 0,38 30,00 13837,50 1,00 476,00
05/09/2016 13:27:32  00:18:20 2390,00 13,36 0,38 50,00 13867,50 1,00 477,00
05/09/2016 13:27:33 | 00:19:21 2420,00 19,85 0,98 30,00 13897,50 1,00 478,00
05/09/2016 13:27:34 | 00:19:22 2430,00 19,34 1,00 30,00 13927,50 1,00 472,00
05/09/2016 13:27:35  00:19:23 2430,00 19,83 1,01 30,00 13957,50 1,00 480,00
05/09/2016 13:27:36 | 00:19:24 2440,00 19,83 1,01 30,00 13987,50 1,00 481,00
05/09/2016 13:27:37 00:19:25 2420,00 19,82 102 30,00 14017,50 1,00 482,00
05/09/2016 13:27:38 00:19:26 2420,00 19,82 102 30,00 14047,50 1,00 483,00
05/09/2016 13:27:39 | 00:19:27 2410,00 19,82 1,03 30,00 14077,50 1,00 484,00
05/09/2016 13:27:40 00:19:28 2430,00 19,81 1,03 30,00 14107,50 1,00 485,00
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05/09/2016 13:27:44 | 00:19:32 2430,00 19,81 1,03 30,00 14227,50 1,00 489,00
05/09/2016 13:27:45 | 00:19:33 240,00 19,81 1,03 30,00 14257,50 1,00 490,00
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Figura 4 — Sessao isocalorica (conclus&o)

Fioom | Treadmil 1

5004 z ‘
T T T T T
13:08:12 13:24:52 13:41:32 13:58:12 14:14:52 14:31:32
0509/2016 05/05/2016 05/08/2016 05/08/2016 05/08/2016 05/03/2016
02 (%)
20.20
20.00
19.80 -
T T T T T
13:08:12 13:24:52 13:41:32 13:58:12 14:14:52 14:31:32
05/09/2016 05/09/2016 05/03/2016 05/03/2016 05/09/2016 05/03/2016
€02 (%)
.00
0.80
0.60 1
T T T T T
13:08:12 13:24:52 13:41:32 13:58:12 14:14:52 14:31:32
05/09/2016 05/05/2016 05/05/2016 05/05/2016 05/05/2016 05/03/2016
Foom | Treadnmill 1
o2(%) -
20.60
20.40 4
20.20
20.00 4
T T T T T
13:32.07 13:48:47 14:05:27 14:22:07 14:38:47 14:55:27
15/03/2016 15]08/2016 15/03/2016 15/08/2016 15/03/2016 15/08/2015
€02 (%)
0.80
0.60
040
T T T T T
13:32:07 13:48:47 14:05:27 14:22:07 14:38:47 14:55:27
( D ) 15/05/2016 15/03/2016 15/09/2016 15/09/2016 15/03/2016 15/03/2015

Legenda: Imagens representativas de uma sessao isocalorica de teste. (A) valores de
02 e CO2 (%) exibidos pelo software Metabolism em tempo real durante a
sessdo; (B) planilha onde esses valores de O2 e CO: eram plotados,
permitindo que o avaliador calculasse o dispéndio energético (kcal) a cada
minuto da sessdo em tempo real; (C) curva representativa de Oz (azul) e CO2
(vermelho) durante uma sessao isocaldrica de HIIT (D) curva representativa
de O2 (azul) e CO2 (vermelho) durante uma sessao isocaldrica de exercicio
continuo moderado.

Fonte: A autora, 2019.

4.4.4.1 Avaliagdo do Consumo de O2em Excesso Pds-Exercicio (EPOC)

Ao final da sessao isocaldrica de teste, o EPOC (Excess Post-Exercise
Oxygen Consumption) foi coletado por 30 minutos em parte da amostra para avaliar
0 gasto caldrico e o comportamento do VO2 apés o término do exercicio. Nesse
caso, as seguintes variaveis foram analisadas: a) area sob a curva (AUC) —
gradiente do VO:2 calculado para o tempo de observagdo do EPOC; b) dispéndio

energético total — quantidade de kcal dispendidas durante os 30 minutos pos-
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exercicio; ¢) VOz2 inicial — média do VO2 obtido nos 3 primeiros minutos da coleta do

EPOC; d) amplitude — variagao entre VOz2 final e inicial no periodo de EPOC

4.4.5 Protocolo de treinamento

Um dia apos a sessdo isocalorica de teste, os grupos deram inicio ao
treinamento aerdbio em esteira rolante (AVS Projetos, Sdo Carlos, SP, Brasil)
(Figura 5), com a duracéao estimada pelo dispéndio energético. Os grupos CM e HM
treinaram na velocidade correspondente a 65% do VO:2zres, caracterizando o
protocolo de MICT. O protocolo de HIIT executado pelos grupos CH e HH consistiu
em estimulos de 4 min. a 85% VOz2res, intercalados com recuperagdo de 3 min. a
60% VOz2res (11). O treinamento teve duragdo de seis semanas, com frequéncia

semanal de cinco vezes.

Figura 5 — Treinamento em esteira rolante

CHoQuE ’

Nota: Fotografia da esteira rolante com seis baias, utilizada nas sessodes de
treinamento.
Fonte: A autora, 2019.

4.5 Avaliagcao da Composigcao Corporal

A composicao corporal de todos os grupos foi avaliada apds o periodo de

treinamento (entre a 172 e a 182 semana do periodo experimental), pelo método
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DEXA - Absorciometria por raios-X de dupla energia (Lunar iDXA, G.E. HealthCare,
Madison, WI, EUA). Os exames foram realizados em colaboragdo com o Laboratorio
Interdisciplinar de Avaliagao Nutricional, do Instituto de Nutrigdo da UERJ. Para isso,
os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (65 mg/kg) e Xilazina
(10 mg/kg) via intraperitoneal, posicionados em decubito ventral com a cauda
alinhada a coluna vertebral sobre a superficie do equipamento, na qual o scanner
era realizado.

O equipamento foi devidamente calibrado e as equagdes para estimativa da
composi¢cdo corporal de pequenos animais foram utilizadas pelo software do
equipamento, seguindo as recomendag¢des do fabricante. O DEXA € um método n&o
invasivo de avaliagdo da composi¢ao corporal, que quantifica diretamente a massa
mineral O6ssea, a massa isenta de gordura e a massa gorda em diferentes
compartimentos corporais.

De acordo com a literatura, o método tem boa reprodutibilidade e é valido
como alternativa ao padrdo-ouro de analise de composi¢do corporal, através da
extragdo quimica da carcaca do animal (124). Os resultados de massa magra,
percentual de gordura e massa gorda eram detalhados em um relatorio fornecido
pelo software, apds a realizacdo do exame. O Coeficiente de massa magra (CMM) -
que normaliza a massa magra pela massa corporal total — também foi calculado,

tendo como base os valores de massa magra absoluta (g).



Figura 6- Relat6rio do DEXA
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Data de Nascimento: 4/6/2015 5 meses ID Paciente:
Altura / Peso: 26,0cm 0,6 kg Medido: 30/11/2015 14:25:16 (13,60)
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Corpo de animal pequeno Quantificagdo de Tecido Tendéncia: Total (Massa Total)

%Mudanga em relacéo a anterior
2

1

0 -
1
2
0.4890
Idade (anos)
12 12 12 12
Tecido Centil Mass Total Gordo Magro BMC
Regido (%eGordur (kg) (9) (9) (9)
Pernas 46,6 - 0,034 15 17 5
Tronco 4,1 = 0,503 266 225 11,8
Total 53,7 - 0,574 299 257 17,7

Tendéncia: Total
Mudar vs
Medido Idade Mass Total Anterior Anterior
¢ Data anos K %,
COMENTARICS: (anos) (kg) (kg) (%)
30/11/2015 0,489 0,574 = =

(B)

Legenda: Imagens representativas de exames DEXA realizados pelo
Laboratério Interdisciplinar de Avaliagdo Nutricional, do Instituto
de Nutricdo da UERJ (LIAN). (A) Animal com dieta controle; (B)
Animal com dieta hiperlipidica. Dados de massa gorda, massa
magra € % de gordura sdo usados para avaliar a composigao
corporal.

Fonte: A autora, 2019.
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4.6 Testes de Tolerancia a Glicose e a Insulina (TTl e TTG)

No TTG, os grupos permaneceram em jejum por 8 horas até a glicemia basal
ser quantificada na cauda dos animais por um glicosimetro (OneTouch Ultra,
Milpitas, CA, EUA). Em seguida, aplicava-se uma injec&o intraperitoneal de glicose
(D-Glucose G8270, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) na concentragcdo de 2 g/kg
para medir a glicemia em 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a inje¢ao. A partir dos
valores de glicemia coletados nesses seis pontos, a area sob a curva (AUC) foi
calculada.

No TTI, os grupos permaneceram em jejum por 5 horas até a medida da
glicemia basal. Em seguida, aplicava-se uma injecédo intraperitoneal de insulina
(Humulin R, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA) na concentragdo de 0,75
Ul/kg e media-se a glicemia em 15, 30, 45 e 60 minutos apds a injegédo. A partir dos
valores de glicemia coletados nesses cinco pontos, a area sob a curva (AUC) foi

calculada.

4.7 Avaliagao da reatividade microvascular - Musculo Cremaster

Ao finalizar o treinamento (pelo menos 72 horas apods a ultima sesséo), parte
dos animais da amostra (n = 48; 8 animais /grupo) foram submetidos a preparagéo
cirurgica do musculo cremaster para avaliar a reatividade in vivo, por microscopia
intravital. Nesses experimentos, os animais foram anestesiados com Cloridrato de
Cetamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) via IP, e canulados para administragcéo
de reforgo anestésico via jugular. Os animais foram mantidos com temperatura
corporal estavel (36°C) por manta térmica (modelo LB750, Uppsala Processdata AB,
Suécia) e tiveram frequéncia cardiaca e a pressao arterial aferidas por um

pletismoégrafo (modelo V2.11, Insight Equipamentos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).



57

4.7.1 Procedimentos cirurgicos

O procedimento inicial consistiu na dissec¢gao do cremaster e na limpeza do
tecido conjuntivo que envolve o musculo (Figura 8-A), antes de isola-lo em uma
placa de acrilico. Nesse caso, uma incisao longitudinal foi feita na regido ventral do
tecido, e um bisturi elétrico foi utilizado para cauterizagdo. Pinos metalicos foram
usados para fixar o tecido numa superficie elevada de silicone, que fica sobreposta a
placa de acrilico (Figura 8-B). O testiculo, o epididimo e o coxim adiposo inguinal
foram separados e descartados, conforme descrito na literatura (125).

A partir desse momento, o tecido exposto na placa permaneceu imerso em
solugao tampao de HEPES com HCOs", aquecida a 36,5°C, contendo: NaCl 110,0;
KCI 4,7; CaClz2 2,0; MgSO4 1,2; NaHCOs 18,0; acido N’-2’hidroxiletilpiperazine-N’-2-
etanosulfénico (HEPES) 15,39; e HEPES sal de Na* 14,61. A mistura de 95% de N e
5% de CO2 contida em cilindro de gas também foi utilizada para manter o pH em 7,4
e a pressao de Oz entre 12 — 15 mmHg na preparacao, através da solugéo (Figura
8).

4.7.2 Equipamentos e sistemas

O sistema que mantinha a solucdo HEPES em niveis 6timos de pH e
temperatura para os experimentos era composto por: reservatorio, cilindro de gas
(White Martins Ltda., Osasco, Sao Paulo, SP, Brasil), com a mistura de de 95% de N
e 5% de COz2, e banho-maria (modelo 1130 A, VWR Scientific, Niles, IL, EUA). O
reservatorio ficava acoplado ao cilindro e ao banho, e a solugdo percorria todo o
sistema antes de chegar a preparagao por uma bomba peristaltica (modelo Minipuls
3, Gilson Inc, Middleton, WI, EUA) (Figura 7). Outro sistema que foi usado neste
experimento € o sistema fechado de imagem — composto por microscépio intravital
(Leica DMLFS, Wetzlar, Alemanha), camera de video, monitor e gravador de DVD.
Com ele foi possivel visualizar e gravar as arteriolas, para analisar posteriormente o

didmetro delas.
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Figura 7- Sistema de microscopia intravital
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Nota: Desenho esquematico do sistema de perfusdo que manteve a preparagao
durante o experimento. O reservatorio com a solugdo HEPES (buffer
reservoir) € conectado ao cilindro de gas e ao sistema de aquecimento,
composto pelo banho (water bath) e serpentinas. A solugdo chega a
preparagao no microscopio intravital por de uma bomba de peristaltica
(peristaltic pump).

Fonte: Extraido de Svensjo, 2005 (126).

4.7.3 Protocolo experimental

O protocolo iniciava com a etapa de acomodacdo, na qual a preparagcao do
cremaster permanecia no microscopio por 30 minutos sem quaisquer manipulacao,
para estabilizar o estado microcirculatorio normal. Nesta etapa foi feita a aplicagcao
tépica de solugéo salina (0,9%), para obter o didmetro das arteriolas no periodo
basal. Em seguida, concentragdes de Acetilcolina (ACh) (Acetylcholine Chloride,
Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) ou de Nitroprussiato de Sédio (SNP) (Sodium
Nitroprusside, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) eram aplicadas também
topicamente, nas concentragbes de 108M, 106 e 10*M por 10 minutos cada uma.
Apos cada aplicacdo, trés campos contendo pelo menos uma arteriola eram

gravados por 1 minuto para a medida do didmetro (Figura 8-C, Figura 8-D).
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Todas as substancias foram adicionadas a solucdo de superfusdo por uma
bomba de infusdo (modelo 55-2222, Harvard Apparatus, Massachusetts, EUA).
Essa sequéncia de concentragdes crescentes de ACh ou SNP teve como objetivo
formar uma curva dose-resposta cumulativa, que serviu para avaliar a vasodilatagéao
endotélio dependente e independente, respectivamente. As imagens obtidas de
cada campo foram analisadas através do software Image J (versao 1.50i, NIH,
Bethesda, MD, EUA).

Figura 8 — Preparagcéo do musculo cremaster

Nota: Composicédo de fotografias mostrando as etapas da preparagdo: (A) Disseccdo do
cremaster e limpeza do tecido conjuntivo; (B) musculo cremaster apds ser isolado e fixado em
anel de silicone, na placa de acrilico; (C) imagem de uma arteriola do cremaster obtida
durante o periodo basal do experimento, visualizada em monitor acoplado ao microscépio
intravital; (D) imagem da mesma arteriola apds aplicagdo de ACh 104 M.

Fonte: A autora, 2019.
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4.8 Avaliacao da reatividade (micro)vascular - musculos adutores

Com o fim do treinamento, outra parte da amostra (N = 60; 10 animais /
grupo) foi submetida a preparagao cirurgica dos musculos adutores da pata para
avaliar a reatividade (micro)vascular in vivo, pela fluxometria LDPIl. A LDPI foi
adotada devido a possibilidade de examinar o fluxo microvascular nesta regido
valendo-se de baixo grau de invasividade e pouca complexidade na manutengao da
preparacdo, sem a necessidade de manter isolado o musculo de interesse, como é
feito com a microscopia intravital. De maneira similar aos experimentos no
cremaster, os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (90 mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal , mantidos com temperatura corporal estavel

(36°C), tendo a frequéncia cardiaca e pressao arterial igualmente monitoradas.

4.8.1 Procedimentos ciruirgicos

Primeiro, a dissec¢cdo na regido superficial-medial da pata era feita para a
remocgao da pele e do tecido conjuntivo. Dessa forma, os musculos adutores e uma
pequena porcao do vasto medial ficavam expostos para avaliar a microcirculagao
(Figura 9-A; Figura 9-B). De forma inerente, algumas artérias acabaram ficando
parcialmente expostas nesta preparagdo, tendo em vista suas respectivas
localizagbes anatdmicas.

ApOs essa etapa de dissecgao e exposi¢cao, uma janela feita de tecido escuro
era posicionada em cima da preparagao a fim de isolar a regido muscular de
interesse. Isto evitou que tecido adiposo e conjuntivo que permaneceram em alguns
pontos da preparacao apos a disseccao, interferissem na analise da perfusao
tecidual. Para evitar o ressecamento da preparacao, a regiao muscular exposta foi
mantida hidratada com solugéo salina (0,9%), por bomba de infusdo (modelo 55—
2222, Harvard Apparatus, Massachusetts, EUA), na taxa de 300 ul/min. Em decubito
dorsal, o animal teve a janela muscular posicionada embaixo do feixe de luz laser no

fluxébmetro, a uma distancia de £15 cm (Figura 9-C).
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4.8.2 Equipamentos e sistemas

O sistema de fluxometria PeriScan PIM 3 (Perimed AB, Estocolmo, Suécia) foi
usado para identificar as variagdes na perfusao tecidual em resposta aos estimulos
de vasodilatagdo fornecidos durante o experimento de reatividade. O sistema é
composto por uma unidade de scanner e sistema Optico (por onde é emitida e
detectada a luz laser), e por um computador acoplado (onde as variagées no fluxo
sdo analisadas em tempo real). Basicamente, o sistema opera detectando
mudangas na frequéncia da luz laser emitida sobre o tecido ao interagir com células
em movimento, como as hemacias.

Através de um espelho em movimento, o laser é refletido do tecido para um
fotodetector, sendo processado por um software (PIMSoft, Perimed, Estocolmo,
Suécia), que na sequéncia, gera uma imagem bi-dimensional colorida do fluxo
sanguineo (127,128) (Figura 9-D). Em outras palavras, o efeito Doppler é observado
na interagao entre a luz laser e as hemacias, traduzido graficamente como pontos
coloridos. O equipamento trabalha com um comprimento de onda do laser de 670
nm, e a profundidade da medida fica entre 0,5 - 1 mm, aproximadamente.

Os valores médios de perfusdo (%) sao calculados a partir de imagens
obtidas da regido de interesse (region of interest — ROI), definida de acordo com a
area pré-definida pelo avaliador, pela ferramenta pre-scan. Em seguida, o software
permite exportar todos os dados coletados em formato especifico (ROI calculation

table) para uma planilha em Excel (127).
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Figura 9 — Preparacao dos musculos adutores
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Legenda: Composicéo de fotografias mostrando as etapas da preparagdo dos musculos adutores: (A)
exposicdo da camada superficial dos adutores; (B) janela para avaliar a regido muscular
de interesse; (C) musculos que compdem a regiao de interesse — RF: reto femoral; VM:
vasto medial; AdL: Adutor Longo; AdM: Adutor Magno; AdB: Adutor breve; Grac: Gracil.
(D) preparacao exposta para analise da perfusdo no Laser Doppler Periscan PIM3; (E):
imagem representativa do software PIMSoft durante um experimento de reatividade.
Fonte: Imagem (C) — Hebel e Stromberg (1976) p.22 (129). Demais imagens — A autora, 2019.

4.8.3 Protocolo experimental

4.8.3.1 Avaliacao da reatividade vascular através de variagdes do fluxo sanguineo

O protocolo de avaliagdo da reatividade vascular nos musculos adutores da
pata também teve inicio com a fase de acomodacgéao, onde era aplicada topicamente

solugdo salina (0,9%) por 20 minutos para avaliar o fluxo sanguineo basal. Em
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seguida, a reatividade era avaliada através da aplicagdo tépica de ACh
(Acetylcholine Chloride, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) por 5 minutos, nas
concentragbes 10 M, 10°M e 10“M. Apods cada aplicagdo, a luz da sala era
apagada e os valores de perfusao eram analisados pelo fluxdmetro PeriScan PIM3
por 3 minutos.

Os mesmos procedimentos foram repetidos para examinar a vasodilatagcao
endotélio-independente. Nesse caso, o SNP (Sodium Nitroprusside, Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA) era aplicado durante 5 minutos nas mesmas
concentracdes, para avaliar a perfusao pelo fluxdmetro nas mesmas condi¢gdes dos
experimentos com ACh. As aplicacdes das solucdes nesta preparacido foram feitas
com o auxilio de uma canula e uma bomba de infusdo (modelo 55-2222, Harvard

Apparatus, Massachusetts, EUA), com fluxo de 300 ul /min.

4.8.3.2 Avaliagao da contribuicdo do NO sobre as variagdes de fluxo induzidas pela

vasodilatagao endotélio-dependente com ACh

Para verificar a contribuicdo do NO para a vasodilatacdo endotélio-
dependente, experimentos com L-NAME (N-nitro®-L-Arginine Methyl Ester, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e ACh também foram realizados em musculos
adutores, observando as variacdes de fluxo em resposta a estas substancias. O L-
NAME inibe a produgédo do NO via eNOS, e permite avaliar a sua biodisponibilidade
na regiao de interesse.

