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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar marcadores do estresse oxidativo no
miocardio e no soro de ratos saudaveis submetidos ao treinamento intervalado de
alta intensidade (HIIT) e a jejum intermitente (JI). Foram utilizados 48 ratos Wistar
machos com sessenta dias de idade, divididos em quatro grupos: Controle (C),
Jejum Intermitente (JI), Exercicio Fisico Intervalado de Alta Intensidade (EX) e
Exercicio Fisico Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (EJI). Os
grupos C e EX foram tratados diariamente com ragéo ad libitum, e os grupos JI e EJI
receberam a mesma racao padrao, administrada ad libitum em dias alternados com
dias de jejum total. Os animais dos grupos EX e EJI foram submetidos a protocolo
de corrida em esteira rolante cinco vezes por semana durante 12 semanas. Para
comparagao entre os grupos, foi realizada analise de variancia de duas vias
(ANOVA) complementada com teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia
considerado foi de 5%. O JI aumentou a concentragdo sérica de MDA e a
concentracao de proteina carbonilada no miocardio. O grupo EJI apresentou menor
quantidade de MDA e proteina carbonilada, comparado ao grupo JI. O JI eleva a
concentracdo dos marcadores de estresse oxidativo sistémico e miocardico,

enquanto o HIIT atenua esses efeitos adversos em ratos saudaveis.

Descritores: restricao caldrica; exercicio fisico; miocardio; radicais livres.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate markers of oxidative stress in the myocardium and
serum of healthy rats submitted to high-intensity interval training (HIIT) and
intermittent fasting (IF). Forty-eight male Wistar rats, aged 60 days, were divided into
four groups: Control (C), Intermittent Fasting (IF), High-Intensity Interval Exercise
(EX), and High-Intensity Interval Exercise and Intermittent Fasting (EJI). Groups C
and EX were treated daily with ad libitum chow, and groups IF and EJI received the
same standard chow, administered ad libitum on alternate days with days of total
fasting. Animals in groups EX and EJI underwent a treadmill running protocol five
times a week for 12 weeks. For comparison between groups, two-way analysis of
variance (ANOVA) was performed complemented with Tukey's post hoc test. The
significance level was set at 5%. IF increased serum MDA concentration and
myocardial carbonyl protein concentration. The EJI group had lower amounts of MDA
and carbonyl protein compared to the IF group. IF increases the concentration of
systemic and myocardial oxidative stress markers, while HIIT attenuates these

adverse effects in healthy rats.

Descriptors: caloric restriction; exercise; myocardium; free radicals.
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1. INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCV) séo responsaveis por altos indices de
morbidade e mortalidade na populagdo mundial e estao frequentemente associadas
a fatores de risco comportamentais’. Diante disso, intervengdes néo farmacologicas,
como a pratica de exercicio fisico e de restricdo caldrica, sdo recursos acessiveis e
de baixo custo que podem favorecer a prevengao e o tratamento das DCV?3,

Embora o exercicio fisico seja frequentemente utilizado em prevengao e
tratamento das DCV, os mecanismos de cardioprotecédo ainda ndo foram totalmente
elucidados®. Nesse sentido, o exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT) tem
sido atualmente alvo de estudos no que tange tratamento de DCV*°. Em modelo
experimental de isquemia, o HIIT foi associado a reducdo do tamanho do infarto,
marcadores de isquemia miocardica e do estresse oxidativo, com reducido da
peroxidacao lipidica e aumento da atividade de enzimas antioxidantes, sugerindo
que o HIIT promove cardioprotegéo por estimulo das defesas antioxidantes®.

O jejum intermitente (JI) é outra estratégia ndo farmacoldégica que tem
ganhado destaque nos ultimos anos, particularmente pelos seus efeitos sobre
metabolismo e inflamagao®. Em ratos infartados, o JI reduziu a taxa de mortalidade
pos-infarto e atenuou a hipertrofia cardiaca. Contudo, os resultados sado mais
significativos quando o protocolo de JI € iniciado antes do infarto do miocardio’.

Estudos demonstram que a restricdo alimentar relaciona-se com a otimizagao
das funcbes das mitocéndrias, com limitagcdo da producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) e aumento do nivel e da atividade das enzimas antioxidantes®. O JI
atua na diminuicdo da glicose plasmatica, promovendo mudangas no metabolismo
dos carboidratos, em relagcdo a acdo oxidante das gorduras é aumentada. A
oxidagdo de lipideos por sua vez estimula a formacdo das EROS, tendo como
resultado o estresse oxidativo®.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a geracao e
remogdo de EROs' e parece estar envolvido na génese e na manutencio de
doencas cardiovasculares’. As EROs podem modular vias de sinalizacdo
relacionadas a hipertrofia e fibrose miocardica e disfungdo ventricular 2.

