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RESPOSTAS DO ESTRESSE OXIDATIVO
A UMA SESSAO DE EXERCICIO FISICO
EM MULHERES COM EXCESSO DE
MASSA CORPORAL: ENSAIO CLINICO
RANDOMIZADO.

RESPONSES OF OXIDATIVE STRESS TO A PHYSICAL
EXERCISE IN WOMEN WITH EXCESS BODY MASS: A
RANDOMIZED CLINICAL ESSAY

RESUMO

Introdugao: O estresse oxidativo esta relacionado ao
aparecimentodedoencascardiovasculares.Sedentarismo
e obesidade predispdem ao aumento da formacdo de
espécies reativas ao oxigénio e a atividade Ffisica vem
sendo considerada como um fator de reducdo deste
fator. Objetivo: Avaliar se uma sessao de exercicio fisico
de baixa a moderada intensidade altera o stress oxidativo
apo6s 12 horas em mulheres com aumento do peso
corporal. Método: Incluidas 30 mulheres sedentarias com
excesso de peso corporal (IMC de 29+4,4kg/m?) divididas
aleatoriamente em dois grupos. Apés um jejum de 12
horas, as voluntdrias fizeram uma primeira coleta de
sangue. O grupo experimento foisubmetido a uma sessao
de exercicio fisico 12 horas apés a primeira coleta de
sangue. As voluntdarias do grupo controle e experimento
fizeram uma segunda coleta de sangue 24 horas apds
a primeira. Foram dosados Triglicerideos, colesterol
total, TBARS, carbonilas e sulfidrilas. Foram utilizados
teste t para amostras independentes e dependentes e
adotando como nivel de significancia 5%. Resultados:
O exercicio fisico modificou a resposta de peroxidacao
lipidica na andlise intergrupo (controle = A 0,49 (-0,18 -
0,81) vs experimento = A-0,09 (-0,58 - 0,21)) (p = 0,02).
Na analise intragrupo foi identificado um aumento do
TBARS apenas no grupo controle (antes=1,97+0,65;
depois=2,28%0,47; p=0,049). Nao Fforam evidenciadas
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modificagoes para as sulfidrilas e carbonilas nas andlises intra e intergrupo. Conclusao: O efeito
subagudo do exercicio fisico de baixa intensidade é capaz de modificar a resposta de peroxidacdo
lipidica, ndo interferindo na peroxidacao proteica e no fator antioxidante.

ABSTRACT:

Introduction: Oxidativestressisrelatedtothe onsetof cardiovasculardiseases.Sedentary lifestyle
and obesity predispose to an increased in the formation of reactive oxygen species and physical
activity has been considered as a factor for reducing it. Objective: To assess whether a session of
low to moderate intensity exercise alters oxidative stress after 12 hours in women with increased
body weight. Method: There were included 30 women sedentary with excess body weight (BMI of
29 +4.4kg/m2) randomly divided into two groups. Aftera 12-hour fast, the volunteers made a first
blood collection. The experiment group underwent a physical exercise session, 12 hours after the
first blood collection. The volunteers in the control and experiment groups performed a second
blood collection 24 hours after the first. Triglycerides, total cholesterol, TBARS, carbonyls and
sulfhydryl were measured. T-tests were used for independent and dependent samples adopting a
significance level of 5%. Results: Physical exercise modified the lipid peroxidation responsein the
intergroup analysis (control = A 0.49 (-0.18 - 0.81) vs experiment = A-0.09 (-0.58 - 0.21)) (p = 0.02).
In the intragroup analysis, an increase in TBARS was identified only in the control group (before =
1.97 £ 0.65; after = 2.28 £ 0.47; p = 0.049). There were no changes for sulfhydryl and carbonyls in
intra and intergroup analyzes. Conclusion: The subacute effect of low intensity physical exercise
is able to modify the lipid peroxidation response, without interfering with protein peroxidation
and antioxidant factor.

Keywords: Obesity; exercise; TBARS; antioxidants.

INTRODUCAO

O estresse oxidativo classicamente é conhecido como um desequilibrio provocado entre
a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e a producao de fatores antioxidantes'.
As ROS do oxigénio em excesso ddo inicio a uma cascata de reacdes moleculares gerando
comprometimentos importantes como peroxidacao lipidica, dano proteico e danos oxidativos em
acidos nucleicos?.