Nesses experimentos, apds obter os valores de perfusdo no baseline, o L-
NAME a 10“M foi aplicado topicamente na preparagdo durante 8 minutos. Em
seguida, a ACh 10“M foi adicionada na preparagdo e a vasodilatagdo maxima
promovida pela ACh na presenga do L-NAME (ach+Lnave) foi mensurada. A
biodisponibilidade do NO foi calculada a partir dos valores de vasodilatagdo maxima
induzidos por ACh na presencga e na auséncia do L-NAME, de acordo com a formula
descrita por Durrant et al. (2009) (130):

NO biodisponibilidade

(%)= Vasodilatagdo maxima (acn+L-nave) - Vasodilatacdo maxima acny  (5)
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4.9 Avaliacao do perfil lipidico

No término dos experimentos de reatividade, amostras de sangue da veia
cava foram coletadas em tubo BD Vacutainer® para quantificar os marcadores de
perfil lipidico: Colesterol total, Triglicerideos, HDL, LDL e VLDL. O sangue coletado
foi centrifugado (18°C, 3000 rpm, 10 min) e aliquotas de soro foram estocadas em
frezeer -80°C antes dos ensaios. Os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e
HDL foram determinados por kit comercial de ensaio colorimétrico Bioclin (Quibasa
Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil). Os niveis de LDL foram estimados a partir da

equacao de Friedewald et al. (131).

4.10 Avaliagao do estresse oxidativo

4.10.1 Preparo das amostras

Apos os experimentos de reatividade, os animais ainda anestesiados tiveram
a aorta toracica coletada e armazenada em tubo Eppendorf®. Os fragmentos da
aorta (200 mg) foram homogeneizados em tampao PBS 0.1 M (0.1 M NaCl, 0.1 M
NaH2P04.H20, 0.1 M NaH2P04.2H20, 0.1 M KCI, 6 mM EDTA, pH 7.5). As amostras
foram mantidas em gelo durante a homogeneizacgao, e depois, foram centrifugadas a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi coletado. Todas as amostras
foram estocadas a -80°C antes de proceder com os experimentos de biomarcadores

de estresse oxidativo.

4.10.2 Determinacao da peroxidacao lipidica

Os danos nas estruturas lipidicas de membrana foram quantificados pela

formacdo de subprodutos da lipoperoxidagdo (malondialdeido - MDA), que séao
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substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). O MDA reage com o acido
tiobarbiturico gerando uma substancia de cor rosa, que é analisada por
espectofotometria. Os procedimentos adotados nestes experimentos feitos em aorta
basearam-se no método originalmente descrito por Draper et al. (1993) (132).

Nesse caso, 50 ul da suspensao da amostra foram adicionados em 1000 pl de
acido tricloroacético a 10%. As amostras foram homogeneizadas por um
processador ultrassonico e centrifugadas a 10000 rpm, 4°C, por 30 segundos. O
sobrenadante foi misturado ao acido tiobarbiturico a 0,67% e aquecido durante 30
minutos em banho seco a 100°C. Os niveis de TBARS foram determinados através
da leitura do subproduto por absorbancia a 532 nm (Fluostar Omega, BMG Labtech,
Ortenberg, Germany), utilizando 1,1,3,3- tetrametoxi propano como padrdo. A

concentracdo de TBARS foi expressa como nmol/g de aorta.

4.10.3 Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

4.10.3.1 Superoxido Dismutase (SOD)

O método de avaliacdo da atividade da SOD baseia-se na habilidade da
enzima, (independentemente da isoforma) em inibir a auto-oxidagdo do pirogalol -
um composto quimico aromatico que reage rapidamente com o radical Oz (133). No
experimento, o Pirogalol (20 mM) foi adicionado a solugao tampao Tris-HCI (0,05 M)
em uma cubeta estrangulada para realizar a leitura por espectrofotométro, com o
comprimento de onda de 325 nm (Fluostar Omega, BMG Labtech, Ortenberg,
Germany) através de ensaio colorimétrico (Cayman Chemical Company, USA)
(133,134).
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4.10.3.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima que catalisa a degradacao do H202, e na reagéo, uma
das moléculas do H202 é oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a H20
(69). Desse modo, o método usado nos ensaios de atividade da CAT baseia-se
justamente na taxa de decomposicdo do H202. Para os experimentos foram
utilizados 50 pL do homogenato de aorta em cubetas de quartzo, onde foi
adicionado 1 mL de tampao PBS com peroxido de hidrogénio (25 mL de tampéo
para 40 uL de H20:2). A leitura foi feita nos tempos 0, 30 e 60 segundos, também por
um espectrofotdmetro, no comprimento de onda 240 nm (Genesys 10S UV-Vis,
Thermo Scientific, USA).

4.10.3.3 Glutationa peroxidase (GPx)

Neste ensaio, a atividade da GPx é avaliada pela taxa de desaparecimento da
NADPH, conforme descrito pelo protocolo de Paglia & Valentine (135). Em breve
descrigao, foram adicionados 200 pL do homogenato de aorta em uma solugéo
tampao (PBS). Apds 10 minutos de incubacéo, foram adicionados 200 uL de NADPH
e 200 pL de H202 a essa solugéo, que foi homogeneizada e submetida a leitura por
espectrofotometria no comprimento de onda de 340 nm, por 5 minutos, com

intervalos de 10 segundos (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, USA).

4.11 Tratamento Estatistico

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada por teste Kolmogorov-
Sminorv. Dados da Fase Piloto foram comparados por teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney U. No periodo experimental, os dados com medidas Pré e Pds, ou curvas
dose-resposta (i.e, VO2zrico, evolugdo do peso corporal, curva glicémica) foram
comparados por ANOVA two-way, seguida de verificacdo post hoc de Fisher. Para
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dados de consumo energético, DEXA, perfil lipidico, TTI/TTG foi utilizada ANOVA
one-way (post hoc de Bonferroni). Para dados de reatividade microvascular, e
estresse oxidativo foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (post hoc de
Dunn). Em todos os casos, adotou-se um valor de P < 0,05 como limiar de
significancia estatistica. Os calculos foram realizados com o auxilio do software
GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Fase piloto

O projeto de pesquisa que deu origem a presente Tese de Doutorado contou
com uma fase piloto, antes de iniciar o periodo experimental propriamente dito. Esta
fase serviu para observar o efeito das dietas experimentais (C e H) sobre o peso
corporal, nivel de adiposidade e possiveis alteracbes metabdlicas em uma parte dos
animais da amostra.

Na Figura 10 estdo os resultados de peso corporal (Fig.10—-A) e o ganho de
peso (Fig.10-B) dos grupos C e H nessa fase. O grupo H demonstrou elevagao
significativa do peso corporal em relagdo ao grupo C apenas a partir da 142 semana,
quando os seguintes valores (g) foram encontrados: 142 semana — 530 + 18 vs. 487
+ 16, P = 0,04; 152 semana — 546 + 18 vs. 493 + 18, P = 0,01; 162 semana — 555 *
18 vs. 499 + 18, P = 0,008; 172 semana — 587 £ 19 vs. 533 £ 19, P = 0,01; 182
semana — 604 £ 20 vs. 547 + 20, P = 0,006. O ganho de peso de H também
mostrou-se superior ao do grupo com dieta C (324 + 19 g vs. 270 £ 19 g, P = 0,05).
Quando a AUC do peso corporal foi calculada, ndo foram encontradas diferengas
entre os grupos (CS: 7341 £ 231 vs. H: 7794 + 239; P = 0,53).

A ingestdo alimentar e consumo energético também foram avaliados nesta
etapa do projeto. O grupo H teve uma ingestéo alimentar reduzida (H = 23,5+ 0,9 g
vs. C=27,5%1g; P=0,007), mas de forma compensatéria, teve 0 mesmo consumo
energético médiode C (H=105,9+4gvs. C=103,9+ 3 g; P =0,72). O Coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA) de H ficou acima de C, mas nao houve diferengas
entre os grupos (H = 0,0241 + 0,002 vs. C = 0,0170 + 0,002 g; P = 0,07).



Figura 10
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Legenda: (A): Curva de peso corporal durante o periodo em que foram testados os efeitos

das dietas C e H; (B) ganho de peso corporal avaliado apds as 18 semanas desse
periodo. Barra horizontal e * representam P<0,05 vs. C da 142 a 182 semana (Fig.
A). # P<0,05 vs. C (Fig. B). Resultados expressos como mediana (1° - 3° quartil).
N= 5 animais / grupo. Grupo C: alimentado com dieta controle; grupo H:
alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2019.

Na Figura 11 estdo os resultados de composi¢cao corporal examinados pelo

DEXA: percentual de gordura (Figura 11-A), massa gorda (Figura 11-B), massa

magra (Figura 11-C), e coeficiente de massa magra - CMM (Figura 11-D). O grupo
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com dieta H apresentou o percentual de gordura significativamente maior do que o
grupo C (44,1 £1,9 % vs. 27,9 £ 5,1 %; P = 0,02), mas néao diferiram nos valores de
massa gorda (243,3 £ 45 g vs. 129,3 £ 12 g; P = 0,20). O mesmo ocorreu com a
massa magra, onde foram encontradas diferencas entre os valores de CMM (C =
0,70 £ 0,01; H = 0,54 £ 0,04; P = 0,02), mas nao entre os valores absolutos (C =
331,56 £+ 13 g; H = 293,3 £ 17 g; P = 0,20). O nivel elevado de adiposidade foi
corroborado pela expressiva quantidade de gordura retroperitoneal e epididimal
encontrada no grupo H, que diferiu da quantidade de gordura do grupo C
(Retroperitoneal: C=5,2+0,8gvs. H=17,9 £ 2,3 g; P = 0,007. Epididimal: C = 3,6
+06gvs.H=12,0+£1,2 g; P=0,007).

Figura 11 — Composicao corporal avaliada pelo DEXA
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Figura 11 — Composigéo corporal avaliada pelo DEXA
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Figura 11 — Composigéo corporal avaliada pelo DEXA
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Legenda: (A): Percentual de gordura (%); (B): massa gorda
(9); (C): massa magra (g); (D): CMM:
coeficiente de massa magra. # P<0,05 vs.
grupo C. Valores expressos como mediana
(1° - 3° quartil). N= 5 animais/ grupo. Grupo C:
alimentado com dieta controle; grupo H:
alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2019.

Os resultados do TTl e TTG, expressos como mediana (1° - 3° quartil) da
AUC de glicemia, sdo apresentados nas Figuras 12—-A e 12-B, respectivamente. No
TTI, ndo houve diferengas entre os grupos alimentados com dieta H ou C (5705 %
368 vs. 4652 + 172; P = 0,08), mas no TTG, os grupos C e H diferiram
significativamente entre si, (21966 + 1521 vs. 27318 + 576; P = 0,05). A glicemia em
jejum também foi maior no grupo H em comparagéo ao grupo C (102,5 + 1,6 mg/dL
vs. 89,0 £ 1,7 mg/dL; P = 0,02).



Figura 12 — Teste de tolerancia a insulina e a glicose (TTl e
TTG) (fase piloto)
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Legenda:(A): AUC da glicemia em resposta ao TTI; (B) AUC da
glicemia em resposta ao TTG. # P<0,05 vs. grupo C. Valores
nos graficos expressos como mediana (1° - 3° quartil). N = 5
animais / grupo. Grupo C: alimentado com dieta controle;
grupo H: alimentado com dieta hiperlipidica.

Fonte: A autora, 2019.
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5.2 Periodo Experimental — Valores basais (Baseline)

Na Tabela 2 estdo os dados coletados na 12 e na 122 semana do Periodo
Experimental. Os dados da 12 semana representam os valores de baseline em
relacdo a intervengcdo com as diferentes dietas (C e H); os dados da 122 semana
representam o baseline dos animais quanto a intervencdo com o treinamento fisico,
que iniciou na 13% semana do periodo experimental. Além do peso, a glicemia em
jejum e o VOzpico foram incluidos na avaliagdo da 122 semana, por representarem os
valores basais de capacidade cardiorrespiratoria e perfil metabdlico pré-treinamento.

Na 12 semana, n&o foram encontradas diferengas no peso corporal entre os
grupos (P = 0,85). Na 122 semana, o peso de todos os grupos com dieta H mostrou
elevagao significante em relagdo aos grupos com dieta C. Além disso, a glicemia em
jejum de quase todos os grupos com dieta H foi significativamente superior aqueles
com dieta C na 122 semana; com excec¢ao dos grupos HS e HM, que nao diferiram
do grupo CM (HS vs. CS: P = 0,003; HM vs. CS: P = 0,005; HH vs. CS: P = 0,002;
HS vs. CM: P = 0,06; HM vs. CM: P = 0,07; HH vs. CM: P = 0,04; HS vs. CH: P =
0,01; HM vs. CH: P = 0,02; HH vs. CH: P = 0,01). Os grupos também nao mostraram
diferengas em relagéo ao VOz2rico, sendo similares no periodo pré-treinamento (Pre)
(P=0,76).
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Tabela 2 — Valores de baseline antes de cada intervencao

Grupo
Variavel
CS CM CH HS HM HH P
12 semana
Peso (g9) 282+6 293+10 289+11 28848 298+10 29749 0,85
122 semana
Peso (g9) 443+6 443+7 442+5 50541123  506+93¢ 504+112¢ <0,0001
Glicemi
lcemia 82441 841+1 833+1 89841 896+1% 00+2%c <0 0001
(mg/dL)
VOapico
) 60,9+1 60,61 62,7+2 62,12 60,012 59,0+1 0,76
(ml.kg."min."")

Legenda: Dados da 12 semana foram coletados antes da intervengdo com as dietas C e H. Dados da
122 semana foram coletados antes do treinamento aerdbico. Resultados expressos como
média+EPM. 2P<0,05 vs. CS. PP<0,05 vs. CM. °P<0,05 vs. CH. N= 18 animais / grupo. CS:
grupo com dieta C sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo;
CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H
sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta
H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

5.3 Evolugao do peso corporal

A Figura 13 mostra a evolucdo do peso corporal durante o periodo
experimental (Figura 13-A), bem como a AUC com base nesses valores (Figura
13-B). A Figura 14 mostra o ganho de peso em trés momentos distintos do periodo
experimental: a) entre a 12 e a 122 semana — onde os grupos receberam apenas a
dieta C ou H; b) entre a 132 e a 18 semana — onde os grupos com dieta C ou H
treinaram em diferentes intensidades; c) entre a 12 e a 18% semana — que
compreende o periodo experimental completo, independentemente das
intervencdes. A Tabela 3 expbe o peso médio de cada grupo na 12, 122 e 182
semana do periodo experimental.

Cinco semanas apos iniciar a intervengao, a maioria dos grupos com dieta H
comegou a apresentar peso corporal (g) significativamente maior do que os grupos
C (CS vs. HM: P = 0,009; CS vs. HH: P =0,03; CM vs. HM: P = 0,01; CM vs. HH: P =
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0,04; CH vs. HM: P = 0,01; CH vs. HH: P = 0,03. Peso: CS = 369 + 4; CM = 371 £ 8;
CH =369 +5; HS = 391 £ 9; HM = 400 £ 8; HH = 395 + 10) (Figura 13-A).

Em seis semanas, tais diferencas estenderam-se a todos os grupos H (CS vs.
HS: P =0,02; CS vs. HM: P = 0,003; CS vs. HH: P = 0,005; CM vs. HS: P = 0,02; CM
vs. HM: P = 0,004; CM vs. HH: P = 0,007; CH vs. HS: P = 0,01; CH vs. HM: P =
0,001; CH vs. HH: P = 0,003. Peso: CS =383 +4; CM =384 +8; CH=381+%6; HS =
411 = 10; HM = 419  8; HH = 417 + 12), que permaneceram com 0O peso corporal
elevado em relagéo aos grupos C até a 182 semana (CS, CM, CH vs. HS, HM, HH: P
< 0,0001. Peso: CS =484 +£8;CM=472+7; CH =475+ 6; HS =572 £ 9; HM = 550
+ 11; HH = 557 £ 11) (Figura 13—-A). Em nenhum momento houve diferencas entre
0s grupos treinados e sedentarios de H (HM vs. HS: P = 0,93; HH vs. HS: P = 0,96)
ou de C (CM vs. CS: P = 0,76; CH vs. CS: P = 0,81), e tampouco entre as
intensidades de treinamento (HM vs. HH: P = 0,97; CM vs. CH: P = 0,94).

Além da curva, o peso médio de cada grupo foi avaliado no inicio e no final de
cada intervencdo proposta. Neste caso, houve diferengca entre os grupos 12
semanas apos o inicio da dieta H, que corresponde ao periodo Pre-treinamento (722
semana: CS, CM e CH vs. HS, HM, HH: P < 0,0001); e no final do periodo
experimental, no periodo Pos-treinamento (78% semana: CS, CM e CH vs. HS, HM,
HH: P < 0,0001). Esses dados estao expostos na Tabela 3.

O mesmo padrao de diferencas foi encontrado na AUC, considerando os
elevados valores que todos os grupos H apresentaram em relagao aos grupos C (CS
vs. HS: P = 0,0008; CS vs. HM: P = 0,0005; CS vs. HH: P = 0,0007; CM vs. HS: P =
0,0003; CM vs. HM: P = 0,0002; CM vs. HH: P = 0,0002; CH vs. HS: P = 0,0003; CH
vs. HM: P = 0,0002; CH vs. HH: P = 0,0003), sem quaisquer diferengcas em relagao
ao treinamento (P>0,99) (Figura 13-B).



77

Figura 13 — Evolug&o do peso corporal
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Legenda: (A): Peso corporal ao longo das 18 semanas do periodo experimental; (B): AUC do peso
corporal no periodo experimental. Barra horizontal e asteriscos representam P<0,05 vs. CS,
CM e CH da 52 a 18 semana (Fig. A). @ P<0,05 vs. CS. b P<0,05 vs. CM. € P<0,05 vs. CH
(Fig. B). Resultados expressos como média + EPM. N = 18 animais / grupo. CS: grupo com
dieta C sedentéario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo
com C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentério;
HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.



Tabela 3 — Peso inicial e final de cada intervencéao

Variavel
Peso corporal (g)
Grupo

12 Semana 122 Semana 182 Semana

Baseline Pre-treinamento Pos-treinamento
CS 282,3+6,7 443,4+5,9 484,5 + 8,9
CM 293,9+ 10,9 443,7+7,2 472,7+7,8
CH 289,3+ 11,0 442,3 £ 5,1 4759 £ 6,6
HS 288,7 + 8,3 505,1 £11,5 ab° 572,6 + 9,8 3~
HM 298,1+10,7 506,1 + 9,4 3 550,3 + 11,2 ab°
HH 297,4+9,0 504,0 + 11,5 @~ 557,8 + 11,7 a°

P 0,85 <0,0001 <0,0001

Legenda:Peso corporal dos grupos na 1% semana (baseline), na 122 semana (pré-
treinamento) e na 182 semana (pds-treinamento) do periodo experimental. 2
P<0,05 vs. CS.  P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs. CH. Resultados expressos
como média £+ EPM. N = 18 animais / grupo. CS: grupo com dieta C
sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH:
grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com
dieta H sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado
continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta

intensidade.
Fonte: A autora, 2019.
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Quanto ao ganho de peso corporal, diferengas foram encontradas entre todos

os grupos C e H no intervalo entre a 1% e 122 semana (Figura 14-A), que

compreende apenas a intervengcado com as dietas (CS vs. HS: P = 0,002; CS vs. HM:
P =0,01; CS vs. HH: P = 0,02; CM vs. HS: P < 0,0001; CM vs. HM: P = 0,0009; CM
vs. HH: P = 0,001; CH vs. HS: P = 0,0002; CH vs. HM: P = 0,002; CH vs. HM: P =
0,003) e entre os grupos C e H no periodo integral (Figura 14-C) (CS vs. HS: P =
0,0004; CS vs. HM: P = 0,04; CS vs. HH: P = 0,03; CM vs. HS: P < 0,0001; CM vs.
HM: P = 0,002; CM vs. HH: P = 0,0004; CH vs. HS: P < 0,0001; CH vs. HM: P =
0,009; CH vs. HM: P = 0,002). Nas 6 semanas de treinamento (Figura 14-B),
apenas o grupo HS diferiu significativamente dos grupos C (CS: P = 0,05; CM: P =

0,01 e CH: P = 0,04), sem apresentar quaisquer diferengas adicionais (HS vs. HM: P
=0,59; HS vs. HH: P > 0,99).
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Figura 14 — Ganho de peso corporal

° © 80 - abc
N 250+ abc abc abc - _I_
-
©
:’ T - - b
- 2004 - 60- T
—_ - -
z T
2 150+ T o 2 T
o o 407 1
] e "} _]_
& 100 o
- o 204
o 501 o
< =
c c
© ©
® 0 . T : . T : ® 0 T T T T T T
cs cM CH HS HM HH (o] cM CH HS HM HH
®
© 400
-
: abc
‘T 300- _— abc abc
E = .'.':.
)
o o
® 2004 - - -
o
o .
P )
T 1004 ol
° "
= o
c
© Satats .
o 0 T T T T T

Ccs CcM CH HS HM HH

Legenda: Ganho de peso corporal (g) observado em 3 intervalos distintos: 12 a 122 semana - periodo
antecedente ao treinamento fisico, onde os grupos receberam dieta C ou H (Fig. A); 132 -
182 semana - periodo de treinamento fisico (Fig. B); 12 — 182 semana: periodo experimental
completo (Fig. C). @ P<0,05 vs. CS. ? P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs. CH. Resultados expressos
como média £ EPM. N = 18 animais / grupo. CS: grupo com dieta C sedentério; CM: grupo
com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com C e treinamento intervalado
de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario; HM: grupo com dieta H e
treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta
intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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5.4 Ingestao alimentar e consumo energético

A Figura 15 mostra as curva de consumo energético ao longo do periodo
experimental. A Tabela 4 mostra os resultados da ingestdo alimentar e do consumo
energético dos grupos em trés momentos distintos do periodo experimental: a) entre
a 1? e a 122 semana — onde 0s grupos receberam apenas a dieta C ou H; b) entre a
122 e a 182 semana — onde os grupos com dieta C ou H treinaram em diferentes
intensidades; c) entre a 1 e a 182 semana - que compreende o periodo
experimental completo, independentemente das intervengdes.