Em situagdes que a geracao de EROs excede a capacidade do sistema de
defesa antioxidante, & oportunizada a oxidacdo de biomoléculas, como lipidos,

proteinas e acido desoxirribonucleico, o que resulta na formagao de biomarcadores



15

de estresse oxidativo™. A membrana é um dos elementos mais alvejados das EROs.
Consequentemente, ocorre alteragdo de permeabilidade e da estrutura de
membranas celulares, com perda de suas fungdes e toxicidade com a geragao de
produtos de peroxidagdo lipidica, como o malondialdeido™. Em episddios de
oxidagao proteica, a formagdo mais comum é de proteina carbonilada, formando
agregados que se acumulam na célula e que provocam transtornos na estrutura e
funcéo celular™.

Embora haja uma diversidade de pesquisas sobre as alteragdes cardiacas
induzidas pelo JI e HIIT, as evidéncias concentram-se em modelos experimentais de
doengas e no tratamento de DCV. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do JI e do HIIT sobre biomarcadores de estresse oxidativo

sistémico e miocardico em ratos saudaveis.

2. METODOLOGIA

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil (CEUA/UFMS -
protocolo n° 1.145/2020) e da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (CEUA/FMB/UNESP - protocolo n°
1381/2021) e realizado de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals” do U. S. National Institutes of Health.

2.1 Grupos experimentais

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos com sessenta dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UNESP (INBIO/ UFMS) e distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C), Jejum Intermitente (JI), Exercicio
Fisico Intervalado de Alta Intensidade (EX) e Exercicio Fisico Intervalado de Alta
Intensidade e Jejum Intermitente (EJI). Os animais permaneceram no Biotério da
Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da FMB/UNESP em gaiolas coletivas
(3 animais/caixa) alojados sob temperatura (22 + 2°C) e umidade (55 + 5%)
controladas e iluminagdo com ciclos de 12 horas. Todos os grupos experimentais
receberam dieta normocaldrica comercial padrdao para roedores e tiveram livre
acesso a agua potavel. Os grupos C e EX foram tratados diariamente com racéo ad

libitum, e os grupos JI e EJI receberam a mesma ragao padrdo, administrada ad


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/national-institutes-of-health
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libitum em dias alternados com dias de jejum total. O consumo de ragdo foi
controlado diariamente e a massa corporal dos animais foi mensurada
semanalmente. Os animais dos grupos EX e EJI foram submetidos a protocolo de

corrida em esteira rolante'®. O periodo experimental totalizou 12 semanas.

2.2 Teste de esforgo e protocolo de exercicios

Uma semana antes da aplicagao do teste de esforgo e inicio do protocolo de
exercicio, houve um periodo de adaptagcado na esteira em cinco dias consecutivos,
com velocidade constante de 10 m/min e duracdo crescente de 10, 15, 20, 25, 30
minutos, respectivamente. Para verificar o comportamento da capacidade funcional
ao esforgo, foi realizado um teste de esforco maximo, utilizando-se protocolo
incremental para ratos?®® com o propdsito de determinar a velocidade maxima
alcangada. O teste de esforgo foi realizado em quatro momentos: inicio (M1), ao final
da 42 semana (M2), depois da 82 semana (M3) e ao final do periodo experimental,
isto é, terminada a 122 semana (M4). O teste de esfor¢co era iniciado com
aquecimento de 10 min em velocidade de 5 m/min. Apés 3 min de recuperagao
passiva, o animal era submetido ao teste de esforgo progressivo, com velocidade
inicial de 6 m/min, com estagios de corrida em carga constante e incrementos de 3
m/min entre os estagios subsequentes, o que era realizado a cada 3 minutos.
Durante todo o teste, a esteira manteve-se sob inclinagdo de 15°. O protocolo foi
finalizado quando o animal atingiu a exaustdo, a qual foi definida na vigéncia de
recusa a corrida, mesmo sob estimulagao fisica com toque no dorso do animal ou
quando a coordenacao entre as passadas se apresentar dificultada.

O protocolo de HIIT consistiu em modelo de corrida em esteira rolante com
intensidades intercaladas, estabelecido de acordo com estudos prévios'®'. Foram
realizadas cinco sessdes semanais de exercicio fisico, com duracdo de 49 minutos
cada, sendo 3 minutos a 60% da velocidade maxima alcangada no teste de esforco,
seguidos por 4 minutos de corrida a 85% da velocidade maxima e este ciclo repetido
por sete vezes. O protocolo foi realizado a 15° de inclinagéo da esteira rolante. Um
aquecimento prévio a cada sessao foi realizado na intensidade de 40% da
velocidade maxima alcancgada, por 10 minutos.