Umdos principais mecanismos de lesdo provocada pelostresse oxidativo éalipoperoxidacao
da membrana, acarretando consequentemente alteracoes na estrutura e na permeabilidade da
mesma3. As ROS, que contribuem para o estresse oxidativo, podem estar relacionadas a diversas
complicacoes, entre elas as doencas cardiovasculares e as relacionadas a obesidade, incluindo
disfuncao endotelial e aterosclerose®. A obesidade e o sedentarismo sdo considerados fatores
contribuintes para a ocorréncia de estresse oxidativo**.

O exercicio fisico tem sido apontado como um Ffator positivo no controle do estresse
oxidativo, porém os resultados ainda sdao contraditérios. Alguns estudos tém sinalizado que o
exercicio agudo pode induzir a um estado transitério de estresse oxidativo™® outros estudos
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sugerem que o estresse oxidativo induzido pelo exercicio possa promover a expressao da defesa
antioxidante e as respostas adaptativas ao treinamento®. Alguns outros estudos tém sugerido
que a atividade fisica pode reduzir o estresse oxidativo™.

Devido a grande variacdo de caracteristicas relacionadas a pratica de exercicio fisico como
intensidade, duracdo, modalidade, efeito agudo, subagudo e crénico do exercicio, os resultados
dos estudos apresentam resultados variados.

Quanto aos efeitos da intensidade do exercicio sobre o estado redox os resultados ainda
aparecem conflitantes’. Em alguns estudos, o exercicio de alta intensidade tém sido sinalizado
como responsavel por aumentar o consumo de oxigénio e estimular mitocondrias e linfécitos,
resultando em maior producdo de oxigénio reativo e espécies de nitrogénio (RONS)'#'3, Qutros
estudos sugerem que o exercicio de alta intensidade pode reduzir a producao de espécies reativas
do oxigénio'. O exercicio de baixa a moderada intensidade tém apresentado resultados positivos
na reducdo do estresse oxidativo'™ porém em outros estudo seu efeito estressor parece estar
presente’s.

O tempo para que os efeitos sobre o estresse oxidativo aparecam apdés uma sessao de
exercicio fisico também é um fator que carece de esclarecimentos. Em alguns trabalhos o efeito
positivo sobre o estresse oxidativo foram percebidos somente 24h apés o exercicio'’, em outros
estudos os efeitos sobre o estresse oxidativo ja foram percebidos 12h apés a sessdo de exercicio
fisico™.

A partir destes questionamentos e necessidades de maiores esclarecimentos quanto aos
efeitos do exercicio fisico, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma sessdo de exercicio
fisico de baixa a moderada intensidade no estresse oxidativo apés 12 horas, em mulheres com
excesso de peso.

METODOS

Delineamento e Populagao de Estudo

Este ensaio clinico randomizado, registrado na ClinicalTrials.gov (NCT03170973), foi
realizado com 30 pacientes oriundos da Clinica Escola da Faculdade Adventista da Bahia. A sua
metodologia jd foi detalhadamente descrita em estudo publicado anteriormente na Lipids in
Health and Disease™. Abaixo, brevemente, os principais dados do protocolo.

Critérios de selecdo

Os critérios de inclusdo para participacdao neste estudo foram: Mulheres com indice de
massa corporal (IMC) acima de 24,9kg/m? com idade entre 18 e 30 anos, e sedentdrias. O nivel de
sedentarismo foi identificado a partir do Questiondrio Internacional de Atividade Fisica - versao
longa. Foram excluidas mulheres que apresentassem doencas metabdlicas, cardiovasculares,
hipotireoidismo, doencas renais parenquimatosas ou diabetes mellitus, histérico de alcoolismo ou
tabagismo, usodehipolipemiantes, corticdides, diuréticos, beta-bloqueadoreseanticoncepcionais.

Tamanho da amostra e randomizacao

A amostra foi de 30 pacientes, tendo sido selecionadas de forma aleatéria 15 pacientes
dentre 33 pacientes do grupo intervencao e 33 no grupo controle de ensaio clinico randomizado
que incluiu no total de 66 pacientes. A randomizacao foi feita por um dos pesquisadores que ndo
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desempenharam um papel na intervencao ou avaliacdo laboratorial dos participantes.