Os dados de ingestao alimentar referem-se a quantidade média de ragao
consumida diariamente por cada animal (g). O consumo energético refere-se ao
valor médio de quilocalorias (kcal) consumido também diariamente por cada um, e o

consumo cumulativo é a soma dos valores semanais de consumo.
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Figura 15 — Curvas de consumo energético
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Legenda: Curvas de consumo energético no periodo experimental. (A): CS e HS.(B): CM e HM; (C)

Fonte:

CH e HH. Resultados expressos como médiaztEPM. N = 15 animais / grupo. CS: grupo
com dieta C sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH:
grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H
sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com
dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

A autora, 2019.



Tabela 4 — Ingestao alimentar e consumo energético

Ingestao Consumo Cumulativo
Grupo P P
(9) (kcal) (kcal)
12— 122 Semana
CS 26,3+0,4 99,4+1,5 119217
CM 25,7+0,3 97,241,3 116718
CH 25,0+0,5 94,5+1,8 113416
<0,0001 0,13 0,47
HS 20,7+0,4 2 92,9+2,2 1115134
HM 20,6+0,5 2 92,7+2,2 111257
HH 21,0+0,5 2 94,6+2,3 1113172
132 - 182 Semana
CS 24,8+0,3 93,9+1,4 56330
CM 24,2+0,7 91,542,6 549+11
CH 24,510, 92,6+0,8 556122
<0,0001 0,003 0,47
HS 22,5+0,4 3t 101,1£2,130° 606+10
HM 21,7+0,2 3¢ 97,8+1,1 586+35
HH 21,8+0,3 a° 98,2+1,6 589+44
12— 182 Semana
CS 25,8+0,3 97,5 1,2 1756146
CM 25,2+0,4 95,3+1,3 1716121
CH 24,9+0,3 93,8+1,2 1690128
<0,0001 0,62 0,81
HS 21,2+0,4 3¢ 95,6+1,8 1721144
HM 20,9+0,3 3¢ 94,4+1,6 1699181
HH 21,3+0,4 3¢ 95,8+1,6 1724192

Legenda:Média por animal de ingestdo alimentar, consumo energético e consumo
cumulativo (cumulative intake) nos 3 intervalos do periodo experimental: 12 — 122
semana: periodo antecedente ao treinamento fisico;
de treinamento fisico; 12 — 182 semana: periodo experimental completo. 2 P<0,05
vs. CS; P P<0,05 vs. CM; ¢ P<0,05 vs. CH. Resultados expressos como
médiatEPM. N = 15 animais / grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM:
grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com C e
treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario;
HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H

e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

132 — 182 semana: periodo

82

Conforme era esperado, todos os grupos com dieta H consumiram uma

quantidade significativamente menor de ragédo em relagéo aqueles com dieta C (P <

0,0001), que de forma compensatéria, manteve equivalente o consumo energético
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entre os grupos (P = 0,62). O mesmo comportamento foi observado no periodo
anterior ao treinamento (12 — 122 semana), no qual os grupos diferiram quanto a
ingestao de racao (P < 0,0001), mas nao de quilocalorias (P = 0,13).

No periodo que compreende as seis semanas de treinamento (132 — 182
semana), somente HS mostrou um consumo energético maior do que o dos grupos
C (HS vs. CS: P =0,03; HS vs. CM: P = 0,008; HS vs. CH: P = 0,02), ainda que a
quantidade de ragcdo consumida tenha sido menor a desses grupos (HS vs. CS: P =
0,002; HS vs. CM: P = 0,03; HS vs. CH: P = 0,01). A mesma resposta nao foi
verificada em HM e HH, que mantiveram seus respectivos valores de consumo
energético sem diferengas para os grupos C (HM vs. CS: P = 0,66; HM vs. CM: P =
0,08; HM vs. CH: P =0,23; HH vs. CS: P =0,48; HH vs. CM: P = 0,06; HH vs. CH: P
= 0,16), mesmo consumindo menor quantidade de ragcdo (HM vs. CS: P < 0,0001;
HM vs. CM: P = 0,0015; HM vs. CH: P = 0,0004; HH vs. CS: P = 0,0001; HH vs. CM:
P =0,002; HH vs. CH: P = 0,0006).

Apesar dessa resposta diferenciada do grupo HS em relagdo a CH e CM, nao
houve diferengas quando o consumo foi avaliado de forma cumulativa (cumulative
intake) (P > 0,99). Na verdade, nenhum grupo apresentou diferencas nesta variavel,
tanto no periodo integral (P = 0,81) quanto nos trés intervalos especificos (P = 0,47).
Esses dados confirmam os resultados encontrados para a curva de consumo ao
longo das 18 semanas (Figura 15), onde nao foram detectadas diferencas
significativas, considerando a interacado entre tempo e grupo (P = 0,95).

Ao analisar o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), que reflete a razéo
entre o ganho de peso (g) e o consumo alimentar (g), houve diferengas entre alguns
grupos (P = 0,0016), e os seguintes resultados foram encontrados: CS: 131 = 0,1;
CM: 117 £0,1; CH: 125 + 0,9; HS: 229 + 0,2; HM: 208 * 0,3; HH: 205 + 0,2. O grupo
HS teve valores significativamente elevados em relagcéo a todos os grupos C (HS vs.
CS: P =0,05; HS vs. CM: P = 0,007; HS vs. CH: P = 0,01). Nao houve diferenca
entre HS e os demais grupos H (P > 0,99); entre HM e os grupos C (HM vs. CS: P >
0,99; HM vs. CM: P = 0,28; HM vs. CH: P = 0,54); e entre HH e os grupos C (HH vs.
CS: P>0,99; HH vs. CM: P =0,21; HH vs. CH: P = 0,43).
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5.5 Protocolo de treinamento — Sessoes Isocaldricas

Para o protocolo de treinamento com sessdes isocaldricas, o volume e a
carga de trabalho dos grupos CM, CH, HM e HH foram comparados através do
dispéndio energético total do exercicio, e do VO2 alvo — que reflete o ritmo de
trabalho realizado. Ambas as variaveis foram estimadas e, posteriormente, medidas
na sessao isocalorica de teste. Em tese, o VO2 alvo deveria ser maior nos grupos de
treinamento HIIT do que no MICT, ao passo que o dispéndio energético total seria
similar, uma vez que as sessdes foram concebidas para serem isocaloricas. A
Tabela 5 indica que isto foi, efetivamente, o que ocorreu, uma vez que 0s grupos
obtiveram valores similares de dispéndio energético na sessao de teste (CM =4,9 £
0,1 kcal, CH = 4,8 + 0,1 kcal, HM = 4,8 + 0,1 kcal, HH = 4,7 + 0,1 kcal; P = 0,72),
mas diferiram no VO:2 de trabalho (CM = 21,4 + 0,6 ml.min.”', CH = 25,4 + 0,7
ml.min.”", HM = 23,3 + 1,1 ml.min.”", HH = 27,7 £ 1,7 ml.min.”"; P = 0,0009).

Tabela 5 — Resultados da sesséo isocalodrica

Grupo
Variavel
CM CH HM HH
Dispéndio Energético Total (kcal)
5,0 5,0 5,0 5,0

Estimado

Dispéndio Energético Total (kcal)
4,9 (0,1) 4,8 (0,1) 4,8 (0,1) 4,7 (0,1)

Medido
VO Alvo (ml.min.™)

, 222(0,6) 257 (0,9° 24,3(1,4) 29,6 (1,9)
Estimado
VO Alvo (ml.min.™)

, 21,4(0,7) 254(0,8)° 23,3(1,2) 27,7 (1,8)
Medido

Tempo (min.)
46,4 (1,4) 40,1 (1,4° 41,8(2,4) 36,3(2,1)
Estimado

Tempo (min.)
Medido

Legenda:Valores estimados e medidos de cada variavel das sessbes isocaldricas de teste. °
P<0,05 vs. CM; ¢ P<0,05 vs. HM; * P<0,05 vs. tempo estimado. Resultados expressos em
médiatEPM. N = 18 animais/ grupo. CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta
intensidade; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com
dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

471 (1,5) 387 (1,20 431(1,9) 357 (2,1)°
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Na Tabela 5 também constam os valores previamente estimados do tempo,
do VOz2 alvo e do dispéndio energético total, que foram comparados com os valores
medidos na sessao de teste. Neste caso, nenhum grupo apresentou diferenca entre
o VO alvo estimado e medido (CM: P = 0,12; CH: P = 0,58; HM: P = 0,50; HH: P =
0,28), e entre o dispéndio energético total nas mesmas condigdes (CM: P = 0,63;
CH: P =0,15; HM: P = 0,43; HH: P = 0,21). No que se refere ao tempo, somente os
animais do grupo CM executaram uma sessao de exercicio significativamente mais
longa do que o previsto, a fim de alcangar o dispéndio energético proposto (CM: 46
min. vs. 47 min. P = 0,04). O restante dos grupos ndo apresentou diferengas
significativas entre o tempo medido e estimado para a sesséo de treino (CH: P =
0,29; HM: P = 0,50; HH: P = 0,31).

Além do VOz2 alvo, outra variavel que também refletiu os diferentes ritmos de
trabalho dos grupos de treinamento de alta e moderada intensidade foi a velocidade
de corrida. Na Figura 16 observam-se as diferengas entre as velocidades dos grupos
CHe CM (36 cm.s' vs. 28 cm.s™'; P = 0,0007), e HH e HM (33 cm.s™ vs. 23 cm.s™";
P = 0,002). Em ambos os grupos CH e HH, as velocidades de estimulo (85%
VO2zres) e de recuperagéo (60% VOzres) também diferiram significativamente entre si
(CH: 85% = 36 cm.s™! vs. 60% = 27 cm.s™', P < 0,0001; HH: 85% = 33 cm.s™ vs. 60%
= 22 cm.s™', P = 0,0006), caracterizando desta forma, a execugdo de um protocolo
de HIIT.
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Figura 16 — Velocidade de corrida dos grupos de treinamento
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Legenda:Velocidade de corrida correspondente a 60% do VO2res hos
grupos CM e HM; velocidade correspondente a 85% do VO2res
(estimulo) e a 60% do VOzres (recuperagao) nos grupos CH e

HH; representadas por médiatEPM. b P<0,05 vs. CM; € P<0,05

vs.HM; * P<0,05 vs. 60% do VOzres. N = 18 animais / grupo.
CM: grupo com C e treinamento continuo de moderada
intensidade CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta
intensidade; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado
continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de
alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

5.6 Consumo de O2em Excesso Pés-Exercicio (EPOC)

Na Figura 17 estdo as variaveis do EPOC, analisadas durante 30 minutos
apods a sessao isocaldrica de teste. Embora as sessdes tenham sido executadas em
diferentes intensidades, ndo foram encontradas diferengcas na AUC do VO2 (P =
0,95) (Figura 17-B), ou na quantidade de kcal dispendidas pelos grupos (P=0,31)
(Figura 17-D). Por outro lado, o VOz2 inicial foi significativamente maior nos grupos
CH e HH em relagao aos respectivos grupos de treinamento moderado (CH vs. CM:
P=0,04; HM vs. HH: P=0,005), confirmando o efeito das diferentes cargas de
trabalho sobre o VO2 no exercicio (Figura 17-A). A amplitude do VO2 alcangada por

CH e HH também foi superior em relacdo a amplitude dos respectivos CM e HM
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(CH: 36,5 + 3,5 vs. CM: 26,6 + 2,3; HH: 36,6 + 3,1 vs. HM: 23,8 £ 2,0). Nesse caso,

nivel de significancia estatistica foi alcangado por grupos que treinaram HIIT em

comparacgao ao MICT (HH vs. HM: P = 0,02; CH vs. CM: P = 0,02) (Figura 17 — C).

Figura 17 — Avaliacdo do Consumo de O2 em Excesso Pds-Exercicio
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Figura 17 — Avaliacdo do Consumo de O2 em Excesso Pés-Exercicio
(EPOC) (concluséo)
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Legenda: (A): VO inicial, medido nos 3 primeiros minutos

apo6s o término da sessao; (B): AUC do VO:2 durante
o periodo de EPOC; (C): Amplitude do VO: durante
o periodo de EPOC; (D): Dispéndio energético total
durante o periodo de EPOC. b P<0,05 vs. CM.©
P<0,05 vs. HM. Resultados expressos em
médiatEPM. N= 7 - 9 animais/ grupo. CH: grupo
com C e treinamento intervalado de alta
intensidade; HM: grupo com dieta H e treinamento
moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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5.7 Capacidade cardiorrespiratoria

As Figuras 18 e 19 exibem os dados do teste maximo de exercicio
incremental, que serviu para avaliar a capacidade cardiorrespiratéria dos grupos
antes (Pre) e apos (Pos) as 6 semanas de treinamento com diferentes intensidades.
Neste caso, comparagdes intragrupos (Pos vs. Pre) e intergrupos foram analisadas,
e os resultados foram representados pela média + EPM.

Sem excegao, todos os grupos que treinaram tiveram aumento do VOzprico no
periodo Pés-treinamento em relagédo ao Pre (CM: 60,6 £ 1,7 vs. 66,6 £+ 1,6 P =
0,0036; CH: 62,8 £+ 2,3 vs. 72,4 + 2,1 P < 0,0001; HM: 60,0 + 2,1 vs. 65,5+ 23 P =
0,01; HH: 58,9 £ 1,3 vs. 68,5 £ 2,2 P < 0,0001); sem diferengas para os grupos
sedentarios (CS: 60,9+1,5vs.61,0+£1,8P =0,94; HS: 62,1 £+2,3vs. 61,8+ 23 P =
0,92). Em adigao, os mesmos grupos de treinamento demonstraram um incremento
significante da velocidade maxima do teste Pos vs. Pre (CM: 42,6 + 1,5 vs. 53,3 &
2,6 P <0,0001; CH: 44,3 +13vs.61,3+1,9 P <0,0001; HM: 39,6 £ 2,2 vs. 51,7
2,1 P <0,0001; HH: 44,8 + 1,3 vs. 56,5 + 1,6 P < 0,0001), e similarmente, sem
diferengas para os grupos sedentarios (CS: 41,0 + 1,2 vs. 40,5 + 1,4 P =0,81; HS:
390+19vs.39+£1,7P =0,81).

Na comparagdo intergrupos, onde os resultados da capacidade
cardiorrespiratoria pds-treinamento foram analisados separadamente, somente CH e
HH demonstraram maior VOzprico em relagdo aos seus congéneres sedentarios CS
(CH vs. CS: P =0,0002; HH vs. HS: P = 0,03), sem haver quaisquer diferengas para
os demais grupos (CM vs. CS: P = 0,06; HM vs. HS: P = 0,23). Diferengas
significativas também foram localizadas entre as intensidades de treinamento, mas
apenas nos grupos controles (CH vs. CM: P = 0,02; HM vs. HH: P = 0,31). Ao
contrario dos resultados observados para o VO2prico, uma velocidade de corrida
significativamente maior foi encontrada no teste maximo de todos os grupos que
treinaram em relagao aos respectivos grupos sedentarios (CM vs. CS: P < 0,0001;
CH vs. CS: P <0,0001; HM vs. HS: P < 0,0001; HH vs. HS: P < 0,0001), havendo as
mesmas diferengas entre intensidades de treinamento (CH vs. CM: P = 0,01; HH vs.
HM: P = 0,92).



Figura 18 — Consumo pico de oxigénio (VOzpico)
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VOzrico obtido a partir do teste de exercicio incremental maximo, realizado antes
(Pre) e apds (Pos) as 6 semanas de treinamento aerdbio. * P<0,05 vs. Pre; @ P<0,05

vs. CS (Pos). ® P<0,05 vs. CM (Pos). 9 P<0,05 vs. HS (Pos). Resultados expressos
em médiatEPM. N= 18 animais/ grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM:
grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com C e
treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario; HM:
grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

Figura 19 — Velocidade maxima do teste de exercicio incremental
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P<0,05 vs. Pre; 2 P<0,05 vs. CS (Pos). P P<0,05 vs. CM (Pos). 4 P<0,05 vs. HS (Pos).
Resultados expressos em médiatEPM. N= 18 animais/ grupo. CS: grupo com dieta C
sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com
C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario;
HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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Ao menos em parte, os resultados da variagdo (A%) exibidos na Tabela 6
refletem os achados descritos acima. Neste caso, uma maior variacao foi encontrada
no VOzrico de CH e HH em comparacéao a dos respectivos grupos CS e HS (CH vs.
CS: P =0,01; HH vs. HS: P = 0,01) e na velocidade maxima; onde todos os grupos
de treinamento diferiram dos grupos sedentarios, independentemente da intensidade
(CMvs. CS: P=0,02; CHvs. CS: P=0,0001; HM vs. HS: P = 0,01; HH vs. HS: P =
0,0001).

Tabela 6 — Variagdo do VOzrico e da velocidade maxima (A%)

Grupo Variavel
VO2pico (A%) Velocidade maxima (A%)
Cs -0,6 (-4,1-3,5) 0,0 (-11,4 -3,1)
CM 79 (1,7-14,4) 22,2 (12,5-40,0)@
CH 12,9 (4,7-25,1)2 37,5 (25,0 — 50,0) 2P
HS -0,4 (-8,8 —4,2) 0,0 (0,0 - 11,5)
HM 4,8 (1,4 -16,0) 25,4 (12,5 - 40,5) @
HH 6,2 (4,7 —22,8)¢ 37,5 (35,4 — 50,0) 4¢
P 0,0013 < 0,0001

Legenda: Variagao (A%) do VOzrico € da velocidade maxima referente ao periodo
Pre e Pos treinamento. 2 P<0,05 vs. CS. ? P<0,05 vs. CM ¢ P<0,05 vs.
HS. ¢ P<0,05 vs. HM. Resultados expressos como mediana (1°-3°
quartil). N = 18 animais / grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM:
grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com C
e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H
sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo;
HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

5.8 Composigao Corporal

Nas Figuras 20 e 21 estdo os dados de composi¢cado corporal obtidos através
do DEXA, apés o periodo de treinamento. As variaveis analisadas foram: massa

gorda (Figura 19 — A); percentual de gordura (Figura 19 — B); massa magra (Figura
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20 — A); coeficiente de massa magra (CMM), onde se normaliza a massa magra
absoluta pela massa corporal total (Figura 20 — B).

No tocante aos resultados de gordura corporal, os grupos apresentaram os
seguintes valores percentuais (%) e absolutos (g), respectivamente: CS — 28 + 2 e
126 +12;CM-21+1e87+7;CH-19+1e76+5, HS —-44 +2 e 225 + 23; HM —
34+3e154+22; HH-34+2¢e 161 £ 16.

Na massa gorda, o grupo HS exibiu valores maiores do que todos os grupos
C (P <0,0001), e também em relagado aos seus congéneres treinados HM (P = 0,01)
e HH (P = 0,03). Nenhum grupo de treinamento C apresentou diferengcas em relagao
aCS (CMvs. CS: P =0,49; CHvs. CS: P=0,16). Os grupos HM e HH diferiram de
CM (P =0,02eP =0,01) e de CH (P =0,005¢e P =0,002), mas néao de CS (P >
0,99 e P = 0,61), respectivamente.

No % de gordura, diferengas adicionais foram localizadas entre os grupos.
Ambos HM e HH apresentaram valores menores do que HS (P = 0,01 e P =0,01), e
0 mesmo ocorreu com CH, que diferiu de CS (P = 0,03). Porém, ndao houve
diferencas entre CM e CS (P = 0,13). O grupo HS teve % de gordura maior do que
todos os grupos C, sem exce¢ao (P < 0,0001), mas HM e HH exibiram valores
superiores apenas em relacéo aos grupos CM (P = 0,0005 e P = 0,0004) e CH (P <
0,0001), respectivamente. Ou seja, ndo houve diferencas entre HM e HH em relagéo
aCS(P=0,29eP=0,27).



Figura 20 — Gordura corporal avaliada pelo DEXA
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Legenda:(A): massa gorda absoluta (g). (B): Percentual de gordura corporal
(%).2 P<0,05 vs.CS. b P<0,05 vs. CM.
HS Resultados expressos como médiatEPM. N
grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM: grupo com dieta C e
treinamento moderado continuo; CH: grupo com C e treinamento
intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario;
HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH:
grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.