Tanto o teste de esforco quanto o protocolo de exercicio foram realizados

durante a fase escura do ciclo de luminosidade.
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2.3 Eutanasia dos animais e remogao dos tecidos

Ao final do periodo experimental, a eutanasia foi realizada 48 h apds a ultima
secao de treinamento. Os animais foram mantidos em jejum por um periodo de 6 a 8
horas, submetidos a anestesia intraperitoneal com tiopental (130 mg/kg) e
eutanasiados por decapitagdo. Apos coleta do sangue, o coragao foi retirado por
toracotomia mediana e os atrios, o ventriculo direito (VD) e o ventriculo esquerdo
(VE), incluindo o septo, foram dissecados e pesados separadamente. O sangue foi
centrifugado por 10 min em temperatura ambiente a 3000 rpm para obtencdo do
soro. As amostras de VE foram congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente,
amostras de VE e de soro foram conservadas em freezer a -80 °C até o momento

das analises.

2.4 Perfil nutricional e composigao corporal

O consumo de alimentos foi medido diariamente e o peso corporal (PC) uma vez
por semana. A ingestao de calorias foi calculada da seguinte forma: consumo de
alimentos x densidade energética da dieta. A eficiéncia alimentar (a capacidade de
converter a ingestdo de calorias em PC) foi determinada pela divisdo do ganho de
PC (g) pela ingestao total de calorias (Kcal)'®. O indice de Lee (YMC/CR, MC=massa
corporal; CR=comprimento naso-anal do rato) representa a raiz cubica da razao
entre a massa corporal do rato e o comprimento naso-anal’®. O indice de
adiposidade (AD) foi calculado a partir da soma dos pesos de locais de gordura

individuais: Zlocais de gordura x100/peso corporal®.

2.5 Determinagao da concentragdao de Malondialdeido (MDA)

A concentracédo sérica de MDA foi medida por meio de ensaio colorimétrico,
utilizando kit comercialmente disponivel (#ab233471, Abcam, Sunnyvale, EUA). Os
procedimentos foram realizados seguindo as instrugdes do fabricante.
Resumidamente, solugdo contendo tampéao fosfato de sédio 20 mM em pH 3,0 e
0,5% Triton X-10 foi adicionada ao tecido para evitar aldeidos inespecificos que
poderiam interferir nas medi¢cbes de absorbancia. Foram adicionados 10 uL de
solugcédo reagente MDA Color em cada pog¢o do padrao MDA. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente durante 10-30 minutos. Posteriormente, foi

adicionada uma solucéo de reagao (40 pL) e feita incubagao a temperatura ambiente
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durante 30-60 minutos. Por fim, 0 aumento da absorbancia foi monitorado a 695 nm
usando um leitor de microplacas. O calculo da concentragao de MDA no soro foi

realizado considerando-se a absorbancia da curva padrao.

2.6 Determinagao da concentragao de proteina carbonilada

As amostras de tecido cardiaco (~100 mg) foram homogeneizadas com 1,0 mL
de tampao fosfato de potassio (pH 7,4) e centrifugados (10.000 rpm por 10 min, a
4°C). Em seguida, TCA 10% foi adicionado ao sobrenadante (1:1 v/v). Apds
centrifugacéo, sobrenadante foi descartado e DNPH (500 uL, 97 a 102%) adicionado
ao precipitado. As amostras foram mantidas no escuro a temperatura ambiente por
30 min. Logo apéds, 500 uL de TCA foram adicionados, seguido de centrifugagao.
Apos descarte do sobrenadante, o pellet foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol
absoluto. Posteriormente, o precipitado foi dissolvido em 500 uL de SDS 6%. Apos
nova centrifugacdo, o sobrenadante foi analisado em espectrofotdmetro a 370 nm e
a concentracdo de proteina carbonilada calculada utilizando-se o coeficiente de

extingao?'.

3. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram apresentados em medidas descritivas de posicao e
variabilidade. Para verificar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparagado entre os grupos, foi realizada analise de
variancia de duas vias (ANOVA) complementada com teste post hoc de Tukey. O

nivel de significancia considerado foi de 5%.

4. RESULTADOS

No inicio do experimento (M1), a distancia percorrida (C 249 + 86; JI 240 + 82;
EX 248 + 81; EJI 263 + 88 m) e a velocidade maxima alcangada (C 19 + 4; JI 19 £ 4;
EX 19 = 4; EJI 20 £ 4 m/min) no teste de esforco de tolerancia ao exercicio dos
grupos foram semelhantes. Ao final do protocolo de exercicios (M4), a disténcia
percorrida (C 230 + 91; JI 267 £ 71; EX 1079 £ 238; EJI 1181 + 183 m) e velocidade
maxima alcancada (C 19 £ 4; JI 20 + 3; EX 43 + 5; EJI 46 £ 4 m/min) foram maiores

no EX em comparagao com o C, e maiores no EJI comparado ao JI (Figura 1).
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Figura 1- Distancia percorrida (m) e velocidade maxima alcangada (m/min) durante o teste de
esforco maximo
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Figura 1. Distancia percorrida (m) e velocidade maxima alcangada (m/min) durante o teste de
esforgo maximo (A) inicial, realizado antes do protocolo experimental (M1), e (B) final, realizado
apos o periodo de protocolo experimental (M4). C: Controle (n=12); JI: Jejum Intermitente (n=12);
EX: Exercicio fisico Intervalado de Alta Intensidade (n=12); EJI: Exercicio fisico Intervalado de Alta
Intensidade e Jejum Intermitente (n=12). Valores expressos em média + desvio padrao; ANOVA de
duas vias e Tukey; * p<0,05 vs. C; 1 p<0,05 vs. JI.