¢P<0,05 vs. CH. 9 P<0,05 vs.
= 10 animais /
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Quanto aos resultados de massa magra, foram encontrados os seguintes

valores absolutos (g) e relativos (CMM), respectivamente: CS — 318 £ 12 ¢ 0,70
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0,02;,CM-330+£8e0,77£0,01; CH-320+14 e 0,77 £ 0,01; HS — 269 + 10 e 0,53
+0,02; HM - 279+ 9 e 0,63 + 0,03; HH - 283 + 11 € 0,62 + 0,02.

Na analise dos valores absolutos, o grupo HS apresentou médias
significativamente menores do que todos os grupos C (HS vs. CS: P = 0,01; vs. CM:
P = 0,001; vs. CH: P = 0,01), mas sem diferengcas em relagcdo aos congéneres
treinados (P > 0,99). O grupo HM exibiu menor massa magra em comparacao a de
CMe CH (P =0,009 e P =0,05), mas ndo a CS (P = 0,07). O grupo HH diferiu de
CM (P = 0,02), mas ndo de CH (P = 0,12) ou de CS (P = 0,16).

Na analise do CMM, o grupo HS apresentou menor coeficiente em
comparagao a todos os grupos (P < 0,0001), inclusive seus congéneres treinados
(HM vs. HS: P = 0,01; HH vs. HS: P = 0,04). Os grupos de treinamento HM e HH nao
diferiram de CS (P = 0,34 e P = 0,16), mas mostraram menores valores em relagao
aos grupos de treinamento C (CM vs. HM: P = 0,002; CM vs. HH: P = 0,0008; CH vs.
HM: P = 0,001; CH vs. HH: P = 0,0003).



Figura 21 — Massa magra avaliada pelo DEXA
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Legenda: (A): CMM - coeficiente de massa magra. (B): massa magra
absoluta. 2 P<0,05 vs.CS. b P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs. CH. d
P<0,05 vs. HS Resultados expressos como médiatEPM. N = 10
animais / grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM: grupo
com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com C e
treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta
H sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado
continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta
intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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5.9 Testes de tolerancia a insulina e a glicose (TTI/ TTG)

As Figuras 22 e 23 mostram os resultados do TTl e do TTG, expressos como
média £ EPM. A glicemia coletada durante esses dois testes foi avaliada através da
AUC (Figuras 22-A e 23-A), e dos valores absolutos (mg/dL) — que formaram a
curva glicémica em resposta a administracdo intraperitoneal de insulina (Figura
22-B; Figura 23-B), ou glicose.

No TTI, a AUC de HS diferiu de maneira significante em relagdo a todos os
grupos com dieta C (HS vs. CS: P=0,0004; HS vs. CM: P<0,0001; HS vs. CH:
P<0,0001), inclusive aos seus congéneres treinados (HM: P=0,002 e HH: P=0,003).
Na curva glicémica do TTI, houve variagdes significantes em todos os tempos
analisados (15, 30 45 e 60 minutos), sobretudo em fungdo dos valores relativamente
elevados de glicemia de HS.

Analisando os principais resultados, apenas HS inicia o teste com a glicemia
significativamente maior do que os grupos C (HS vs. CS: P = 0,005; HM vs. CS: P =
0,04; HS vs. CH: P = 0,002). Apdés 15 minutos da aplicagéo de insulina, HS exibiu
maior glicemia em relagéo aos grupos C (CS: P = 0,0002; CM: P = 0,0001; CH: P <
0,0001) e também a HM (P=0,002) e HH (P=0,0005). Em 30 minutos, a glicemia de
HS manteve-se elevada em relagdo aos grupos C (CS: P= 0,02; CM: P = 0,0002;
CH: P <0,0001), diferindo apenas de HM (P=0,03). Em 45 minutos, as diferengcas em
relagdo aos grupos C permaneceram (CS: P = 0,01; CM: P = 0,002; CH: P < 0,0001)
e estenderam-se a HH (P=0,01), mas ndo a HM (P=0,30). Em 60 minutos, esse
padrao de resposta se mantém e HS termina o teste diferindo dos grupos C e HH
(CS: P = 0,003; CM: P = 0,0001; CH: P < 0,0001; HH: P=0,02). Durante o teste,
também houve variagbes significantes entre CS e CH, em fungcdo da queda
expressiva da glicemia deste grupo treinado. Essa resposta foi observada aos 30
(P=0,01), 45 (P=0,03) e 60 minutos de teste (P=0,03). Contudo, a AUC deste grupo
nao foi diferente de CS (P=0,11).



Figura 22 — Resultados do teste de tolerancia a insulina (TTI)
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Legenda: (A): Area sob a curva (AUC) calculada a partir dos valores de

glicemia coletados durante o TTI. (B): Curva com valores de
glicemia coletados durante o TTI, desde o tempo 0 (basal) até
60 minutos apds administragdo intraperitoneal de insulina
(final do teste). 2 P<0,05 vs. CS. ®P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs.
CH. 9 P<0,05 vs. HS. Resultados expressos como média *
EPM. N = 10 animais/grupo. CS: grupo com dieta C
sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado
continuo; CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta
intensidade; HS: grupo com dieta H sedentario; HM: grupo
com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo
com dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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No TTG, a AUC de HS foi maior em comparagao a de todos os outros grupos:
CS (P < 0,0001), CM (P < 0,0001), CH (P < 0,0001), HM (P = 0,02) e HH (P =
0,0004). Tal resultado se deve ao comportamento da curva glicémica de HS, que se
manteve elevada em até 1 hora apos a administragdo de glicose intraperitoneal.
Neste caso, diferencas foram encontradas em 15 minutos (CS: P = 0,002; CM: P <
0,0001; CH: P < 0,0001; HM: P = 0,0001; HH: P < 0,0001), 30 minutos (CS: P <
0,0001; CM: P < 0,0001; CH: P < 0,0001; HM: P < 0,0001; HH: P < 0,0001) e 60
minutos apds a inje¢ao (CS: P < 0,0001; CM: P < 0,0001; CH: P <0,0001; HM: P <
0,0001; HH: P < 0,0001).

Depois da metade do teste, aos 90 minutos, o grupo HS manteve a glicemia
maior do que a de todos os grupos controle (CS: P = 0,008; CM: P = 0,02; CH: 0,02),
mas deixou de apresentar diferencas significativas em relacédo a HM (P = 0,45) e HH
(P = 0,14). Além disso, diferengas também foram detectadas entre as curvas
glicémicas de CS e a de seus congéneres submetidos ao treinamento, tendo CM e
CH exibido uma queda significante da glicemia aos 15 minutos do teste (CS vs. CM:
P =0,0001; CS vs. CH: P = 0,02). No TTG, somente alguns grupos H apresentaram
a glicemia inicial maior do que a de alguns grupos C (HS vs. CS: P = 0,01; HM vs.
CS: P=0,01; HSvs. CH: P =0,01; HM vs. CH: P = 0,01; HH vs. CH: P = 0,05).



Figura 23 — Resultados do teste de tolerancia a glicose (TTG)
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Legenda: (A): Area sob a curva (AUC) calculada a partir dos valores de

glicemia coletados durante o TTG. (B): Curva com valores de
glicemia coletados durante o TTG, desde o tempo 0 (basal)
até 120 minutos apds administracdo intraperitoneal de
glicose. 2 P<0,05 vs. CS. P P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs. CH. ¢
P<0,05 vs. HS. Resultados expressos como média + EPM. N
=10 animais /grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM:
grupo com dieta C e treinamento moderado continuo; CH:
grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade;
HS: grupo com dieta H sedentario; HM: grupo com dieta H e
treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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5.10 Perfil Lipidico

Na Tabela 7 encontram-se os resultados do perfil lipidico de todos os grupos,
avaliados pelo colesterol total, triglicerideos, e fragcdo de HDL-c e LDL-c. O colesterol
total de HS foi significativamente maior em comparagéo a todos os grupos (CS: P =
0,0005; CM: P = 0,0004; CH: P = 0,0001; HM: P = 0,0004; HH: P = 0,0004), e
nenhum grupo C de treinamento diferiu de seu congénere sedentario CS (P>0,99).
Os valores de triglicerideos de HS também foram maiores do que os de CS (P =
0,04), CM (P = 0,03) e CH (P = 0,01), mas ndo aos de HM (P = 0,10) e HH (P =
0,20). Quanto aos resultados de HDL-c, ndo houve diferengas entre os grupos (P =
0,64). Similarmente ao colesterol total, o LDL-c de HS foi superior em comparagao a
de todos os grupos (CS: P = 0,04; CM: P = 0,01; CH: P = 0,01), inclusive de seus
congéneres treinados (HM: P=0,01 e HH: P=0,008).

Tabela 7 — Resultados do perfil lipidico

Variavel
Grupo Colesterol Total Triglicerideos HDL-c LDL-c
CS 69,0+ 3,6 43,8+ 8,4 41,4+ 3,2 21,4+5,2
CM 68,8+ 4,3 42,9+ 6,0 46,2+ 2,4 18,4+3,7
CH 65,5+ 3,0 39,5+ 2,7 43,3+ 4,2 19,5+3,2
HS 99,1+ 8,33¢ 86,2+ 26,9 a°c 39,4+ 1,9 42,4472 abc
HM 68,5+ 3,5¢ 51,7£14,1 47,4+ 5,2 19,8+6,1 9
HH 68,3+ 4,7¢ 55,7£14,9 45,7+ 4,3 17,6£4,7 ¢
P 0,0001 0,01 0,64 0,03

Legenda: Valores médios de colesterol total, triglicerideos, colesterol HDL (HDL-c) e
colesterol LDL-c (LDL-c) 2 P<0,05 vs. CS. b P<0,05 vs. CM. ¢ P<0,05 vs. CH. 9 P<0,05
vs. HS. Resultados expressos como média + EPM. N= 8 animais/ grupo. CS: grupo
com dieta C sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo;
CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade; HS: grupo com dieta
H sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo; HH: grupo
com dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade.

Fonte: A autora, 2019.
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5.11 Reatividade microvascular no musculo cremaster

As Figuras 24 e 26 exibem os valores medianos (1°-3° quartil) de
vasodilatagcado endotélio-dependente (ACh) e independente (SNP) dos grupos C e H,
respectivamente. Nas Figuras 25 e 27 estdo imagens representativas dos
experimentos no cremaster dos grupos C e H, seguindo a mesma sequéncia.

O nivel de vasodilatagdo em resposta a diferentes concentragdes de ACh ou
SNP foi comparada entre os grupos (comparagao intergrupos), e também dentro de
cada grupo (comparagao intragrupos) — onde foram analisadas variagbes em relagao
ao baseline. O baseline refere-se ao periodo que antecede a aplicacéo inicial de
ACh ou SNP. Desta forma, os valores de vasodilatacdo observados nos
experimentos foram expressos como percentual (%) de mudanga de didmetro em
relagao ao baseline, considerado como 100%.

No baseline, os didmetros médios das arteriolas ndo variaram entre si
(vasodilatacdo endotélio dependente: P = 0,82; vasodilatagcdo endotélio
independente: P = 0,06) e apresentaram os seguintes valores absolutos para ACh e
SNP, respectivamente: CS - 79,0+ 17 uyme 78,3+ 18 ym,CM-75,6 £ 19 um e 75,4
19 um; CH-70,3+21 yme 68,2 + 20; HS — 81,1 + 25 ym e 82,3 £ 24 ym; HM —
80,7+20 ym e 68,2+ 13 ym; HH-78,2+ 24 uyme 78,2 + 19 ym.

No que se refere a vasodilatagdo endotélio-dependente, somente CH
apresentou vasodilatagao significativamente maior em relagdo ao CS (CH vs. CS:
26,7%, P = 0,008; CM vs. CS: 13,7%, P = 0,59) na maior concentragido de ACh (10
M). Além disso, HM e HH alcangcaram uma resposta vasodilatadora superior a do
grupo HS nesta mesma concentracdo (HM vs. HS: 22,9%; HH vs. HM: 19,7%; P =
0,0044). O grupo HS exibiu menor vasodilatagdo em relagao aos grupos C em 104 M
(HS vs. CH: 40,9% P < 0,0001; HS vs. CM: 27,2%, P = 0,04; HS vs. CS: 14,2% P =
0,01). Nas demais concentragdes de ACh, ndo houve diferengas entre os grupos
(108 M: P = 0,11; 10 M: P = 0,06). O mesmo aconteceu com a vasodilatagéo
endotélio-independente, na qual ndo foram detectadas diferengas entre os grupos
em nenhuma das concentragées de SNP (108 M: P = 0,43; 10°M: P = 0,90; 10 M:
P =0,45).

Na comparacgao intragrupos, todos apresentaram diferengas em relacéo ao
baseline em 10°M e 10*M de ACh (CS: P = 0,0004 e P < 0,0001; CM: P < 0,0001;
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CH: P <0,0001; HS: P = 0,005 e P <0,0001; HM: P = 0,0027 e P < 0,0001; HH: P =
0,0004 e P < 0,0001), assim como em 10°M e 10“M de SNP (P<0,0001). Com
excegdo do grupo HH, todos os grupos dilataram significativamente com 10-8M de
ACh e SNP em relagao ao baseline (CS: P = 0,03 e P = 0,0023; CM: P = 0,0007 e P
< 0,0001; CH: P = 0,0004 e P = 0,0001; HS: 0,01 e P =0,02; HM: P =0,01 e P <
0,0001; HH: P = 0,48 e P = 0,0025).
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Figura 24 — Reatividade microvascular no cremaster — grupos C.
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Legenda: Resposta vasodilatadora (%) dos grupos C a aplicagdo crescente de ACh
(Fig. A) e de SNP (Fig. B) a 108 M, 106 M e 10 M. Resultados expressos
como mediana (1°-3° quartil). 2P<0,05 vs. CS. Barras horizontais
representam P<0,05 vs. baseline. N= 8 animais/ grupo. CS: grupo com dieta
C sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo;
CH: grupo com C e treinamento intervalado de alta intensidade; ACh:
acetilcolina; SNP: nitroprussiato de sdédio.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 25 — Imagens de experimentos no cremaster — grupos

Legenda:Imagens representativas de campos gravados por sistema de
microscopia intravital, durante o experimento de reatividade
microvascular em cremaster. (A): Campo com arteriola de um
animal CS no periodo basal — 64um. (B): Mesmo campo de
animal CS apos a aplicagédo tépica de ACh a 10“M - 85um.
(C): Campo com uma arteriola de um animal CM no periodo
basal - 65um. (D): Mesmo campo de animal CM apéds a
aplicagdo topica de ACh a 10*M — 99 um. (E): Campo com
uma arteriola de um animal do grupo CH no periodo basal -
59um. (F): Mesmo campo apds a aplicagéo tépica de ACh a 10~
‘M - 104pm. CS: grupo com dieta C sedentario; CM: grupo
com dieta C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com
C e treinamento intervalado de alta intensidade;
ACh:Acetilcolina.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 26 — Reatividade microvascular no cremaster — grupos H.
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Legenda: Resposta vasodilatadora (%) dos grupos H a aplicagdo crescente de ACh
(Fig. A) e de SNP (Fig. B) a 108 M, 10 M e 10* M. Resultados expressos
como mediana (1°-3° quartil). d P<0,05 vs. HS. Barras horizontais
representam P<0,05 vs. baseline. N= 8 animais/ grupo. HS: grupo com
dieta H sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado
continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta
intensidade. ACh: acetilcolina. SNP: nitroprussiato de sédio.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 27 — Imagens de experimentos no cremaster — grupos

Legenda:lmagens representativas de campos gravados por sistema de
microscopia intravital, durante o experimento de reatividade
microvascular em cremaster. (A): Campo com uma arteriola de
um animal HS no periodo basal - 76um. (B): Mesmo campo de
animal HS apds a aplicagdo tépica de ACh a 10-*M — 88um. (C):
Campo com uma arteriola de um animal HM no periodo basal -
88um. (D): Mesmo campo de animal CM apds a aplicagéo topica
de ACh a 10*M — 140 um. (E): Campo com uma arteriola de um
animal do grupo HH no periodo basal — 55um. (F): Mesmo
campo apds a aplicagédo topica de ACh a 10“*M — 99um. HS:
grupo com dieta H sedentario; HM: grupo com dieta H e
treinamento moderado continuo; HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade. ACh: acetilcolina.

Fonte: A autora, 2019.
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5.12 Reatividade (micro)vascular dos musculos adutores

As Figuras 28 e 29 exibem os resultados de fluxo sanguineo dos musculos
adutores, analisado por LDPI durante os experimentos de reatividade. Para
comparar as alteragdes de fluxo entre os diferentes grupos, os valores obtidos apods
cada aplicagao com ACh e SNP foram expressos como percentual (%) de mudanca
do fluxo em relagdo ao baseline, considerado como 100%. O baseline refere-se ao
periodo inicial do experimento, que antecede a aplicacdo de ACh ou SNP.
Comparagbes intragrupos e intergrupos também foram feitas com estes
experimentos, analisando diferengas dentro de cada grupo em relagéo ao baseline,
bem como entre os grupos experimentais.

No baseline, ndo houve diferengas entre os grupos (ACh: P = 0,32; SNP: P =
0,13), e os seguintes valores de fluxo foram encontrados para os experimentos com
ACh e SNP, respectivamente: CS — 113,1+ 10% e 111,6 £ 8%, CM - 113,7 + 7% e
128,7 £ 6%; CH—-97,3+ 7% e 113,1 £ 9%; HS -99,5+ 7% e 104,8 + 6%; HM — 94,3
+7%e102,4 £ 7%; HH — 96,2 £+ 6% e 107,5 + 5%.

Apés a aplicagdo da maior concentragdo de ACh (10*M), os grupos de
treinamento HM, HH e CH variaram o fluxo de forma significante em relagdo aos
respectivos grupos sedentarios (CH vs. CS: P = 0,018; HM vs. HS: P = 0,03; HH vs.
HS: P = 0,001). HS mostrou uma menor variacdo de fluxo em comparagao aos
demais grupos (CS: 133,1%; CM: 147,9%; CH: 155,0%; HS: 124,2%; HM: 137,6%;
HH: 142,4%), e diferengas foram detectadas somente em relagdo a CM e CH (HS
vs. CH: P = 0,0008; HS vs. CM: P = 0,03), com valor de P marginal em relagao a CS
(P=0,06).

Em 10-°M, HS também teve menor variagéo no fluxo do que os demais grupos
(CS: 107,4%; CM: 114,2%; CH: 116,3%; HS: 105,2%; HM: 115,0%; HH: 114,1%),
mas diferengas significativas ndo foram encontradas (P = 0,09). Em 10-®M, HS
mostrou, novamente, menor valor em relagdo aos demais (CS: 101,7%; CM:
103,8%; CH: 107,1%; HS: 101,3%; HM: 104,2%; HH: 105,9%), mas diferiu
significativamente apenas de CH (P = 0,03).

Nos experimentos com SNP, ndo foram detectadas diferengas entre os
grupos, em nenhuma das concentragdes aplicadas (10 M: P = 0,40; 10 M: P =

0,57; 108 M: P = 0,50), tendo sido encontrados os seguintes valores de mudanga de
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fluxo: 10* M — CS: 171,5%; CM: 148,4%; CH: 155,1%; HS: 145,4%; HM: 153,7%;
HH: 142,4%; 10 M - CS: 123,3%; CM: 107,7%; CH: 116,3%; HS: 126,4%; HM:
114,2%; HH: 114,1%; 108 M - CS: 101,8%; CM: 101,5%; CH: 107,1%; HS: 105,7%;
HM: 104,1%; HH: 105,9%. A despeito de CS ter mostrado um valor aparentemente
maior de fluxo em 10-*M, ele nao diferiu de forma significativa dos outros grupos (CS
vs. CM: P =0,46; CS vs. CH: P > 0,99; CS vs. HS: P > 0,99; CS vs. HM: P > 0,99;
CS vs. HH: P > 0,99).

Figura 28 — Reatividade (micro)vascular nos musculos adutores -
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Figura 28 — Reatividade (micro)vascular nos musculos adutores -

grupos C (concluséo)
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Legenda: Mudanga de fluxo sanguineo (%) em resposta a aplicagédo crescentes de
ACh (Fig. A) e de SNP (Fig. B) a 108 M, 10 M e 10* M nos grupos C.
Resultados expressos como mediana (1°-3° quartil). 2 P<0,05 vs. grupo
CS. Barras horizontais representam P<0,05 vs. baseline. N = 10
animais/grupo. CS: grupo com dieta C sedentario; CM: grupo com dieta
C e treinamento moderado continuo; CH: grupo com dieta C e
treinamento intervalado de alta intensidade. ACh: acetilcolina. SNP:
nitroprussiato de sédio.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 29 — Reatividade (micro)vascular nos musculos adutores — grupos
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Figura 29 — Reatividade (micro)vascular nos musculos adutores — grupos
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Legenda: Mudancga do fluxo sanguineo (%) em resposta a aplicagdo crescente de ACh
(Fig. A) e de SNP (Fig. B) a 108 M, 108 M e 10 M, nos grupos H. ¢ P<0,05 vs.
grupo HS. Barras horizontais representam P<0,05 vs. baseline. Resultados
expressos como mediana (1°-3° quartil). N = 10 animais/grupo. HS: grupo com
dieta H sedentério; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado continuo;
HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de alta intensidade. ACh:
acetilcolina. SNP: nitroprussiato de sdédio.

Fonte: A autora, 2019.

5.12.1 Contribuicao do NO para a vasodilatagdao endotélio-dependente induzida

por ACh em musculos adutores

A Figura 30 mostra a biodisponibilidade do NO nos musculos adutores,
avaliada a partir dos resultados dos experimentos feitos com ACh na presencga do
inibidor L-NAME, e com ACh apenas. Os resultados negativos refletem de forma
proporcionalmente inversa, o grau de contribuicdo do NO na vasodilatagdo
endotélio-dependente. Os seguintes valores médios de biodisponibilidade de NO
foram encontrados: CS: -23,1 £+ 6; CM: -35,6 + 1; CH: -32,9 + 5; HS: -4,3 £ 7; HM: -
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28,2 £ 10; HH: -29,4 £+ 4; P = 0,02. Quanto as diferengas estatisticas, os grupos de
treinamento HH e HM apresentaram maior biodisponibilidade de NO em comparagao
ao grupo HS (P=0,02 e P=0,02); HS diferiu de CM (P=0,007) e de CH e (P=0,004),
mas nao de CS (P=0,06); e também n&o houve diferenga entre CH ou CM em
relacdo a CS (P=0,34 e P=0,23).

Figura 30 — Biodisponibilidade do NO nos musculos adutores
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Legenda: Biodisponibilidade do NO (%) avaliada através da diferenga
entre a vasodilatagdo maxima induzida por ACh a 10“*M na
presenga do L-NAME @ach+L-NaME) € Na auséncia do inibidorach),
expresso como média + EPM. b P<0,05 vs. CM. © P<0,05 vs.

CH. 9 P<0,05 vs. HS. N = 6 animais / grupo. CS: grupo com
dieta C sedentario; CM: grupo com dieta C e treinamento
moderado continuo; CH: grupo com dieta C e treinamento
intervalado de alta intensidade. HS: grupo com dieta H
sedentario; HM: grupo com dieta H e treinamento moderado
continuo; HH: grupo com dieta H e treinamento intervalado de
alta intensidade. L-NAME: N-nitro®-L-Arginine Methyl Ester.
ACh: acetilcolina. NO: éxido nitrico.
Fonte: A autora, 2019.

NZo houve diferenga entre os grupos com a aplicagdo de L-NAME a 10“*M (P
= 0,73), ou com a aplicagdo consecutiva de ACh a 10“M (P = 0,88). O fluxo no
baseline também mostrou-se similar (CS: 105,4%; CM: 97,9%; CH: 107,7%; HS:
83,2%; HM: 104,2%; HH: 89,4%) (P = 0,17). Ao comparar as mudancas de fluxo
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dentro de cada grupo em relacdo ao baseline (comparagdo intragrupos) nesses
experimentos com inibigdo, apenas CS teve reducao significante da perfusédo apods a
aplicagéo do L-NAME (CS: -10,2% P = 0,02; CM: -8,2% P = 0,07; CH: -7,7% P =
0,13; HS: -6,1% P = 0,19; HM: -4,3% P = 0,35; HH: -8,7% P = 0,06). Apos a
aplicacdo de ACh na presengca do L-NAME, todos os grupos aumentaram
significativamente o fluxo em relag&o ao baseline (CS: 15,3% P = 0,0014; CM: 15%
P =0,0018; CH: 12,4% P = 0,015; HS: 11,8% P = 0,012; HM: 13,3% P = 0,005; HH:
23,5% P < 0,0001).

5.13 Perfil hemodinamico dos animais em experimentos no cremaster e nos

musculos adutores

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
monitorados para avaliar o perfil hemodindmico durante os experimentos no
cremaster e nos musculos adutores. Na PAM, ndo houve diferengas entre os grupos
(P = 0,73), que apresentaram os seguintes valores, expressos como média + EPM
(em mmHg): CS — 104,8 + 3,9; CM - 108,3 + 54; CH - 104,2 £+ 3,5; HS - 1074
2,6; HM - 107,2 £+ 3,4; HH - 112,1 £ 2,9. A FC também se manteve similar entre os
grupos (P = 0,60), que exibiram os seguintes valores, expressos como média + EPM
(em bpm): CS — 301,1 £ 29,3; CM - 353,4 + 30,7; CH — 339 + 18,2; HS — 305,1 +
15,8; HM — 339,3 + 30; HH — 339,6 + 20,4.

5.14 Biomarcadores de estresse oxidativo vascular

A Tabela 8 mostra os resultados dos ensaios de atividade de enzimas
Catalase (CAT), Superdxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GPx), e dos
ensaios de peroxidacao lipidica, que estimou os niveis de MDA com base na
producao de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS).

No que se refere a peroxidagcao lipidica, apenas os grupos CH e HH

apresentaram maiores niveis de MDA (estimado por TBARS), em relagdo a CS
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(P=0,005) e HS (P=0,04), respectivamente. Ainda que os grupos com dieta H
tenham alcancado valores superiores em TBARS em comparagao aos respectivos
grupos com dieta C, ndo houve diferencas significativas entre os grupos (P>0,99).
No que se refere as enzimas antioxidantes, novamente CH e HH mostraram
aumento da atividade de GPx em relaggo a CS (P=0,007) e HS (P=0,01),
respectivamente. Na SOD, apesar dos elevados valores dos grupos HM e HH vs.
HS, ndo houve diferengcas entre esses grupos (P=0,43 e P>0,99). Apenas HM
demonstrou aumento significante em relagdgo a CM (P = 0,0081), e ndo houve
diferengas adicionais entre os grupos C e H nesta enzima (CS vs. HS: P = 0,70, CH
vs. HH: P = 0,12). Na CAT, também n&o foram detectadas diferencas entre os
grupos, ainda que CH e HH tenham demonstrado atividade enzimatica média maior

a de seus congéneres sedentarios (P > 0,99).

Tabela 8 — Biomarcadores de estresse oxidativo

Grupo Variavel
TBARS SOD CAT GPX
CS 100,7 £ 13 0,066 + 0,005 0,26 + 0,05 0,0038 + 0,001
CM 116,9+ 4 0,070 £ 0,012 0,32 + 0,09 0,0092 + 0,002
CH 480 £ 832 0,098 £ 0,025 0,75+ 0,23 0,0207 + 0,009 @
HS 143,4 + 21 0,153 + 0,035 0,30+ 0,14 0,0075 + 0,0002
HM 137,3 £17 0,207 + 0,027 ° 0,25 £ 0,06 0,0157 £ 0,007
HH 501 + 114 d 0,175 £ 0,049 0,60 + 0,23 0,0305 + 0,010 ¢
P 0,0019 0,0007 0,38 0,0015

Legenda: Resultados de TBARS (pmol/mg de ptn), SOD (U/mL), CAT (U/mg de ptn) e GPX
(mmol/min/mg de ptn) expressos como médiaztEPM. @ P<0,05 vs. CS. ? P<0,05 vs. CM. ¢
P<0,05 vs. CM N = 5-7 animais / grupo. MDA: Malondialdeido gerado por ensaio de
TBARS. SOD: Atividade da enzima Superoxido Dismutase Total. CAT: Atividade da
enzima Catalase. GPX: Atividade da enzima Glutationa Peroxidase. CS: grupo com dieta
C sedentario. CM: grupo com dieta C e treinamento moderado continuo. CH: grupo com C
e treinamento intervalado de alta intensidade. HS: grupo com dieta H sedentario. HM:
grupo com dieta H e treinamento moderado continuo. HH: grupo com dieta H e
treinamento intervalado de alta intensidade. TBARS: Substancias reativas do acido
tiobarbiturico. ptn: proteina

Fonte: A autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

A presente Tese de Doutorado comparou os efeitos de HIIT e MICT sobre a
funcdo endotelial microvascular, enzimas antioxidantes e peroxidagao lipidica
vascular; e outros marcadores de risco cardiometabdlicos em ratos com obesidade
moderada, induzida por dieta hiperlipidica. Para comparar as duas intensidades,
sessbes de exercicio isocaldricas foram adotadas, de maneira que os dois
protocolos de treinamento fossem equalizados em volume pelo dispéndio
energeético.

Trés perguntas foram essenciais para guiar as hipéteses deste estudo, bem
como o desenho experimental: Na obesidade, € provavel que o treinamento aerobio
induza a adaptacbes benéficas sobre a fungao endotelial microvascular, mas os
ganhos podem ser atribuidos a intensidade, ou ao dispéndio energético induzido
pelo exercicio (i.e, volume)? Independente de ser volume ou intensidade, os efeitos
sobre a funcdo endotelial ocorrem de maneira sistémica, ou apenas local — em
musculos recrutados durante a atividade? A alta intensidade de treinamento é capaz
de melhorar ou piorar a funcdo endotelial, exacerbando um quadro de estresse
oxidativo vascular pré-existente devido a obesidade?

Em tese, ganhos adicionais sobre alguns marcadores poderiam ocorrer com o
treinamento de alta intensidade, mas o dispéndio energético promovido pelo
exercicio aprimoraria a fungdo endotelial entre os grupos de maneira similar,
independentemente da intensidade. Também se ponderou a hipétese de que, em
animais com dieta hiperlipidica, os ganhos adicionais com a alta intensidade
poderiam ocorrer em detrimento da fungdo endotelial e de danos teciduais
ocasionados por estresse oxidativo, considerando a triade ‘acumulo de adiposidade;
inflamacgédo vascular mediada por acumulo de EROS e disfungdo endotelial .

De fato, os resultados deste estudo confirmaram que o gasto caldrico das
sessdes de treinamento per se foi suficiente para melhorar a fungcdo endotelial
microvascular no musculo cremaster de animais com dieta hiperlipidica. Porém, indo
de encontro as hipéteses iniciais, a alta intensidade foi capaz de aprimorar a
vasodilatacdo endotélio-dependente de todos os grupos de treinamento, n&do se
confirmando quaisquer prejuizos com o HIIT sobre a fungdo endotelial micro ou

macrovascular.
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Na pratica, sessbes de HIIT costumam ser prescritas conjuntamente as
sessdes de MICT para otimizar ganhos na aptidao fisica dos individuos de maneira
geral (11,136-138). Mesmo assim, na tentativa de identificar cargas de trabalho
ideais a serem prescritas nas rotinas de treinamento, os estudos tém investigado de
maneira constante o efeito de diferentes intensidades de exercicio aerdbio sobre
uma série de marcadores de saude e de performance, em contextos fisiopatologicos,
ou desportivos (1,2,10,98,105,139,140).

Ha um consenso sobre os efeitos do treinamento aerébio sobre a melhora da
aptidao fisica, sobretudo no VO2amax no perfil lipidico e na sensibilidade a insulina
(11,109,141). Porém, ainda ha divergéncias quanto ao papel da intensidade e do
volume de treinamento (gasto energético) em tais adaptacbes (11,14,142,143).
Sobre a alta intensidade as vezes pesa a desvantagem de estar associada ao maior
risco de lesdes, sendo contraindicada em alguns casos, dependendo do estado de
saude do individuo (144,145).

Tendo em mente essas questdes, a presente Tese de doutorado parece
contribuir com a literatura corrente, por adicionar seus achados aqueles de outros
estudos que investigaram o papel da intensidade de treinamento aerdbio sobre
diferentes marcadores de risco cardiometabdlicos. Entretanto, este estudo se
diferencia dos demais por ter investigado o papel da intensidade sobre a fungéo
endotelial microvascular em musculos recrutados e nao-recrutados durante as
sessdes de exercicio. Isto permitiu avaliar a existéncia de um efeito local ou
sistémico induzido pelo treinamento.

Ao longo desta sec¢ao, a maior parte dos resultados do presente estudo foram
discutidos através de ‘blocos’, de modo que alguns desfechos obtidos apenas com a
dieta hiperlipidica foram separados daqueles obtidos com o treinamento aerdbio.
Com o intuito de facilitar a compreensao dos achados, no apéndice deste trabalho
ha um quadro ilustrativo que sumariza os desfechos obtidos com cada uma das

intervencdes (Figura 31).



117

6.1 Sobre os achados de peso, consumo e composigao corporal

6.1.1. Em relacdo a dieta hiperlipidica

Um dos primeiros aspectos a serem discutidos em relagdo aos resultados de
ganho de peso e adiposidade obtidos com a dieta hiperlipidica (H) é a escolha do
modelo animal, e a sua susceptibilidade para desenvolver a obesidade. De acordo
com a literatura, ha varios modelos disponiveis que podem ser aplicados
dependendo da proposta do estudo. Eles podem ter mutagdes genéticas que
conduzem a obesidade, ou podem desenvolver o problema a partir de estimulos
ambientais (146).

Por exemplo, ratos Zucker (fa/fa) desenvolvem obesidade e sindrome
metabdlica por alteragdes genéticas. Eles sdo espontaneamente hiperfagicos e se
tornam obesos desde os primeiros meses de vida por deficiéncias relativas a leptina.
Ratos Wistar sdo poligénicos e representam o modelo de obesidade induzida por
dieta, com aumento de peso, adiposidade e algumas alteracbes metabdlicas (146).
Sem duvida, cada modelo tem suas particularidades, e que devem ser consideradas
na concepgao do projeto de pesquisa.

No presente estudo, ratos Wistar foram utilizados na tentativa de mimetizar o
desenvolvimento da obesidade e de alteragcdes vasculares em humanos diante da
ingestdo cronica de gordura em niveis elevados (119,146). Os autores Hariri e
Thibault (2010) explicam que, assim como humanos, esses animais dependem da
interagdo entre background genético e estimulos ambientais para se tornarem
obesos e resistentes a insulina (147).

Portanto, do ponto de vista translacional, parece ser preferivel ndo eliminar a
contribuicdo do estimulo alimentar quando se estuda os desfechos da obesidade,
diferentemente do que é proposto por modelos geneticamente modificados (146).
Existe ainda o argumento de que a patogénese da obesidade humana seria melhor
representada por animais submetidos a dietas, pelo fato de que, mutagdes genéticas
que causam obesidade e sindrome metabdlica em roedores sao raramente

observadas em humanos (como a mutagao na leptina, por exemplo) (146).
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Além do modelo animal, o tempo e a composicdo da dieta também foram
importantes para caracterizar a ‘obesidade induzida por dieta’ (diet-induced obesity —
DIO) nos animais deste estudo, e classifica-los com ‘obesidade moderada’ segundo
os critérios estabelecidos pela literatura (146). Esses critérios foram verificados
desde a fase piloto, onde se observou em que medida a dieta hiperlipidica alteraria o
peso e a composicao corporal desses roedores.

Em termos quantitativos, o elevado consumo de gordura resultou em meédia
de 40% a mais de ganho de peso e 18% a mais de peso absoluto de todos os
grupos H em relagdo aos grupos C. Essa variacdo entre os grupos foi verificada a
partir da 6% semana do periodo experimental, e se estendeu até o fim do periodo
experimental, reproduzindo achados previamente reportados em ratos Wistar
submetidos a dietas hiperlipidicas (79,146,148-150). A caracterizagcao da ‘obesidade
moderada’ também se baseou no percentual de gordura avaliado pelo DEXA, que
alcancou a média de 44,5% em HS em contraste com 28,2% de CS. Em ratos
Zucker, que desenvolvem ‘obesidade severa’ e sindrome metabdlica, por exemplo,
esses valores variam em torno de 60% e 25%, respectivamente (151).

O fato da dieta H ter sido composta por alto teor de acidos graxos saturados
(SFA) e monoinsaturados (MUFA) contribuiu consideravelmente para o expressivo
ganho de peso e acumulo de gordura nos animais de HS, HM e HH. Alguns estudos
tém elucidado que o perfil da gordura utilizada nas dietas obesogénicas € uma
variavel mais importante para a inducdo da obesidade do que a quantidade em si
(147). Com o passar do tempo, o consumo deste tipo de dieta prejudica a
capacidade de oxidagdo de gorduras pelo organismo, aumenta a atividade da
lipoproteina lipase no tecido adiposo e levam a menor supressao da transcricao de
genes lipogénicos, potencializando a deposi¢cao de gordura corporal (147,148).

A obesidade, seja ela ‘severa’ ou ‘moderada’, ocorre quando a ingestdo de
energia ultrapassa o dispéndio, levando a um balango energético positivo. Ao longo
do tempo, essa energia proveniente da gordura da dieta € depositada no tecido
adiposo de forma ciclica, levando ao aumento de peso quando nenhuma intervencéao
€ realizada (147,149). A maior eficiéncia alimentar (CEA) que apenas HS teve em
relagéo aos grupos C (P = 0,0009) refletiu esse balanco energético positivo, fazendo
com que 0s animais criassem grandes ‘estoques’ de energia proveniente da dieta H
sob a forma de gordura corporal (152). O consumo crénico de alto teor de gordura,

como o da dieta H causa aumento do numero (hiperplasia) e tamanho (hipertrofia)
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dos adipdcitos, estimulando a liberacado de fatores pro-inflamatorios, como TNF-a e
MCP-1, de forma ciclica. Alteragbes nos horménios leptina, insulina e grelina, assim
como nas sinalizagdes relativas ao SNC, também respondem pelo aumento
progressivo de peso nesses animais (147,153); e tais alteracbes se tornam
proeminentes quando a ingestdo de gordura como fonte de energia ultrapassa os
40% (147).

Por causa da alta densidade energética da dieta fornecida, os grupos H
reduziram a quantidade de ragao ingerida a fim de compensar a quantidade de
calorias consumida, mas, ainda assim, ganharam mais peso do que 0OS grupos
controles. O mesmo comportamento foi verificado por outros estudos, inclusive, com
resultados de ingesta e consumo similares aqueles de C e H (79,148). Em
contrapartida, alguns estudos com ratos da mesma linhagem observaram aumento
no consumo de ragdo e de calorias, denotando um comportamento hiperfagico
(149,154).

Na literatura, é controverso o padrdo de comportamento alimentar desses
roedores, e fatores como idade e linhagem dos animais; composi¢cao e tempo de
dieta, influenciam sobre os achados. Alguns autores explicam que, a ativagcéo de
mecanismos sensoriais e o tipo de neurotransmissores liberados com o consumo de
uma dieta high-fat faz com que ela se seja mais atrativa para esses animais,
facilitando o aumento da ingesta. Um pobre efeito pds-ingestivo da gordura sobre a
saciedade também ajudaria a aumentar a frequéncia e o volume das ‘refeicbes’ dos
animais (147,155). Em contrapartida, outros autores afirmam que roedores sdo
bastante sensiveis ao conteudo energético do alimento e controlam bem a ingestao
através da saciedade (148).

Na analise por intervalo do periodo experimental, os grupos H chegaram a
aumentar discretamente a média do consumo apos 12 semanas de dieta (1 a 122 =
92 kcal vs. 132 a 182 = 98 kcal), e HS chegou a apresentar diferengas em relagao a
alguns grupos com dieta C (P = 0,003), como se estivessem desenvolvendo a
hiperfagia paulatinamente. No entanto, isto ndo foi confirmado pelos resultados de
ingestdo, de consumo caldrico cumulativo, e da curva de consumo durante as 18
semanas. Nesse sentido, experimentos adicionais observando oscilacbes de
neuropeptideo Y (NPY) em regides hipotalamicas poderiam elucidar se ha presenga
de hiperfagia, e se realmente, as preferéncias por macronutrientes dos roedores

mudam em resposta a dieta hiperlipidica (153).
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A redugdo na quantidade de proteinas (-7%) na dieta H em relacédo a C
também pode ter favorecido o ganho de peso nos grupos HS, HM e HH. Nas dietas
hiperlipidicas, uma porcentagem desse macronutriente costuma ser reduzida para
aumentar proporcionalmente a contribuigdo de lipidios como fonte de energia (146).
Com um déficit protéico, existe a possibilidade dos animais terem ingerido uma
quantidade ‘extra’ de energia enquanto tentavam compensar as necessidades
especificas desse macronutriente (147). Inclusive, essa € uma das razdes pela qual
o modelo DIO é criticado na literatura, fazendo com que muitos pesquisadores
argumentem a favor de modelos geneticamente modificados em estudos com
obesidade (146).

O problema é que dietas pobres em proteinas, mas ricas em gorduras, sao
bastante consumidas no contexto da obesidade. Entdo, parece ser importante
representar essa tendéncia alimentar nos estudos que abordam o assunto (156).
Nos Estados Unidos, por exemplo, pesquisas mostram que o tamanho das porgdes
de comida tém aumentado, a densidade energética da dieta também tém
aumentado, mas a qualidade nutricional tém diminuido (157,158). Com o passar dos
anos, o consumo deste tipo de dieta associado ao sedentarismo pode levar a uma
condigdo descrita como obesidade sarcopénica — onde o declinio de massa
muscular e da forca aumenta proporcionalmente com o acumulo de adiposidade
visceral (157). De fato, os grupos com dieta H exibiram menor massa magra e maior
adiposidade no DEXA em comparagdo aos grupos controles, mas nao existem
evidéncias sobre tal condigcao fisiopatologica em roedores (150,159,160).