A composicao corporal e o perfil nutricional sdo demonstrados na Tabela 1. A
massa corporal final foi menor em Jl e EX do que em C, e maior em EJI do que em
JI. Gordura epididimal, gordura retroperitonial, ingestdo alimentar total e a ingestéao
caldrica total foram menores em Jl e EX do que em C, enquanto a ingestao alimentar
total e a ingestao caldrica total do EJI foram superiores ao JI e inferiores ao EX. A
adiposidade do grupo EX foi inferior ao C, e no EJI foi menor que no JI. Enquanto a

eficiéncia alimentar total foi reduzida em JI quando comparado ao C.
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Tabela 1. Composicao corporal e perfil nutricional

Grupos p» ANOVA
Variaveis C JI EX EJI
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) Dieta  Treinamento Interagido

MCEF (g) 481,8+4225 364,9+51,6* 433,86+68,6%* 416,26+23,9Ff <0,001 0,905 0,001
indice de Lee (g/cm?) 0,28 +£0,007 0,28 = 0,009 0,27 + 0,01 0,27 £ 0,006 0,821 0,061 0,457
G. Epididimal (g) 8,41 +2,87 591 +1,67* 5,16 +1,89* 4,41 +0,99 0,007 <0,001 0,133
G. Retroperitoneal (g) 8,66 + 4,83 4,83 +1,64* 4,58 = 1,44* 3,16 £1,19 0,002 <0,001 0,131
Adiposidade (%) 347+1,16 3,00+0,8 2,25+0,62% 1,82 £0,437 0,059 <0,001 0,945
IAT 2363 +4293 1784 +£61,46% 2245+ 134,11* 1938 £68,5#F  <0,001 0,465 <0,001
ICT (Kcal) 8508 = 154 6425 £221* 8085 + 482* 6977 + 246#+  <0,001 0,465 <0,001
EAT (%) 2,48+ 0,4 1,64 +£0,74%* 2,21 +0,63 2,00 + 0,58 0,004 0,802 0,079

C: Controle (n=12); JI: Jejum Intermitente (n=12); EX: Exercicio fisico Intervalado de Alta Intensidade (n=12); EJI: Exercicio
fisico Intervalado de Alta Intensidade e Jejum Intermitente (n=12); MCF: massa corporal final; G.: gordura; IAT: ingestao
alimentar total; ICT: ingestéo caldrica total; EAT: eficiéncia alimentar total. n: nUmero de animais. Média + desvio padrao;
ANOVA de duas vias e Tukey; * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. EX; 1 p<0,05 vs. JI.

A concentragao seérica de MDA foi maior no grupo JI quando comparado ao C e
menor em EJI que em JI (C: 364,9 £ 54; JI: 455,7 + 56; EX: 373,8 +47; EJI: 372,5 %
36 uM; Figura 2).

Figura 2-Concentracao sérica de MDA

600 q Treinamento:0,021
Dieta:0,006 *
500 4 Interagdo:0,005 -|-
_awo{ ] ] [
=
=
= 300 -
[ ]
=
200 A
100 4
4]
C J EX EJI
N=10 N=10 N=10 N=10

Figura 2. Grafico da concentragdo sérica de MDA, expressa
em pM. C: Controle; JI: Jejum intermitente; EX: Exercicio; EJI:
Exercicio e Jejum Intermitente. Média + desvio padrao. ANOVA
de duas vias, complementada com pds teste de Tukey. * p
<0,05vs. C; T p <0,05 vs. JI.
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A concentragao miocardica de proteina carbonilada foi maior no grupo JI que
em C e menor em EJI que em JI (C: 2,7+0,6; JI: 5,4+2; EX: 3,2+1,3; EJI: 3 £1,1

mmol/mg proteina; Figura 3).

Figura 3- Concentragdo miocardica de proteina
carbonilada
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Figura 3. Grafico da concentracao miocardica de proteina
carbonilada expressa em mmol/mg proteina. C: Controle; JI:
Jejum intermitente; EX: Exercicio; EJI: Exercicio e Jejum
Intermitente. Média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias,
complementada com pés teste de Tukey. * p <0,05 vs. C; T p
<0.05 vs. JI.

5. DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a influéncia do jejum intermitente e do exercicio
intervalado de alta intensidade sobre os marcadores de estresse oxidativo sistémico
e miocardico em ratos saudaveis. O JI, como fator isolado, aumentou a
concentracado sérica de MDA e a concentragdo miocardica de proteina carbonilada;
em contrapartida, esta alteracao foi atenuada pela combinacéo de JI e HIIT.