Na verdade, as diferengas na massa magra desses animais parecem estar
relacionadas a mecanismos menos complexos, que originam basicamente do
acumulo de adiposidade. Um deles é a inflamagao cronica de baixo grau, que
promove ciclicamente a liberagao de adipocinas e ativacdo de macrofagos por causa
do aumento de adipdcitos(161). A medida que o quadro inflamatério persiste, ha um
acumulo de danos em proteinas e DNA que levam a disfungao celular, e acabam
interferindo nos processos de crescimento e regeneragao do tecido muscular
(162,163).

Outro fator que também pode influenciar na massa magra séo os niveis de
glicocorticéides elevados por causa do excesso de adiposidade. Em roedores
obesos, os niveis de glicocorticoides aumentam, e consequentemente, interferem

nas vias de sinalizagdo da insulina, exercem efeitos catabdlicos via aumento de
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protedlise, inibicdo da sintese protéica, e indugdo da miostatina — um fator que
regula negativamente a massa muscular (161,164). O aumento de triglicerideos em
tecido muscular também ¢é outro ponto importante. Ele eleva o acumulo de
metabdlitos derivados de acidos graxos, que interferem na ativagcao de proteinas-
chave da via da insulina, prejudicando as ag¢des anabdlicas do hormdnio sobre o
tecido muscular.

Embora todas as alteragbes discutidas nesta se¢ao estejam bem elucidadas
na literatura, experimentos adicionais seriam necessarios para confirmar a existéncia
delas em nossa amostra de animais. De qualquer modo, o fato de HM e HH, mesmo
com dieta hiperlipidica, terem sido submetidos a 6 semanas de treinamento, fez com
que os desfechos sobre a composi¢ao corporal e o ganho de peso fossem diferentes
daqueles observados em HS. Estes desfechos obtidos com o treinamento seréo

discutidos a seguir.

6.1.2 Em relacdo ao treinamento aerdbio

No presente estudo, as sessdes de exercicio isocalodricas produziram efeitos
interessantes sobre parametros de peso e composi¢do corporal nos grupos
avaliados. Um deles foi a redugao similar de adiposidade nos grupos HM e HH, que
ocorreu mesmo na auséncia de redugdes significativas do peso corporal. Portanto,
nao se confirmou a hipétese de que o HIIT teria um efeito superior em relacdo ao
MICT, no que diz respeito a composi¢ao corporal.

De fato, ndao houve um impacto significante do treinamento sobre a curva de
peso, peso final (182 semana), ou ganho de peso nos grupos avaliados; o que vai de
encontro a alguns achados previamente descritos em humanos e roedores
(150,165,166). Em contrapartida, outros estudos, tém confirmado a ideia de que,
adaptacdes benéficas sobre os niveis de adiposidade podem ocorrer mesmo na
auséncia da perda de peso (167,168). A recente metanalise de Wewege et al.
(2017), por exemplo, demonstrou que o treinamento aerdbio teve um efeito muito
maior sobre os niveis de adiposidade do que sobre a perda de peso; e que mesmo
na auséncia deste ultimo desfecho, o treinamento induziu a uma queda substancial

na gordura visceral de individuos obesos (143).
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Em consonancia com tais achados, o presente estudo mostrou que 6
semanas de treinamento aerobio isocalorico foi eficaz em reduzir o % de gordura
dos grupos HM e HH em relagdo a HS, mesmo sem haver quaisquer diferengas
sobre 0 peso absoluto, ou ganho de peso. Entretanto, somente CH apresentou % de
gordura reduzido em relagdo a CS, sob as mesmas condi¢des de peso e ganho,
respectivamente. Vale notar que essas mudangas ocorreram sem desencadear
efeitos compensatorios sobre a ingestdo e o consumo, que se mantiveram em niveis
similares aqueles verificados antes do treinamento (/Ingestéo pos vs. pre: HM: P =
0,36; HH: P = 0,52. Consumo pos vs. pre: HM: P = 0,31; HH: P = 0,56).

Em outras palavras, o dispéndio energético induzido pelo exercicio foi
determinante para que HM e HH mobilizassem a quantidade de energia ‘extra’
consumida pela dieta para trabalho muscular. Porém, o mesmo dispéndio nao foi
suficiente para produzir as mesmas adapta¢gdes em animais eutroficos, sendo a alta
intensidade determinante neste caso. Na literatura, os achados disponiveis também
sao controversos e apontam para dire¢des distintas.

Alguns atribuem ao HIIT os ganhos adicionais sobre a redugcdo da
adiposidade (1,98); outros demonstram que ambas as intensidades sdo igualmente
capazes de melhorar essa variavel, principalmente quando o volume de exercicio é
igual (137,143). Foi o caso do recente estudo de Zhang et al. (2017), que
encontraram reducdo similar na gordura visceral de individuos obesos apds 12
semanas de HIIT e MICT (169).

De certo modo, os resultados encontrados na nossa amostra eram
esperados, pois 0 exercicio per se € um estimulo eficiente para inibir a adipogénese,
aumentar a biogénese mitocondrial e a capacidade de oxidar acidos graxos pelas
células musculares; o que contribui para a reducdo do tecido adiposo (170) (p.99-
100). O exercicio também aumenta a liberacdo de catecolaminas, e
consequentemente, aumenta a lipdlise via interagdo com receptores 3-adrenérgicos
no tecido adiposo (137,169). No fim, as evidéncias indicam que o HIIT pode otimizar
essas respostas e promové-las com maior magnitude em alguns contextos, mas nao
descartam o potencial de MICT para alcanga-las (137,171).

Sobre os resultados de ganho de peso, o fato de ndo ter ocorrido diferengas
nos grupos de treinamento HM e HH em relacdo aos grupos C durante as 6
semanas de treinamento merece uma atengao particular (HM vs. CS: P>0,99; HM
vs. CM: P=0,88; HM vs. CH: P>0,99; HH vs. CS: P>0,99; HH vs. CM: P=0,14; HH vs.
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CH: P=0,36), pois essa auséncia de diferengas indica certa proximidade nas
respostas de HM e HH com aquelas observadas em animais eutroficos, ao contrario
do que ocorreu com HS. Inclusive, nesse periodo entre a 13? e 182 semana, o grupo
HM chegou a exibir uma variagcdo muito pequena de ganho de peso em relagao a
CS (HM vs. CS: A = 7%; P>0,99), diferentemente do que foi visto nas 12 semanas
que antecederam ao treinamento (HM vs. CS: A=29%; P=0,005).

Seguindo essa linha, o % de gordura de HM e HH também nao diferiu do
grupo CS (HS vs. CS: P<0,0001; HM vs. CS: P=0,29; HH vs. CS: P=0,27), o que
demonstra mais uma vez, um padrao de proximidade dos animais com dieta H
submetidos ao treinamento, com animais eutroficos sedentarios. Ou seja, a falta de
alcance de significancia estatistica nesses casos demonstrou um efeito benéfico do
treinamento, pois, enquanto a dieta H aumentou expressivamente o ganho de peso
e adiposidade nos animais sedentarios, o treinamento aerdbio foi capaz de controlar
esses ganhos em animais submetidos a8 mesma dieta, mas que se exercitaram
regularmente.

Os resultados de massa magra encontrados apos 6 semanas de treinamento
também foram bem interessantes: as duas intensidades de treinamento foram
capazes de aumentar a massa magra relativa de HM e HH em relagéo a HS; e fez
com que HM e HH alcancassem valores proximos aos de CS. Assim, mais uma vez
ficou claro que, nos grupos com dieta H, o sedentarismo foi responsavel por
aumentar as disparidades em relagdo aos grupos C enquanto que o treinamento
pdde reduzi-las.

A ideia sobre o sedentarismo ser um ‘fio condutor para as alteracdes
metabdlicas e de composicao corporal foi confirmada pelos autores Pedersen e
Febbraio (2012), que explicam que, mesmo os curtos periodos de inatividade fisica
estdo associados com a diminui¢cao da sensibilidade a insulina, acumulo de tecido
adiposo visceral e perda de massa muscular (164).

Os resultados também confirmaram que, ao reduzir o % de gordura, o
treinamento foi capaz de reverter alguns efeitos negativos sobre a massa magra de
HM e HH, independente da intensidade em que eles se exercitaram. Os efeitos
antiinflamatdrios promovidos pelo exercicio podem estar envolvidos nesse quadro. O
exercicio & conhecido por estimular a produgao de citocinas antiinflamatdérias e inibir
a producdo das pré-inflamatérias (164). E o caso de IL-6; uma citocina estimulada

pelo exercicio, que inibe os efeitos deletérios que TNF-a exerce sobre a
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regeneragdo muscular (163). O impacto negativo sobre a sinalizagdo da insulina
mediado por TNF-a também pode ser revertido com o exercicio, permitindo que o
horménio exerca seus efeitos anabdlicos em musculo esquelético (93,161).

Os efeitos antiinflamatérios se amplificam com a redugao da adiposidade, pois
o aumento da lipolise e da oxidagdo de acidos graxos induzidos pelo exercicio
reduzem a quantidade de tecido adiposo e a inflamacdo mediada por adipocinas e
macrofagos (172,173). Ou seja, se menos lipidios se acumulam, menos tecido
adiposo é formado e menor € a liberagcdo de citocinas — que interferem na
regeneragdo e no crescimento muscular (161,163). Adicionalmente, o exercicio
também regula negativamente a miostatina, que esta associada a redugado da massa
magra na obesidade (164). Em suma, € provavel que esse conjunto de fatores esteja
relacionado com a melhora da massa magra de HM e HH, contribuindo para que

elas sejam mantidas no mesmo nivel daquela de animais saudaveis.

6.2 Sobre as sessoes de treinamento isocaldricas e dados de EPOC

Normalmente, as sessbes isocaléricas sdo adotadas por estudos que
necessitam comparar diferentes cargas de trabalho e igualar o gasto caldrico
durante as sessbes de treinamento (101,174). Isto porque varios desfechos
induzidos pelo treinamento aerdbio devem-se, na verdade, ao aumento do volume e
ndo da intensidade (143,171).

Nas sessdes isocaldricas, o dispéndio deve ser estimado durante a sesséo,
para que a duragao corresponda ao dispéndio total que se pretende alcangar. Em
humanos, o método é bastante utilizado e ha diferentes formas de estimar o
dispéndio durante a atividade (17,98,99,102). Em roedores, a realidade € um pouco
diferente, pois ndo ha métodos tao simples para tais estimativas durante o exercicio.
Sistemas de calorimetria direta e indireta séo indicados para esta finalidade, mas
possuem alto custo e podem adicionar complexidade as rotinas de experimentos
com roedores (101). Talvez esta seja a principal razdo pela qual os estudos com
modelo animal equalizem, até hoje, o volume de treinamento com base no trabalho

total (i.e., massa corporal pela distancia que os animais percorrem) (175,176).
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As desvantagens no uso do trabalho total residem no fato de que, a disténcia
fornece uma estimativa rudimentar sobre dispéndio energético em comparagao ao
VOz2, e nao reflete com precisdo a demanda metabdlica imposta durante a atividade
(72). Nesse sentido, um estudo prévio desenvolvido em nosso laboratério delineou
sessoes isocaldricas para ratos, e demonstrou que a distancia percorrida pode ser
equivalente entre os grupos, mas nao significa que o gasto energético estimado pelo
VO2 seja o mesmo (101). Assim, o presente trabalho diferencia-se dos demais
estudos por ter equalizado o volume das sessdes de MICT e HIIT valendo-se de um
meétodo preciso para estimar o dispéndio energético durante a atividade.

Um método similar de sessdes isocaldricas foi utilizado no estudo classico de
Katch, Martin e Martin (1979), que parece ter sido um dos pioneiros na literatura ao
igualar o gasto caldrico da sessdo de exercicio entre grupos que treinaram em
diferentes intensidades (123). Os dados daquele estudo foram relevantes para efeito
de comparagao, pois foram relatados valores do gasto calérico médio total de um
rato Wistar em uma corrida na esteira. Em aproximadamente 60 minutos, o
dispéndio energético variou entre 5,29 e 5,23 kcal, ratificando os resultados
encontrados em nossa amostra, nas sessdes isocaléricas de teste (CM: 4,9 £ 0,1;
CH:48+0,1;, HM: 4,8 +0,1; HH: 4,7 £ 0,1).

Além do dispéndio total, o VO2 alvo e o tempo de sessdao também foram
avaliados nas sessdes isocaldricas de teste. No VO:2 alvo, esperava-se que o HIIT
exigisse um maior esforgo relativo de animais de HH em comparacado a CH, pois a
sobrecarga no custo metabdlico pelo excesso de adiposidade tende a ser maior
(177). Porém, isto ndo foi confirmado; mesmo com HH exibindo valores acima de
CH, nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (HH: 27,7 vs.
CH: 254; P = 0,27). Pela mesma razdo acreditava-se que os animais de HH
alcancariam o dispéndio total estimado em tempo menor do que CH, mas isto
também nao foi confirmado (HH: 35,7 vs. CH: 38,7; P = 0,49).

Apos as sessdes, o EPOC foi mensurado em alguns animais para verificar
possiveis diferengas no gasto energético induzidas pela intensidade. Ha evidéncias
que indicam que o EPOC aumenta proporcionalmente com a intensidade (178), e
isto deve-se a diversos fatores, tais como: necessidade de reposi¢ao de estoques de
O2 em musculo e sangue; aumento da respiragao mitocondrial, remocéao de lactato;
ressintese de energia; niveis elevados de catecolaminas, frequéncia cardiaca,

ventilagao e temperatura corporal (179).
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No presente estudo, a AUC do VO2 n&o confirmou a existéncia dessa relagao
dose-resposta entre intensidade e EPOC (178), ainda que a amplitude alcangada
pela curva de VO2 e o VOz inicial dos grupos tenham sido nitidamente influenciados
pelo HIIT. Outros estudos que investigaram menores intensidades também nao
confirmaram essa relagéo (178).

Em um primeiro momento, a avaliacdo do EPOC pareceu importante para
saber se diferengcas encontradas na adiposidade de alguns grupos poderiam ser
explicadas pelas diferencas no gasto energético pds-exercicio. Porém, em recente
metanalise, os autores Andreatto et al. (2018) postularam que a magnitude dessas
diferencas no EPOC € tdo modesta que ndo causaria mudangas significativas na

adiposidade, ou no peso corporal (171).

6.3 Sobre os achados de capacidade cardiorrespiratéria

O aumento do VOzpico era um desfecho supostamente esperado nos grupos
de treinamento, sobretudo naqueles que realizaram o HIIT. O VO2zmax (ou VO2zpico) €
um indicador de capacidade cardiorrespiratéria e reflete a taxa maxima de O2 que
pode ser captado do ar ambiente, transportado e utilizado para a respiragcao celular
durante a atividade (180). A melhora da capacidade cardiorrespiratoria pode ser
explicada pelo aumento da capacidade oxidativa dos musculos esqueléticos e do
numero de capilares por fibra muscular; aumento do débito cardiaco, volume de
ejecao e cavidade ventricular esquerda; e melhor distribuicdo do fluxo sanguineo e
fornecimento de O2 para os tecidos ativos (94) (p.281-285). A despeito de alguns
estudos terem observado aumento do VO2max com o treinamento moderado (60-70%
VO2wmax), 0 aumento da intensidade (280% VO2wmax) parece ser um fator-chave para
promover tais adaptagdes (180).

Nesse sentido, os resultados mostraram que ambos HIIT e MICT aumentaram
0 VOzprico em todos os grupos que treinaram, mas somente HIIT fez com que os
grupos tivessem VOgzpico superior ao de seus congéneres sedentarios. Tais
diferencas foram refletidas pela velocidade maxima do teste de esforgo, indicando

que a performance aumentou com o treinamento, mas, principalmente, para aqueles
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que treinaram com HIIT. Ou seja, o treinamento aerébio €, de fato, uma estratégia
potencial para aumentar a capacidade cardiorrespiratéria, mas a alta intensidade
otimiza os ganhos adicionais sobre essa variavel.

Esses achados estdo em consonancia com aqueles disponiveis na literatura,
e reproduzem exatamente os achados de capacidade cardiorrespiratéria em
humanos e roedores (174,181-184). Em termos quantitativos, a metanalise de
Weston, Wislgff e Coombes (2013) elucidou que a melhora da capacidade
cardiorrespiratoria obtida com o HIIT sobre os grupos sedentarios pode ser quase o
dobro daquela obtida através do MICT (19.4% vs. 10.3%) (174). No presente estudo,
os resultados encontrados com HIIT e MICT sdo muito préximos aos daquele
estudo: o VOzrico dos grupos CH e HH aumentaram em média 15% enquanto CM e
HM aumentaram apenas 7%.

Do ponto de vista celular, um dos principais mecanismos que respondem pela
melhora da capacidade cardiorrespiratéria de obesos treinados € a biogénese
mitocondrial (140,174,176). Na obesidade ocorre disfungdo mitocondrial por causa
da producao excessiva de NADH e EROS na mitocéndria, desencadeada por uma
sobrecarga de lipidios no organismo (6). A disfungdo pode ser revertida com uma
rotina de exercicios aerébios, sobretudo com o HIIT. Ha evidéncias de que o HIIT
(mais do que o MICT) esta relacionado ao aumento de PGC1-a — uma proteina
expressa em tecidos com alto numero de mitocéndrias e envolvida na conversao de
fibras musculares do tipo Ilb em lla e | (140,174,176).

Assim, o aumento da biogénese mitocondrial induzido pelo treinamento
aerdbio denota maior eficiéncia da respiracédo celular, aumento na diferencga arterio-
venosa de O2, e consequentemente, aumento do VO2wuax (180). Seria razoavel
especular o envolvimento desse mecanismo no aumento da capacidade
cardiorrespiratéria de todos os grupos que treinaram neste estudo. Porém,
experimentos complementares precisariam ser feitos para saber se, ha aumento de
PGC1-a no tecido muscular desses animais, e se a sua expressao varia conforme
eles treinam em diferentes intensidades.

Do ponto de vista morfolégico, outro mecanismo relacionado com a melhora
da capacidade cardiorrespiratéria € o0 aumento da capilarizacdo muscular,
estimulado pelo aumento do shear-stress e da pressao nos capilares (180). O
aumento da densidade capilar funcional (nimero de capilares com fluxo

sanguineo/mm?) permite que maior aporte de nutrientes e horménios sejam feitos
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para o musculo esquelético, e contribui para melhorar a sensibilidade a insulina com
o treinamento, e a captacéo de glicose para atividade contratil muscular (185). Esse
aumento do numero de capilares € mediado, basicamente, pelo VEGF - um fator
que estimula a angiogénese por sinalizagdes mediada por eNOS e sintese de NO
(186). Quanto a intensidade, alguns autores sugerem que o aumento da densidade
capilar funcional aumenta proporcionalmente com o HIIT (140,174), enquanto outros
sugerem que o aumento da capilarizagdo ocorre de maneira similar, independente
da intensidade (137,185).

Nas segbOes a seguir serdo discutidas outras adaptagdes vasculares que
influenciam positivamente na aptidéo fisica de individuos obesos, considerando as

diferengas entre as intensidades de treinamento.

6.4 Sobre os achados de tolerancia a glicose, a insulina e perfil lipidico

6.4.1. Em relacio a dieta hiperlipidica

Analisando os resultados, os animais de HS tiveram menor sensibilidade a
insulina e tolerancia a glicose apos 18 semanas com dieta H, denotando
possivelmente um quadro de resisténcia a insulina. Esses parametros foram
analisados através do comportamento das curvas de glicemia no TTl e TTG — dois
testes funcionais que verificam a acdo da insulina quanto a captacao de glicose
pelos tecidos, mediante um estimulo exégeno de insulina, ou de glicose (187). No
mesmo contexto, outros estudos também encontraram resultados similares em
animais com dieta high-fat, corroborando os desfechos obtidos no presente trabalho
(79,188). Além da dieta, o sedentarismo também foi um fator-chave que contribuiu
para este quadro; pois os dois grupos de treinamento HM e HH tiveram melhor
desempenho nesses testes do que HS.

Basicamente, quando a disponibilidade da glicose aumenta no organismo, as
células B pancreaticas sdo estimuladas a secretar insulina, e entao, se estabelece
uma ligacado entre o status da glicose circulante e o metabolismo da glicose nos

tecidos responsivos a insulina. Assim, de maneira coordenada, a insulina propicia a
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captacao e o estoque de glicose no figado, no tecido adiposo e musculo esquelético,
mantendo a glicose sanguinea em niveis ideais. Na resisténcia a insulina, a
captacao de glicose diminui em resposta as concentragdes fisiolégicas do horménio;
menos glicose é transportada para os tecidos, e ela se mantém elevada no sangue.
De forma compensatodria, a liberacdo de insulina por células  aumenta para dar
conta do aumento da glicemia. Os niveis de insulina se mantém elevados, mas no
conseguem agir de forma eficiente sobre os tecidos, comprometendo a captacao de
glicose - sobretudo em figado e musculos. A medida que o quadro progride, essas
células se tornam disfuncionais e secretam menos insulina do que o0 necessario
(170) (p.180, 207).

Diante da elevada ingestdao de lipidios com a dieta hiperlipidica, ha uma
‘perda de espaco’ da glicose para a grande quantidade de acidos graxos a ser
oxidada pelas vias metabdlicas. Ha acumulo de NEFA e triglicerideos, bem como de
seus metabodlitos gerados pela oxidagdo (i.e, diacilglicerol, acetil-CoA). Esse
acumulo de metabdlitos interfere nas vias de sinalizagdo da insulina, fosforilando
proteinas importantes dessas vias, prejudicando a agdo do hormdnio sobre os
receptores. O aumento do processo inflamatério no tecido adiposo mediado por
citocinas e macrofagos também impacta nas vias de sinalizagdo da mesma forma,
sendo mais um fator que contribui para reduzir a sensibilidade a insulina (173).

Nos animais do presente estudo, a piora da sensibilidade a insulina e da
captacao da glicose ocorreu de forma paralela ao aumento do colesterol (total,
triglicerideos e LDL), avaliado através do perfil lipidico. Ao menos em parte, isto
confirma a presenga dos mecanismos mencionados acima. Embora ndo tenha sido
avaliado os niveis de citocinas, ou a infiltracao de linfécitos e mondcitos no tecido
adiposo, é provavel que um processo inflamatdrio crénico tenha se estabelecido e
contribuido para esse quadro. Além disso, a piora da sensibilidade a insulina em HS
também pode estar relacionada a diminuigdo da reatividade microvascular nesse
grupo.

A nivel vascular, a insulina exerce efeitos importantes sobre o recrutamento
capilar. Algumas de suas vias de sinalizagao, que estimulam o transporte da glicose,
também estdo envolvidas na producido de NO e no controle da secrecédo de ET-1 em
células endoteliais. Quando ha resisténcia a insulina e as sinalizagbes da via
encontram-se prejudicadas, os efeitos da insulina sobre as células endoteliais de

microvasos também sao prejudicados. Com a progresséao ciclica do quadro, ocorre
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diminui¢cdo do recrutamento capilar, vasoconstriccdo, e consequentemente, reducao
da resposta vasodilatadora dependente do endotélio (42).

Conforme mencionado no inicio deste paragrafo, o sedentarismo pode ter
sido um fator-chave para HS ter desencadeado um quadro formado por: aumento de
colesterol, piora da sensibilidade a insulina e disfungdo endotelial. Em contraste, o
aumento similar do dispéndio energético com o exercicio fez com que os grupos HM
e HH exibissem condi¢cdes melhores desse quadro, chegando a niveis proximos a de
animais controles. Os resultados obtidos com o treinamento sobre o perfil lipidico, e

o desempenho no TTl e TTG serédo discutidos a seguir.

6.4.2. Em relacdo ao treinamento aerdbio

Mesmo sob o regime da dieta hiperlipidica, os animais de HM e HH
conseguiram criar adaptagdes metabdlicas eficientes para oxidar as quantidades de
acidos graxos e glicose excedente no organismo. Em comparagdo a HS, os grupos
HM e HH tiveram menores niveis séricos de colesterol, bem como maior
sensibilidade a insulina e mobilizagdo da glicose para trabalho muscular. Segundo a
literatura, o exercicio aerdbio pode ser considerado um ‘mimético’ da insulina e uma
estratégia util para aumentar a captacdo de glicose, bem como regular os niveis
glicémicos quando ha resisténcia a insulina ou DM2 (170) (p.218). Isso justifica
porque os animais de HM e HH tiveram melhores resultados no TTl e TTG em
comparacgao a HS.

Com o aumento da contracdo muscular e do dispéndio de energia durante o
exercicio, as taxas de algumas enzimas reguladoras do metabolismo aumentam
(AMPK, CaMK). Essas enzimas aumentam a migracdo de GLUT-4 de para a
membrana celular, estimulando a captacao de glicose. Ao elevar os niveis de PGC-
1a, também aumenta a atividade mitocondrial e a oxidacdo de acidos graxos; e
menos lipidios se acumulam, melhorando a sensibilidade a insulina (170) (p.221-
223).

Com o exercicio, as reservas de glicogénio sendo depletadas e para restaura-las na
recuperacao pds-exercicio, a glicose € mobilizada para sintetizar o glicogénio e

restaurar esses estoques, o que aumenta a a¢ao da insulina. Do mesmo modo, uma
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maior quantidade de acidos graxos intramuscular é mobilizada durante o exercicio,
entdo, menor € o acumulo de NEFA e melhor é a sensibilidade a insulina (105,162).

Numa sessao tipica de MICT, ha um predominio na oxidagao de lipidios;
taxas maximas de oxidacao de NEFA sao alcangadas e a lipdlise se mantém
continua no tecido adiposo (sobretudo intramuscular) (95) (p.169). Quanto ao HIIT,
existe uma concepgdo equivocada de que a produgdo de energia seja
predominantemente anaerdbia e haja menor contribuicdo do metabolismo oxidativo
de carboidratos e lipidios, devido aos estimulos na alta intensidade. Pelo contrario, a
maior taxa de trabalho (VO2 alvo) requer maior taxa de ressintese de ATP. Entéo, o
HIIT aumenta a oxidagao de carboidratos somada a de acidos graxos, a medida que
a duragao do exercicio progride alternando periodos de estimulo na alta intensidade
e de recuperacgao (95) (p.197).

Na verdade, o aumento de PGC-1 e biogénese mitocondrial tém sido uma das
principais adaptacdes metabdlicas descritas com protocolos de HIIT, pela literatura
(137). Alguns autores afirmam que o HIIT é superior ao MICT para gerar tais
desfechos e reduzir a resisténcia a insulina e os niveis de colesterol na obesidade
(136,174,189), mas isso é bastante controverso e tem sido contestado por outros
autores. Ha uma série de estudos indicando esses mesmos desfechos com o
treinamento de intensidade moderada. Por exemplo, Shirvani e Arabzadeh
publicaram um estudo recente que mostra aumento de PGC-1a apds 8 semanas, em
ratos treinados com HIIT ou MICT (190). Em humanos, a metanalise de Gordon-
Fisher mostrou melhora da sensibilidade a insulina e do perfil lipidico com os ambos
HIIT e MICT em homens obesos ou com sobrepeso, e sugere que nao ha
superioridade de qualquer uma das intensidades sobre outra na melhora desses

marcadores (191).

6.5 Sobre os achados de reatividade microvascular

Neste estudo, a funcdo endotelial foi avaliada através de experimentos de
reatividade com ACh, os quais permitiram analisar a vasodilatagcdo endotélio-
dependente dos animais em resposta ao exercicio crénico, bem como a obesidade

induzida por dieta hiperlipidica. Para tal proposta, dois sitios musculares com
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caracteristicas distintas foram utilizados: musculo cremaster e musculos adutores.
Em termos funcionais, o cremaster € um musculo estriado, porém nao-esquelético;
que nao tem funcao locomotora, mas sim, de protecao e termorregulacgao testicular
(192). Em contraste, os adutores podem receber uma maior quantidade de fluxo de
acordo com a demanda metabdlica, a medida que sao recrutados pela atividade, e
aumentam a densidade microvascular em resposta ao treinamento aerdbio
(193,194). Respectivamente, ambos os sitios permitiram avaliar a reatividade
microvascular e (micro)vascular in vivo, diferenciando os efeitos sistémicos e locais
produzidos pelo treinamento fisico sobre a fun¢do endotelial (85,192).

No musculo cremaster, a vasodilatacdo endotélio dependente foi avaliada
somente em arteriolas por microscopia intravital, enquanto que no ‘pool’ de
musculos adutores, a vasodilatacdo foi avaliada por LDPI, sem dissociar as
respostas de micro e macrovasos. Por causa disso, o termo ‘(micro)vascular’ foi
adotado, para se referir a funcdo endotelial avaliada nessas circunstancias; onde
nao foram dissociadas as contribuicbes de micro e macrovasos durante a analise da
perfusdo, mas também ndo se deixou de avaliar a reatividade microvascular.
Estudos com humanos valem-se de uma abordagem similar para avaliar a fungéo
endotelial vascular com a pletismografia de oclusdo venosa. Ela fornece dados
sobre a resposta vasodilatadora geral através das variagdes do fluxo sanguineo
regional (5,195).

A primeira vista, o fato de reunir artérias e arteriolas na mesma preparagao
pode parecer uma limitagcdo, pois estes vasos podem ter padrdes diferentes de
resposta vasodilatadora (196). Mas, neste caso, avaliar a reatividade desta maneira
integrada pode ter sido uma vantagem, no sentido de ter uma perspectiva
abrangente da condicdo do endotélio em cada sitio anatdmico avaliado. Vale
lembrar que a disfuncdo endotelial microvascular € considerada um processo
sistémico, que pode ocorrer de maneira similar em multiplos tecidos do organismo
(5).

Na verdade, os dois métodos adotados atenderam as caracteristicas
vasculares de cada sitio muscular, bem como a sua funcionalidade. Em termos
vasculares, o cremaster tem predominio de microvasos e € irrigado por uma unica
artéria cremastérica — ramo da epigastrica inferior (192). Os musculos adutores,
porém, sdao amplamente perfundidos por artérias musculares e arteriolas (197).

Portanto, faz sentido que para ter uma avaliagédo abrangente da fungdo endotelial
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em cada sitio muscular, as particularidades de cada rede vascular devem ser

consideradas integralmente.

6.5.1. Em relacio a dieta hiperlipidica

A disfungao endotelial no grupo HS se traduziu na vasodilatagdo reduzida de
arteriolas do cremaster na maior concentracdo de ACh. Nos musculos adutores,
essa diferengca se refletiu até certo ponto, pois HS exibiu uma resposta
vasodilatadora atenuada comparada aquela de grupos controles (P=0,0001), mas
nao diferiu significativamente de CS (HS vs. CS: -11,3%; P=0,50). Nos dois sitios
avaliados, HS chegou a aumentar o calibre dos vasos mediante a ACh, mostrando
que algum nivel de reatividade conseguiu ser alcangado em relagdo ao baseline.
Porém, ao analisar os resultados de HS em relagdo aos demais grupos, pode-se
confirmar a disfuncdo endotelial microvascular no cremaster, e ao menos, um
progndstico endotelial ruim em musculos adutores, apos meses de exposi¢ao a dieta
hiperlipidica e ao sedentarismo.

Conforme mencionado no inicio desta secdo, a disfuncdo endotelial
microvascular é um processo sistémico, que pode ocorrer de maneira similar em
varias regides do organismo (5). No entanto, o fato de diferencas na reatividade
terem sido unanimes no cremaster, mas nao nos adutores, pode ser justificado pelas
caracteristicas vasculares heterogéneas de cada sitio analisado (vascular beds), e o
papel fisiologico de cada um deles (198). Ambos os sitios contribuem para a
resisténcia vascular periférica (199), mas eles lidam com diferengas na demanda
metabdlica, nos niveis de perfusao basal, e na proporcdo de artérias que suprem
cada regiao (85,200).

Essa ideia é corroborada pelo estudo de O’Brien et al. (1998) com animais
obesos, no qual eles explicam que diferengcas no papel fisiolégico de cada
vasculatura podem resultar em diferentes niveis de reatividade, e que a atenuacgao
da resposta vasodilatadora em artérias maiores podem avangar em um curso de
tempo diferente do de arteriolas e de artérias menores (196). Além disso, em uma
abrangente revisao sobre os 30 anos de pesquisa em disfuncao endotelial e doenca

vascular, Vanhoutte et al. (2017) elucidaram que, em casos de disfungdo endotelial
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‘classica’, onde a sintese de NO é inibida, dilatagcbes em artérias maiores (como
aquelas nos musculos adutores) podem ser mediadas por EDHF. Assim, o EDHF
pode ter sido responsavel por assumir, pelo menos temporariamente, a resposta
vasodilatadora em adutores (201).

Outra questdo que também pode ser discutida é a propor¢do do tecido
adiposo perivascular (PVAT) sobre a rede vascular de cada sitio analisado. Em
condigbes fisiolégicas, PVAT tem potente efeito anti-aterogénico e de protecéo
tecidual, mas em estados fisiopatolégicos (como o da obesidade), PVAT se torna
disfuncional e comecga a promover infiltragdo de macrofagos e liberacdo adipocinas
pré-inflamatérias que atuam diretamente nos vasos, causando disfuncdo endotelial
(202). Em cremaster de ratos obesos, Yudkin, Eringa e Stehouwer (2005)
observaram que a presenca de ‘cuffs’ de PVAT em arteriolas que supriam o tecido
pioravam a sinalizacdo da insulina, a produg¢ao de NO por esta via, ao aumento de
TNF-a, e ao aumento da adesdo de leucdcitos, que medeiam a inflamacao local
(203). Assim, faz sentido pensar que danos significantes sobre a fungao endotelial
sejam sentidos primeiramente em regides musculares como esta.

Na presenca de obesidade e sobrepeso, esta bem elucidado que a disfuncéo
endotelial microvascular se estabelece por conta de algumas alteragbes no
organismo: acumulo de gordura visceral, dislipidemia, resisténcia a insulina, e
inflamacao cronica de baixo grau (6). Essas alteragbes se desenvolvem de maneira
interligada no organismo, mas, isoladamente, elas podem responder pela disfungao
endotelial (204).

Nos animais de HS, a presenga de quase todas essas alteracbes foi
constatada através dos experimentos realizados. As analises mostraram que a dieta
H aumentou os niveis de colesterol, triglicerideos e LDL-c, aumentou o % de gordura
central dos animais, diminuiu a sensibilidade a insulina, e piorou a tolerancia a
glicose. Essas alteragbes parecem ter tornado o endotélio disfuncional ao longo do
periodo experimental, e a reducéo na biodisponibilidade do NO pode ter sido um dos
principais mecanismos envolvidos. Embora ndo tenha sido alcangado o limiar de
significancia estatistica, a estimativa indireta da biodisponibilidade do NO revelou
valores muito menores para HS em comparagao aqueles de CS — que se manteve
sedentario, porém com dieta controle (HS: -4,3% vs. CS: -23,1%, P=0,06). O método
de quimioluminescéncia baseada em Oz06nio, por exemplo, poderia ajudar a

quantificar de forma mais acurada a biodisponibilidade do NO neste caso.
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De qualquer modo, essas alteragcdes afetam de forma indireta ou direta
atividade da eNOS, e isso acaba inibindo a sintese de NO (204). Naquela revisao de
Vanhoutte et al. (2017), os autores pontuaram: aumento de macrofagos e produgéao
de EROS pelo tecido adiposo; reducado da adiponectina e de seu efeito vascular
sobre o acoplamento e ativagdo de eNOS; maior liberacdo de prostandides
vasoconstritores e de ET-1 pelo endotélio, pelo aumento da inflamagao e de EROS;
prejuizos na sinalizagédo da insulina e nos receptores envolvidos na produgdo de NO
via eNOS; diminuicdo da BH4 em fungao do estresse oxidativo; aumento de NEFA,
que aumenta a producao de H202 pelas CMLV e afeta a producao de NO via eNOS
(201).

O PVAT também ganhou destaque neste caso, pois ele regula a infiltragao de
macrofagos e producao de citocinas pro-inflamatdrias, que interferem diretamente na
producdo de NO em células endoteliais (205). Os resultados de vasodilatagdo com
SNP confirmaram que o alcance dos danos vasculares em HS foi realmente limitado
as células endoteliais, e ndo houve danos em CMLV. Na presenca do SNP, como
um doador exégeno de NO, o relaxamento do musculo liso vascular ocorreu de
maneira equivalente, sem qualquer diferenga entre os grupos (P=0,45).

Outros estudos experimentais também identificaram piora da vasodilatagao
devido a obesidade, e/ou resisténcia a insulina. Em hamsters, por exemplo, dois
estudos desenvolvidos no Laboratorio BioVasc em condi¢gdes similares mostraram
reducao da vasodilatacdo endotélio dependente na bolsa da bochecha (206). No
estudo de Sebai et al. (2012), ratos obesos Zucker mostraram menor vasodilatagcédo
de arteriolas do cremaster e de spinotrapézio em relagéo a animais controles (207).
Naderali et al. (2001) também encontraram reatividade com ACh reduzida em
artérias mesentéricas de ratos com obesidade induzida por dieta de cafeteria (208).

Ao que parece, as condicdes alimentares em que os animais de HS estiveram
submetidos conduziu o organismo a uma sobrecarga no metabolismo de lipidios,
que desencadeou o aumento do estoque de triglicerideos em adipdcitos, deixando-
os hipertroficos e vulneraveis a agao de macréfagos e citocinas pro-inflamatorias
(5,205).

O grande problema dessa adiposidade excessiva € o0 quadro ciclico que se
forma na rede vascular, onde ha: desequilibrio na liberagdo de adipocinas (pr6 e
anti-inflamatdrias); aumento da liberacao de EROS; estresse oxidativo; prejuizos na

sinalizagdo da insulina; redugcao da biodisponibilidade de NO. A partir dai, o tonus
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vasoconstritor prevalece, o recrutamento de capilares diminui, e a disfungao
microvascular se estabelece (42), piorando os padrdes de fluxo sanguineo, pressao
arterial e a perfusdo de drgados e tecidos (6). Em adi¢do, o elevado nivel de
colesterol também aumenta a oxidagdo de LDL-c, cujas particulas infiltram em
fenestras endoteliais de artérias e favorecem a inflamagao vascular, e a formagao de
placas de ateroma (5,6).

E razoavel pensar que quanto maior fosse o tempo de exposicdo desses
animais a gordura saturada e ao sedentarismo, maior seria 0 alcance dos danos
vasculares, e mais dificil seria a condicdo de reverter esse quadro através de
intervengdes nao-farmacoldgicas. Por isso é tdo importante a detecgédo da disfungao
endotelial em estagios iniciais (5); para que os danos em micro e macrovasos nao
atinjam maiores proporgdes e a aterosclerose nao se estabelega. Nesse sentido,
uma intervengao eficiente para reversdao desse cenario € a prescrigdo do exercicio

aerobio regular, cujos beneficios sobre a saude vascular serdo discutidos a seguir.

6.5.2. Em relacdo ao treinamento aerdbio

O primeiro achado a ser discutido € que os animais de HM e HH exibiram
melhora da reatividade microvascular nos dois sitios musculares analisados,
mostrando um efeito mediado pelo volume de exercicio, e ndo pela intensidade. De
fato, houve um efeito benéfico sistémico sobre a fungédo endotelial nas duas regides
analisadas com o treinamento, e o dispéndio energético induzido por HIIT e MICT foi
suficiente para promover tais adaptacoes.

Muitos estudos corroboram a presenca desse efeito sistémico na reatividade
de artérias e arteriolas, avaliando sitios musculares recrutados ou nao recrutados
durante o exercicio (56,85,200,207,209,210). O problema € que, até 0 momento, ha
pouco conhecimento se isso varia ou ndo de acordo com a intensidade do exercicio.
Nesse sentido, este estudo adotou uma abordagem simplificada para verificar
diferengcas sistémicas ou locais sobre a fungdo endotelial microvascular.
Diferentemente de outros estudos, nao foram analisados musculos ou vasos
isolados. Na verdade, pareceu ser mais util e menos complexo, discutir a resposta

vasodilatadora global de uma regido muscular que tem maior perfusdo sanguinea no
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exercicio, com a de uma regido muscular como a do cremaster, que possui
caracteristicas predominantemente opostas.

Em cenarios onde ha disfungcdo endotelial e risco cardiometabdlico
aumentado, as exposigdes regulares ao aumento do fluxo sanguineo com o
exercicio podem reverter os danos sobre a fun¢cao endotelial (99,130,200,211,212).
Seguindo essa linha, um estudo de revisdo mostrou que, quando a fungéo endotelial
se encontra comprometida por alguma alteragdo metabdlica ou doenca cronica (i.e,
hipercolesterolemia, DM2, obesidade), o treinamento aerdbio consistentemente
preserva, ou restaura a vasodilatacdo de artérias e arteriolas préximo aos niveis
normais, como aquelas de animais saudaveis (130,200).

Sao inumeros os estudos que também encontraram melhora da fungao
endotelial com distintos protocolos de treinamento aerdbio, e os efeitos ndo séo
restritos a redes vasculares especificas, mas sim, eles se estendem da micro a
macrocirculagdo (200,213,214). Por exemplo, em ratos com alteragbes
cardiometabdlicas induzidas pela ingestao elevada de frutose, Medeiros et al. (2016)
mostraram que o treinamento aerdbio moderado foi suficiente para reverter danos na
reatividade vascular de aorta (215). Um estudo desenvolvido no BioVasc por Boa et
al. (2014) também mostrou que hamsters nas mesmas condi¢des tiveram melhora
da funcao endotelial microvascular na cheek-pouch apds 4 semanas de treinamento
moderado-vigoroso (210). Em animais com obesidade induzida por dieta, ou por
modificagdo genética, o exercicio atenuou os danos na fungao endotelial de artérias
ou arteriolas, melhorando a reatividade em resposta a ACh (75,207,216,217).