Animais submetidos a JI apresentaram redugcdo na massa corporal, gordura
epididimal, gordura retroperitoneal, consumo total de alimentos e ingestdo caldrica
total. O JI é responsavel por fomentar altas taxas metabdlicas durante as refeigdes e

maior oxidagado de gorduras durante o jejum. Isso pode ser associado as alteragdes
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fundamentais no controle do metabolismo energético, ao elevar os niveis do
horménio tireotropina, que é o responsavel pelo aumento da energia dissipada e
redugdo da massa corporal®?.

A combinacdo do HIIT com o JI mostrou-se mais eficiente para promover
alteragcbes na composicao corporal do que as versodes isoladas dessas intervencgdes.
Na literatura, ja ha relatos de que um efeito sinérgico € produzido sobre a
composicao corporal frente 8 combinagéo de JI e HIIT?®, com redugdo da gordura
visceral e preservagéo ou hipertrofia da massa muscular esquelética®*. A leptina é
caracterizada como um horménio que aumenta a saciedade e o gasto energético,
mas durante o jejum atua como modulador neuroenddcrino, sendo responsavel por
sinalizar ao cérebro a necessidade de ajustes que garantam o metabolismo mais
eficiente para o organismo®>?’.

O exercicio intervalado de alta intensidade melhorou a tolerancia ao esforgo,
observada pela distédncia percorrida e a velocidade maxima alcangcada pelos
animais, demonstrando melhora da performance. O consumo maximo de oxigénio
(VO,max) reflete a maxima capacidade de um individuo absorver, transportar e
consumir oxigénio, durante o HIIT ha um aumento no pico de VO, por meio de
adaptacdes periféricas e centrais promovendo maior tolerancia e desempenho®2. E
possivel que haja relagdo com aumento da capacidade oxidativa mitocondrial®®. A
pratica de HIT pode promover modificagdes positivas em enzimas que
desempenham importante papel no conteudo e morfologia mitocondrial. A atividade
da PGC-1 (coativador transcricional receptor gama proliferador de peroxissoma),
regulada positivamente pelo HIIT, tem grande participacdo na biogénese
mitocondrial, o que pode culminar em aumento de sintese mitocondrial®'.

As mitocondrias propiciam a homeostase intracelular e a regulacdo do
crescimento celular; seu papel na regulagdo de apoptose em cardiomiocitos
influencia significativamente fungbes cardiacas como a capacidade contratil do
coragao. Nas células cardiacas, podem ser o principal local de producédo das EROS.
Se a produgao de EROs ocorre de maneira acentuada, ha perda do equilibrio redox
celular, devido a redugdo do desempenho do sistema antioxidante3>33.

Os resultados do presente estudo indicam que o JI aumentou os niveis de
estresse oxidativo no miocardio e em niveis séricos. Isso sugere que, embora
comumente relacionado a beneficios metabdlicos e a reducédo de peso, o JI pode

causar efeitos especificos em determinados o6rgéos®. Os radicais livres (RL) sdo
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descritos como atomos ou moléculas provenientes do oxigénio, nitrogénio e enxofre,
que sao altamente reativos e instaveis em relacdo a outras moléculas, criando as
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre. O metabolismo do oxigénio
ocorre geralmente na mitocéndria, em membranas celulares e no citoplasma, e a
partir de uma reagédo de redugao do oxigénio ocorre a formagéo de RL que podem
ser concessores ou receptores de elétrons, causando alteragdes ao seu redor, como
por exemplo a superéxido (O:7), hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H202),
que sao extremamente reagentes e ao interagir com outra matéria formam as
espécies reativas de oxigénio (EROS)%*.

Sendo assim, o0 estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a
geragdo e remogdo de EROS'™. Em contrapartida, o sistema de defesa antioxidante
tem a funcdo de atenuar os danos ocasionados pelas EROS, sendo o enzimatico
constituido por superéxido-dismutase (SOD), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e
catalase™3, Em situagbes que a geracdo de EROS excede a capacidade do
sistema de defesa, € oportunizada a oxidagao de biomoléculas, que resulta na
formacdo de biomarcadores de estresse oxidativo, esses podem descender de
lipidos, proteinas e do acido desoxirribonucleico’. A membrana é um dos elementos
mais alvejados por meio da peroxidagéao lipidica, sendo responsavel por modificar a
permeabilidade e a estrutura de membranas celulares. Em decorréncia disso, ocorre
a perda das fungbes da membrana e a formagao de toxicidade com a geracao de
produtos como o malondialdeido, produto da peroxidagao lipidica, que culmina na
destruicdo da célula™. Em episddios de oxidacdo proteica, a formagcdao mais comum
€ da proteina carbonilada, que por meio de reagdes formam produtos agregados, e
esses nao capazes de sofrer protedlise, causando assim um arsenal de proteinas
que foram oxidadas e que provocam transtornos na estrutura e fungdo celular' .