Alguns mecanismos interagem com o endotélio e CMLV, e melhoram a
funcao endotelial pelo aumento da biodisponibilidade de NO (214). Basicamente, o
exercicio aumenta o fluxo sanguineo laminar, aumenta o shear stress, aumenta
algumas enzimas antioxidantes e a atividade da eNOS, que aumenta a
biodisponibilidade do NO (56,214). Segundo Hambretch e Kodja (2005), o shear
stress esta relacionado ao aumento de varios genes endoteliais que protegem de
processos de apoptose, inflamagao e estresse oxidativo, como o gene da eNOS, por
exemplo (109). Esse aumento de NO ocorre em ambos os vasos de resisténcia e
condutancia (213,214) e é uma adaptacado sistémica importante, pois aprimora a
capacidade de oxigenacao dos tecidos em geral, além do tdnus periférico.

Quando ha permanéncia de processos inflamatérios e EROS (como no caso
da obesidade e das alteracbes metabdlicas), os padroes de fluxo reduzem o shear
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stress, e consequentemente, os niveis de NO diminuem. Com isso, o ténus
vasoconstritor prevalece e as CMLV aumentam a atividade contratil; consumindo
mais O2 para manter essas altas taxas de trabalho celular. Do contrario, quando ha
aumento do fluxo sanguineo e do shear stress, e os niveis 6timos de NO vascular
sdo alcangados (como um efeito do exercicio cronico), as arteriolas consomem
menos Oz e o trabalho contratil de CMLV reduz, causando vasodilatagéo (218).

Ao melhorar a captagado de glicose e a sensibilidade a insulina, o exercicio
mantém niveis 6timos de EROS, de estresse oxidativo, e equilibra o balango entre
citocinas pro e anti-inflamatérias liberadas pelo tecido adiposo (93,217), reduzindo
processos inflamatoérios que inibem a manutencéo de niveis de NO vascular. Sobre
os efeitos do treinamento na inflamagao, o exercicio aerébio é capaz de diminuir o
recrutamento de macréfagos em tecido adiposo (sobretudo em PVAT), e a
expressdo de ICAM-1 e VCAM-1, reduzindo a adesdo leucocitaria (214). Os
experimentos de Orth et al. (2005), por exemplo, observaram menor adeséo e
rolamento de leucdcitos em vénulas do cremaster de ratos apds 5 semanas de
treinamento moderado (192).

Os dados apresentados nesta Tese confirmaram, ao menos em parte, a
presenca desses mecanismos, visto a melhora da sensibilidade a insulina, da
toleréncia a glicose, e o aumento da biodisponibilidade de NO em musculos de
animais de HM e HH. Os resultados dos experimentos com inibicdo por L-NAME
mostraram que ambos MICT e HIIT aumentaram a contribuicdo de NO para a
vasodilatagdo dependente do endotélio (P=0,007 e P=0,01), e denotaram um papel
importante do treinamento aerdébio em aumentar a biodisponibilidade de NO na
obesidade, onde esteve nitidamente reduzida. Esses dados também mostram que
nao houve qualquer prejuizo sobre o endotélio com o HIIT, como havia sido
postulado no inicio deste estudo.

Na verdade, esse é outro achado que precisa ser discutido. Tanto os dados
de biodisponibilidade de NO quanto os de reatividade mostraram que nao houve
qualquer prejuizo sobre a funcédo endotelial de animais obesos submetidos ao HIIT.
Pelo contrario, mesmo exibindo maior VO2 alvo e maior peroxidagao lipidica em
relagdo ao MICT, os grupos de HIIT aumentaram a reatividade microvascular. A
ideia de que a alta intensidade talvez agravasse um comprometimento endotelial na

microvasculatura surgiu da possibilidade de que, a maior presenca de EROS por
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como peroxinitrito (109).

Em adicdo, essa a ideia teve como base alguns desfechos com exercicio
agudo e crbnico de alta intensidade (17,18,84). Como efeito crénico, houve aumento
da vasodilatacdo endotélio dependente com a intensidade moderada, mas né&o alta
(18). Como efeito agudo, alguns achados mostraram: disfun¢cdo endotelial em
artérias de condutancia; aumento de vasoconstritores como ET-1; e elevado
estresse oxidativo, horas apos o exercicio intenso (>70% VOa2wmax) (13,17,219). No
entanto, tudo indica que essas alteragdes séo transitorias e benéficas. Na literatura,
ha evidéncias de que repetidas exposicboes da vasculatura ao exercicio intenso
podem temporariamente alterar o sistema vascular, mas cronicamente dao suporte
para que adaptacbes benéficas se estabelecam (219). O aumento da densidade
capilar funcional, a maior atividade de eNOS e o0 aumento de enzimas antioxidantes
sao as principais adaptacdes mencionadas pelos estudos que compararam o HIIT
com outros protocolos de treinamento (99,185,219).

Ao comparar HIIT e MICT em ratos com sindrome metabdlica, Haram et al.
(2009) mostraram que os dois protocolos melhoraram a fun¢do endotelial, mas
apenas HIIT aumentou a expresséo de eNOS (176) e biodisponibilidade de NO. Por
um lado, tais resultados se assemelham aqueles encontrados em animais de HM e
HH; por outro lado, os achados de biodisponibilidade de NO contrastam com os
desta Tese, e comparagdes se tornam dificeis devido as diferencas no modelo
animal utilizado (LCR rats), ao tipo de rede vascular analisada, e, principalmente, ao
protocolo de exercicio utilizado (com volume controlado pela distédncia, e ndo pelo
dispéndio energético) (176).

Em humanos, o estudo de Cocks et al. (2013) indicou aumento similar de
conteudo de eNOS em endotélio microvascular de individuos sedentarios treinados
na alta e moderada (185). Em termos comparativos, tal estudo exibe grandes
diferencas de protocolos de treinamento e de condigao fisica dos sujeitos, € mesmo
assim, ambas as intensidades mostraram adaptacdes benéficas microvasculares.

As diferengas nos modelos utilizados, nos protocolos de treinamento, na
manipulagdo das variaveis desses protocolos tém reproduzido achados bastante
distintos quanto aos efeitos do HIIT e MICT. Uma recente metanalise concluiu que o
HIIT parece ser mais eficiente que MICT para melhorar a fungdo vascular, mas

reconhece que a variabilidade nos desfechos secundarios (VO2vax, % gordura), e
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nas amostras destes estudos dificultam ‘bater o martelo’ a respeito da superioridade
do HIIT nesse sentido (213). Seguindo essa linha, Holloway e Spriet (2015), em uma
crosstalk proposal, alertaram sobre os efeitos controversos do HIIT em condi¢cdes de
doenca cardiovascular, e a necessidade de um melhor conhecimento sobre as
adaptagdes moleculares e celulares antes de preconiza-lo como um unico modelo
de treinamento a ser seguido (220).

Ha algum tempo, Jasperse e Laughlin (2009) alertaram sobre a necessidade
de se investigar melhor as adaptag¢des vasculares com o treinamento, por causa da
quantidade de fatores que podem influenciar neste caso (i.e, duragdo do protocolo
de treinamento; ramificacdo da rede vascular examinada; particularidades do
musculo estudado) (200). Tendo em mente os beneficios adicionais atribuidos ao
HIIT nas pesquisas recentes (136,137,174,213), a intensidade do treinamento pode
ser um fator a mais na influéncia dessas respostas, e seguindo esse raciocinio, 0os
achados da presente Tese parecem contribuir de algum modo para elucidar essa
questéo.

De fato, o HIIT tem mostrado ser capaz de otimizar ganhos na funcao
vascular, sobretudo em individuos saudaveis (174,213), e os resultados de
reatividade microvascular em animais de CH confirmaram que apenas a alta
intensidade foi capaz de aprimorar a resposta vasodilatadora mediada pelo
endotélio. Porém, ao pensar na aplicagdo pratica de todos esses achados
discutidos, os desfechos positivos sobre a fungcao endotelial parecem ser obtidos
com mais seguranga mediante a progressao do treinamento, alternando sessdes de
MICT e HIIT.

6.6 Sobre os achados de peroxidagao lipidica e atividade de enzimas

antioxidantes vascular

Primeiramente, ao discutir os achados dos biomarcadores de estresse
oxidativo deve-se considerar que a aorta foi usada como uma ‘representante
vascular’ para a analise desses marcadores. Essa abordagem foi usada por outro
estudo que também analisou a fungédo endotelial na rede microvascular e valeu-se

da aorta para analisar a expressao de eNOS e iNOS (206). Embora a aorta seja um
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vaso de condutancia, assume-se que alteracdes biomoleculares nesse vaso possam
ser similares aquelas de artérias musculares e arteriolas, sobretudo porque as
alteragdes no endotélio tendem a ocorrer sistemicamente (5). Tal ideia se aplica
tanto para o incremento no sistema antioxidante (que é esperado em resposta ao
exercicio), quanto para danos teciduais por estresse oxidativo (que € esperado em
maior grau na obesidade).

Apesar de ter sido postulado um aumento da peroxidagao lipidica vascular em
animais de HS, ndo houve aumento dessa variavel nesse grupo. Outro resultado
interessante é que, os niveis de MDA aumentaram nos grupos CH e HH, assim
como os niveis de GPX - indicando um efeito compensatorio do sistema
antioxidante nessa intensidade de treinamento. Além disso, animais de HM e HH
mostraram valores maiores de atividade de enzima antioxidante em relagdo aos
grupos CM e CH. Isto porque, quando a intensidade relativa é equivalente entre
individuos obesos e eutréficos, os obesos exibem marcadores de estresse oxidativo
aumentados em relagao aqueles nao obesos (117)

Segundo a literatura, todas essas respostas sdo passiveis de ocorrer
(107,221-223), e os desfechos encontrados com o treinamento aerobio ou dieta
high-fat sobre o estresse oxidativo parecem ser um pouco controversos. Na verdade,
os desfechos variam muito em fung¢ao do tecido avaliado e do tipo de protocolo de
treinamento utilizado (221,222,224), e tais variagdes parecem aumentar mais ainda
quando as duas intervengdes estdo associadas (dieta high-fat + exercicio).

Em tese, o sistema antioxidante trabalha de maneira coordenada com a
producdo de espécies reativas a fim de proteger o tecido de danos causados por
processos oxidativos (36). Contudo, existe um tempo para que tais adaptacoes
ocorram, e é possivel que marcadores de danos encontrem-se aumentados mesmo
apo6s algumas semanas de exercicio aerdbio (222). De um modo geral, a maioria
dos estudos relaciona o exercicio crébnico a reducdo do estresse oxidativo, mas
essas adaptacdes sao tecido-dependente e podem ocorrer de maneira diversificada
no organismo.

Essa ideia é corroborada pelos achados de Liu et al. (2000), que apo6s 8
semanas de treinamento aerobio intenso encontraram aumento de MDA em alguns
tecidos (coragcédo, musculo esquelético), e em outros nao (figado e cérebro) (222).
Nesse estudo eles indicam que o exercicio crénico intenso pode deixar ‘rastros’ de

estresse oxidativo acumulado, e ter um efeito duplo; isto €, ao mesmo tempo em que
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aumenta a formagao de oxidantes e causa estresse oxidativo, também ativa enzimas
antioxidantes atenuando esse efeito (222). Embora aquele estudo n&o tenha
avaliado a aorta, é razoavel pensar que tal efeito se estenda a essa artéria, o que
confirmaria os resultados encontrados deste estudo. Seguindo essa linha, o
aumento de MDA pode ndo ter sido deletério, e sim, refletir apenas uma adaptagao
benéfica onde defesas antioxidantes s&do ativadas para lidar com altas taxas de
formacao de ROS (225).

Embora CAT e SOD tenham exibido valores maiores ap6s o HIIT (e até apos
o MICT), apenas a enzima GPX foi significativamente aumentada. Segundo Ji e
colaboradores, a velocidade da sintese dessas enzimas pode diferir bastante a
medida que elas lidam com o estresse oxidativo (225). Enquanto a atividade da SOD
costuma ser constantemente maior e mais uniforme nos alguns tecidos, dismutando
02, a GPX destrdi produtos finais da peroxidagao lipidica e normalmente tem sua
atividade reduzida. Talvez isso explique porque apenas ela esteja expressivamente
aumentada com o exercicio, diferente do que foi visto em SOD ou CAT(225).

Ao revisar brevemente a literatura, esta Tese de Doutorado parece trazer
achados originais quanto ao estresse oxidativo vascular em resposta ao MICT e ao
HIIT, em modelo de obesidade. Ao que parece, os estudos que compararam HIIT e
MICT sobre marcadores de estresse oxidativo o fizeram em outros tecidos, que nao
a aorta (226), ou nao investigavam a obesidade dentro de suas propostas (227). Foi
o caso de Lu et al. (2015), que comparou os efeitos de MICT e HIIT sobre
marcadores de estresse oxidativo em miocardio de ratos infartados. Naquele estudo,
as duas intensidades de treinamento aumentaram os niveis de MDA em relagao ao
controle, mas também aumentaram GPX de forma compensatéria (227). Em aorta,
apenas dois estudos com roedores investigaram marcadores de estresse oxidativo
em resposta ao treinamento. Um deles foi com ratos obesos; onde os autores
encontraram maior atividade de todas as enzimas antioxidantes e reducdo de MDA
apos 8 semanas de treinamento (103). O outro foi com ratos com alteragdes
cardiometabodlicas; onde os autores encontraram aumento da expressao das
antioxidantes apds o treinamento vigoroso por 8 semanas, mas néo estimaram MDA
(215).

Ou seja, os achados podem variar bastante dependendo do tecido analisado,
do protocolo de treinamento adotado, e do modelo fisiopatolégico que se propde

investigar. Tudo isso dificulta comparag¢des entre achados dos estudos, e isso tem
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sido reportado por alguns autores também (221,222,228). Esse raciocinio também
se aplica aos marcadores de estresse oxidativo em resposta a modelos
experimentais de obesidade. Dependendo do tempo e do tipo da dieta, do modelo
animal utilizado e do tecido analisado, diferencas podem ser encontradas nos
desfechos. No presente estudo, esperava-se um aumento significativo de TBARS na
aorta dos animais de HS em comparacdo a CS, mas essa resposta nao se
confirmou.

De acordo com Vicent e Taylor (2006), o aumento do estresse oxidativo é
inerente a obesidade e origina de alteragbes metabdlicas, enddcrinas e da prépria
adiposidade excessiva. Os dados de tal estudo indicam que ha reducédo da defesa
antioxidante e aumento da formacdo de ROS, formando uma resposta ciclica de
estresse oxidativo sistémico (117). Contudo, ao analisar dados de modelo de
obesidade em animais, existem divergéncias quanto ao padrédo de resposta de
TBARS/ MDA e de producao de ROS.

Por exemplo, um estudo com camundongos com severa obesidade,
dislipidemia e resisténcia a insulina (onde se esperava severo dano vascular) nao
houve aumento da producédo de H202 apenas em tecido adiposo, mas ndo em aorta
(229). Outros dois estudos que analisaram estresse oxidativo num mesmo tipo de
tecido na obesidade, encontraram divergéncias quanto a resposta de TBARS: um
deles encontrou aumento apos 13 semanas de dieta high-fat (224), enquanto o outro
nao viu qualquer alteragcao apds 17 semanas de intervengao (226).

Tendo em mente os achados do presente estudo e aqueles da literatura, os
marcadores de estresse oxidativo investigados nas condigdes ‘exercicio/obesidade’
parecem simplesmente refletir alteragdes no equilibrio redox, e nao alteracdes
teciduais vasculares propriamente dito. Em outras palavras, o fato de ter encontrado
aumento de MDA vascular com o treinamento intenso pode simplesmente refletir
alteracdes redox e respostas adaptativas celulares ao aumento da producao de
ROS; assim como a auséncia de aumento de MDA com a dieta hiperlipidica pode
nao isentar totalmente os animais de HS de um progndstico fisiopatolégico vascular
ruim.

Essa ideia é corroborada pelo estudo de Brandes, Rezende e Schroder
(2018), onde os autores recomendaram analisar alvos moleculares especificos ao
investigar quadros fisiopatoldgicos, em vez de medir globalmente ROS e estresse

oxidativo. Isto porque, qualquer interferéncia no estado redox (seja pela doenga, ou
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pelo exercicio) ira resultar em mudangas compensatodrias para neutraliza-las, e que
ROS e estresse oxidativo parecem sinalizar esses processos apenas, sem exercer
realmente um papel de ‘causador’ de efeitos deletérios no organismo (230).

Analisar em conjunto os resultados de estresse oxidativo na aorta com
aqueles de funcdo endotelial microvascular em diferentes tecidos parece ser
importante para ‘encaixar as pecas’ e formar um panorama vascular sobre os efeitos
de MICT e HIIT na obesidade. As consideracdes finais sobre todos achados

discutidos nesta Tese estdo na proxima secao.
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As seguintes conclusbdes podem ser enunciadas com base nos resultados da

presente Tese de Doutorado:

a)

b)

O gasto caldrico das sessdes de treinamento per se foi suficiente
para melhorar a reatividade microvascular no contexto da
obesidade, e tudo indica que adaptacdes benéficas sobre fungao
endotelial nesse caso, ndo dependem necessariamente da alta

intensidade para acontecer;

Ambos MICT e HIIT produzem efeitos locais e sistémicos
similares sobre a fungcado endotelial, considerando que nao houve
distingdo na resposta vasodilatadora entre sitios musculares
recrutados e nao recrutados pelo exercicio dos animais

avaliados;

Ndo se confirmou quaisquer prejuizos com o HIIT sobre a
reatividade microvascular, e o aumento do estresse oxidativo
induzido por esse protocolo de treinamento n&o parece ser
deletério para a vasculatura, mostrando que HIIT e MICT séao
alternativas validas para induzir desfechos benéficos sobre
diversos marcadores de risco cardiometabdlicos, sobretudo na

funcao endotelial.

Sugere-se a realizacdo de estudos adicionais que investiguem o perfil

inflamatério e o estresse oxidativo, de forma conjunta, a fim de elucidar os

mecanismos pelos quais HIIT e MICT promovem efeitos benéficos vasculares no

contexto da obesidade. Também seriam bem-vindos estudos translacionais que

investigassem os efeitos a longo prazo de MICT e HIIT sobre a fungao endotelial em

individuos obesos. Ndo se sabe se os beneficios vasculares obtidos com MICT e

HIIT realmente se mantém ao longo de meses de treinamento.
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APENDICE - Resumo dos achados

A Figura 31 exibe um quadro que resume os achados da presente Tese de
Doutorado. Nele estdo os desfechos obtidos com a dieta hiperlipidica apenas (Dieta
H) — onde o grupo HS foi comparado ao grupo CS; com as duas intensidades de
treinamento (Treinamento HIT ou MICT) — onde os grupos CM e CH foram
comparados ao congénere CS; e com as duas intensidades de treinamento sob o
regime da dieta hiperlipidica (Dieta H e Treinamento HIIT ou MICT) — onde os grupos

HM e HH foram comparados ao congénere HS.

Figura 31 — Resumo dos principais achados

Dieta C Dieta H
‘ Treinamento Di:ta Treinamento
MICT HIT MICT | HIT
Peso corporal e 1 “
Consumo energético > > —
Capacidade cardiorrespiratéria (VOzpico) ) 1 > ) "
Adiposidade (% gordura) e ! 1 !
Massa magra - ! 0
Sensibilidade a insulina (TTI) o ! 1
Tolerancia a glicose (TTG) o 0 ! 0
Perfil lipidico (colesterol, triglicerideos) > 1 !
Funcédo endotelial microvascular — cremaster - ) l )
Funcéo endotelial (micro)vascular — adutores > ) > 1
Biodisponibilidade de NO > — 1
Peroxidagao lipidica — aorta - 1 “ “ 0
Enzimas antioxidantes — aorta e 1 > - 1

(1 ) Aumento; ( | ) Redugao; (< ) Sem alteragées significativas; ( 11 ) Aumento Pos vs.

Pre e aumento vs. grupo sedentario

MICT: Treinamento continuo de intensidade moderada; HIIT: Treinamento intervalado de

alta intensidade; Dieta H: dieta hiperlipidica; Dieta C: dieta controle
Fonte: A autora, 2019.
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Experimentais

Alcontora
Gomes

UVERJ 5 . Institule
& UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO I rG de Bl
) INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES

COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° CEUA/024/2015 sobre "Estudo do impacto do
estresse oxidativo gerado por diferentes intensidades de treinamento aerdbio
isocaldrico sobre a reatividade microvascular de ratos submetidos a dieta hiperlipidica”
sob a responsabilidade de Eliete Bouskela, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comissio de Etica Para o Cuidado e Uso de
Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEUA),
em 26/05/2015. Este certificado expira em 26/05/2019.

Rio de Janeiro, 26 de Maio de 2015.
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Prof. Dr. Israel Felzenszwalb Profa. Dra. Patricia C. Lisboa
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