Em estudo realizado a partir do isolamento mitocondrial, o JI em curto prazo
resultou em alteragcdes especificas no estado redox em diferentes tecidos. A
concentracdo de MDA e os niveis de proteina carbonilada foram reduzidas pelo JI no
coracao de ratos; além disso, ndo houve alteracéo na liberagao absoluta de peroxido
de hidrogénio (H,O,), apresentando assim efeito cardioprotetor contra o dano
oxidativo**. Ademais, o dano oxidativo induzido pela idade é atenuado no coracgéo
de animais submetidos ao JI em relagéo ao controle®. Em camundongos submetidos
a Jl, foi identificado que a alternéncia entre um periodo de jejum prolongado e um

periodo de alimentagcdo ad libitum eleva o consumo alimentar, resultando em
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adaptagcdes metabolicas que geram aumento da respiragdo mitocondrial em
neurdnios, responsavel por ampliar a producdo de EROS®*. Em ratas Wistar
recém-desmamadas, o JI durante 12 semanas causou aumento significativo de
EROS total e mitocondrial, além de aumentar a concentragdo de H,O, nas ilhotas
pancreaticas®. Em estudo experimental, foi identificado que o JI resultou em
aumento acentuado na liberacdo de H,O, no tecido adiposo e no musculo
esquelético de ratos, indicando uma geragao exacerbada de ROS ou uma redugéao
da capacidade oxidante; esses resultados demonstram que as alteragbes
metabdlicas apresentam relacdo com a duragao da intervencgao dietética, visto que o
JI a longo prazo (32 semanas) elevou a produgdo de EROS quando comparado ao
JI a curto prazo (4 semanas)*.

O estresse metabdlico induzido por JI pode ser explicado pelo aumento do
consumo de oxigénio e da liberagao de COZ2, evidenciando a utilizagcdo do
metabolismo aerdbico. O uso elevado de oxigénio pelas mitocondrias para a
producédo de ATP & um exemplo de uso excessivo de oxigénio durante o jejum,
principalmente pelas mitocondrias, resultando no aumento das EROS como produtos
secundarios da agdo da cadeia transportadora de elétrons®.

Em relagcéo aos efeitos do HIIT sobre o estresse oxidativo, em nosso estudo,
o aumento da concentracdo de marcadores de estresse oxidativo foram atenuados
pelo treinamento intervalado de alta intensidade quando associado ao JI. Sabe-se
que o HIIT possui efeitos atenuantes sobre o estresse oxidativo, e que a intensidade
do exercicio € um fator crucial para a cardioprotecdo. O HIIT & responsavel por
liberar menos quantidades de radicais livres, enquanto que em exercicios de
intensidade moderada ha uma maior liberagdo de EROS*"2,

Autores sugerem que os efeitos cardioprotetores do HIIT sdo subsidiados pela
regulagcdo de microRNA, de vias mitocondriais e de estresse oxidativo, sendo sua
alta capacidade antioxidante mediada pela elevacédo dos niveis de SOD-1 e SOD-2,
proporcionando um equilibrio redox***®, Em modelo experimental de infarto do
miocardio, o HIIT reduziu os niveis de MDA no coragéo de ratos*.

Em nosso estudo, a concentragao sérica de MDA e proteina carbonilada foi
maior no grupo JI comparado ao EJI, indicando uma interacéo entre Jl e o HIIT na

prevencao do estresse oxidativo.
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6. CONCLUSAO

O Jl eleva a concentragcdo dos biomarcadores de estresse oxidativo sistémico

e miocardico, enquanto o HIIT atenua esses efeitos adversos em ratos saudaveis.
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ANEXOS

ANEXO A- Certificado de aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

\
PN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 90LIO DE MESQUITA FILHO®

Campus de Botucatu

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Criada pela da Portaria DFM n® 611 de 13/12/2012

CERTIFICADO N° 1381/2021 - CEUA

Certificamos que o projeto intitulado: “Modulagdo da via de sinalizacdo das sestrinas e caracteristicas morfologicas no coracio de ratos submetidos a jejum
intermitente e treinamento intervalado de alta intensidade”, conduzido pelo Pesquisador: Paula Felippe Martinez - Orientadora: Profa. Titular Dra. Marina Politi Okoshi —
Coorientador: Prof. Ass. Silvio Assis de Oliveira Junior - Colaboradores: Felipe César Damatto, Felipe de Moura Duarte, Luana Urbanc Pagan, Maria Lua Marques de Mendonga,
Marianna Rabelo de Carvalho, Rodrigo Juliano de Oliveira, landara Schettert Silva e Katashi Okoshi, registrado com o n® 1381/2021, que envolve a produgao, manutengao ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de
08 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e fai

APROVADO pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, em reunido ordinaria de 31 de marco de 2021.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Especie/Linhagem/Raca Ratos Wistar
N© Total de animais 60
Idade/Peso 60 Dias — 200 Gramas
Sexo Machos
e
Sara Rosa Stanley Sampaio Profa. Associada Bertha Furlan Polegato
Secretaria da Comissao de Etica no Uso de Animais Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

The research project registered by the number 1381/2021 is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the Committee on Ethics in the Use of Animals of Botucatu Medical School - Sao Paulo State University (UNESP) on 31/march/2021.

Distrito Rubi&o Janior, s/n® — Botucatu — SP. CEP: 18618-970 Fones: (14) 38801880 — E-mail Secretaria: ceua@fmb.unesp.br
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ANEXO B- Normas para publicacao do peridédico Arquivos Brasileiros de
Cardiologia (ISSN 0066-782X).

ORGANIZACAO DOS ARTIGOS E NORMAS TECNICAS

e Idioma:

A ABC Cardiol € uma publicagdo bilingue. Os artigos podem ser submetidos em lingua portuguesa efou inglesa. Para os artigos
aprovados, é obrigatdriaa entrega do segundoidioma caso o autortenha optado em submetero artigo somente no idioma portugués.
O autor pode solicitar a tradugfo através da revista ou entregar no prazo maximo de 30 dias. No caso da ndo entrega, o artigo sera
cancelado. O autor que submeter o artigo no idioma inglés n3o precisard providenciar a traducdo, porém, no ato da submiss3o, é
recomendado o envio dos artigos nos dois idiomas para agilizagdo do processo de produgdo caso seja possivel.

* Ordenagdo:

Importante: Os textos devem ser editados em processador de texto (exemplo: Word da Microsoft®, Google Docs®, Writer®).

ARTIGO ORIGINAL

1- Paginade titulo

o Deve conter o titulo completo do trabalho (com até 150 caracteres, incluindo espacos) de maneira concisa e descritiva em
portugués.

o Deve conter o titulo completo em inglés (com até 150 caracteres, incluindo espacgos).

o Deve conter o titulo resumido (com até 50 caracteres, incluindo espagos) para ser utilizado no cabegalho das demais paginas do
artigo.

o Devem serincluidos detrés a cinco descritores (palavras-chave), assim como a respectiva tradugio para as keywords (descriptors).
As palavras-chave devem ser consultadas nos sites: , que contém termos em portugués, espanhol e inglés ou

, para termos somente em inglés.
o Deve informar o nimero de palavras do manuscrito (word-count).

2- Resumo
o Resumo de até 250 palavras.
o Estruturado em cinco segdes:
= Fundamento (racionalpara oestudo);
= QObjetivos;
= Métodos (breve descri¢do da metodologia empregada);
= Resultados (apenasos principais e mais significativos);
= Conclusdes (frase(s) sucinta(s) com a interpretagao dos dados).
Solicita-se ndo citar referéncias no resumo.
Solicita-se incluir nimeros ahsolutos dos resultados juntamente coma sua significincia estatistica comprovada atravésdo valor do
p, % e outros métodos de analise. N3o serdo aceitos dados sem significancia estatistica devidamente comprovada, porexemplo: “a
medida aumentou, diminuiu” etc.).
3- Corpodo artigo
Deve ser dividido emcinco se¢des: introducio, métodos, resultados, discussdo e conclusdes.
o Introdugdo:
= Sugerimosndo ultrapassar 350 palavras.
= Faca uma descrigdo dos fundamentos e do racional do estudo, justificando com base na literatura e destacando a lacuna
cientificado qual o levou a fazer a investigacdo e o porqué.
= No ultimo paragrafo, dé énfase aos objetivos do estudo, primarios e secundarios, baseados na lacuna cientifica a ser investigada.
o Meétodos:
= Descreva detalhadamente como foram selecionados os sujeitos da pesquisa observacional ou experimental (pacientes ou
animais de experimentagao, incluindoo grupo controle, quando houver), incluindo idade e sexo.
= A definigdo de ragas deve ser utilizada quando for possivel e deve ser feita com clareza e quando for relevante para o tema
explorado.
= |dentifique os equipamentos e reagentes utilizados (incluindo nome do fabricante, modelo e pais de fabricacio, quando
apropriado) e dé detalhes dos procedimentos e técnicas utilizados de modo a permitir que outros investigadores possam
reproduziros seus dados.
= Descreva osmétodos empregados em detalhes, informando para que foram usados e suas capacidades e limita¢des.
= Descreva todasas drogas e fairmacos utilizados, doses evias de administracdo.



= Descreva o protocolo utilizado (interven¢des, desfechos, métodos de alocacio, mascaramento e analise estatistica).

= Em caso de estudos em seres humanos, indigue se o trabalho foi aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa, se os pacientes
assinaram ostermos de consentimento livre e esclarecido e se esta em conformidade com o descrito na resolugdo 466/2012.

= Descreva os métodos estatisticos utilizados para obtengdodos resultadose justifique.

o Resultados:
= Exibidoscom clareza, devem estar apresentadossubdivididosem itens, quando possivel, e apoiadosem niimero moderado de

graficos, tabelas, quadros e figuras. Evitar a redundancia ao apresentar os dados, como no corpo do texto e em tabelas.
= E de extrema importincia que a suasignificincia estatistica seja devidamente comprovada.

o Discussio: Relaciona-se diretamente ao tema proposto quando analisado a luz da literatura, salientando aspectos novos e
importantes do estudo, suas implicagdes e limitagbes. A comparagdo com artigos previamente publicados no mesmo campo de
investigacdo é um ponto importante, salientando quais sdo as novidades trazidas pelos resultados do estudo atual e suas
implicagbes clinicas ou translacionais. O Ultimo paragrafo deve expressar conclusdes ou, se pertinentes, recomendacdes e
implicagoes clinicas.

o Conclusdes: Devem responder diretamente aos objetivos propostos no estudo e serem estritamente baseadas nos dados.
Conclusdes que ndo encontrem embasamento definitivonos resultados apresentados no artigo podem levar a ndo aceitagdo direta
do artigo no processo de revisdo. Frases curtas e objetivas devem condensar os principais achados do artigo, baseados nos
resultados.

o Consulteasinformagoes sobre artigo original de pesquisas clinicas/ensaios clinicos.

4- Agradecimentos

o Devem vir apds o texto. Nesta se¢io, é possivel agradecer a todas as fontes de apoio ao projeto de pesquisa, assim como
contribuigdes individuais.

o Cada pessoa citada na se¢do de agradecimentos deve enviar uma carta autorizando a inclusdo do seu nome, uma vez que pode
implicar em endosso dosdados e conclusdes.

o N3o énecessario consentimento por escrito de membros da equipe de trabalho, ou colaboradores externos, desdeque o papel de
cada um esteja descrito nosagradecimentos.

o Figuras e Tabelas

o O numerode tabelasefiguras indicados para este tipo de artigo pode ser encontrado ao acessaro quadro resumido a seguir.

o Tabelas: Numeradas por ordem de aparecimento e adotadas quando necessario a compreensao do trabalho. As tabelas niao
deverao conter dados previamente informados no texto. Indiqgue os marcadoresderodapé na seguinteordem: *, 1, , §, //,9, #, **,

11, etc. As tabelas devem ser editadasem Word ou programa similar. Orientamos os autores que utilizem os padrdoes de tabelas e
figuras adotados pela ABNT. Conforme normas, a tabela deve ter formata¢do aberta, ter a sua identificagdo pelo nimero e pelo
titulo, que devem vir acima da tabela, a fonte, mesmo que seja o préoprio autor, abaixo.

o Figuras: Devem apresentarboaresolucio paraserem avaliadaspelos revisores. Conforme normas da ABNT, as ilustracdes devem
apresentar palavra designativa, o nimero de acordo com a ordem que aparece no texto, e o titulo acima da imagem. Abaixo, a
fonte. As abreviagdes usadas nas ilustragoes devem ser explicitadas nas legendas.

E desejavel que a figura 1 sejaa que melhor resume os dados principais do artigo, ou seja, uma ilustracio central dos resultados do
artigo. Pode-se usar montagens de imagens.

As figuras e ilustragbes devemser anexados emarquivos separados, na area apropriadado sistema, com extensdo JPEG, PNG ou
TIFF.

o Imagens e videos: Os artigos aprovados que contenham exames (exemplo: ecocardiograma e filmes de cinecoronariografia) devem
ser enviados através do sistema de submissao de artigos como imagens em movimento no formato MP4.

o Referéncias bibliograficas

o A ABC Cardiol adota as Normas de Vancouver — Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journal
( )-

o Asreferéncias devem ser citadas numericamente, porordem de aparecimento no texto, e apresentadas em sobrescrito.

o Se forem citadas maisde duasreferéncias em sequéncia, apenas a primeira e a tltima devem ser digitadas, separadas porumtrago
(Exemplo: 5-8).

o Em caso de citacdo alternada, todas as referéncias devem ser digitadas, separadas porvirgula (Exemplo: 12, 19, 23). As abreviacdes
devem ser definidas na primeira apari¢do no texto.

o Asreferéncias devem ser alinhadas a esquerda.

o Comunicagdes pessoais e dados ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas apenas mencionados no texto
e em nota de rodapé na paginaem que é mencionado.

o Citartodos os autores da obra se houverseis autoresou menos, ou apenas os seis primeirosseguidosde et al ., se houver mais de
seis autores.

o As abreviacdes da revista devem estar em conformidade com o Index Medicus/Medline — na publicacdo List of Journals Indexed in
Index Medlicus ou por meiodo site ’

o SO serdo aceitas citagdes de revistas indexadas. Os livros citados deverdo possuir registro ISBN (International Standard Book
Number).

o Resumosapresentadosem congressos (abstracts)sé serdo aceitos até doisanos apdsa apresentacio e devem conter nareferéncia
o termo “resumo de congresso” ou “abstract”.

o O nuUmero de referéncias indicado para cada tipo de artigo pode ser encontrado no quadro resumido.

o Politicade valorizagdo: Os editores estimulam a citagdo de artigos publicados na ABC Cardiol e oriundos dacomunidade cientifica
nacional.
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