Intervengoes

As pacientes em cada grupo foram submetidas a avaliacdo basal com coleta de sangue
na veia antecubital apds jejum de 12 horas para medicdo dos valores séricos de triglicerideos,
colesterol total, sulfidrilas, carbonilas e espécies reativas de acido tiobarbitdrico (TBARs).

Passadas 12 horas ap6s a primeira coleta de sangue, as pacientes do grupo experimento
realizaram uma sessdo de exercicio fisico em esteira ergométrica. O exercicio correspondeu a um
gastocaloéricode 250Kcal?°e foidividido nos temposde:aquecimento (7 minutos), condicionamento
e desaquecimento (5 minutos). O tempo de condicionamento foi o correspondente ao gasto
energético de preconizado com intensidade leve baseada na percepcdo de esforco de Borg?'.
Para um melhor entendimento dessa escala foi realizado ancoramento prévio ao dia do exercicio
habituando as voluntdrias a responderem de forma adequada quando solicitado sobre a
intensidade do exercicio. Foi utilizado cardiofrequencimetro que mediu o gasto energético com
base na massa corporal, sexo e idade da voluntaria.

ApOs a sessao de exercicio fisico elas foram orientadas a retornar para casa e manter a sua
dieta habitual. Vinte e quatro horas apés a primeira coleta de sangue, as voluntarias retornaram
ao laboratério ap6s um jejum de 12 horas e tiveram novamente amostras de sangue coletadas.
Foram avaliadas as dietas dos dois dias anteriores ao exame de sangue através do recordatério
alimentar de 24 horas.

As mulheres do grupo controle foram submetidas ao mesmo protocolo de coleta de dados
do grupo experimento, porém ndo realizaram o exercicio 24h ap6s a primeira coleta e foram
orientadas a ndo realizarem atividade fisica nos dois dias prévios a coleta de sangue.

Etica da pesquisa

A proposta para esta pesquisa de tese foi apresentada ao Comité de Etica da Faculdade
Adventista da Bahia e aprovada sob nimero de protocolo 34017514.5.0000.0042. A participacao
neste estudo foi voluntéria e os pacientes poderiam deixar o estudo em qualquer etapa. Todos
os participantes foram informados sobre o objetivo e a natureza do estudo, e cada participante
forneceuseu consentimento por escrito antes do estudo. Durante todo o estudo foram observadas
as diretrizes sobre a pesquisa com seres humanos da Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional
de Salde.

Coleta de sangue e perfil metabélico

O sangue para andlise foi coletado em dois momentos, dia basal e dia experimento, em
ambososgrupos,apésjejumde 12 horas. Paraandlise foram realizadas pun¢des naveia antecubital,
o sangue foi centrifugado, o soro foi aliquotado e congelado a —80 °C para posterior analise. As
andlises séricas seguiram o seguinte protocolo;

As carbonilas- As amostras de sangue foram incubadas com 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH
10 mmol / L) em solucdo de 2,5 mol / L HCl durante 1 h a temperatura ambiente, no escuro. As
amostras foram submetidas a vortex a cada 15 min. Em seguida, adicionou-se 20% de solucdo de
TCA (p / v) em amostras de tubos, deixou-se em gelo durante 10 min e centrifugou-se durante 5
min a 1000 g, para recolher precipitados de proteina. Qutra lavagem foi realizada com 10% de
TCA. O sedimento foi lavado 3 vezes com etanol: acetato de etilo (1: 1) (v / v). Os precipitados
finais foram dissolvidos em solucdo de cloridrato de guanidina a 6 mol / L, deixados durante 10
minutos a 37 ° C e lidos a 360 nm.?? Os resultados foram expressos como nmol / mg prot.
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Para andlise das sulfidrilas as amostras foram incubadas por 15 min, centrifugadas a
1800g por 15 min e lidas no comprimento de onda de 412nm. Foram utilizadas 100uL da amostra
adicionados 300uL de tris 0,002mol/L, pH=8,2 e 20uL de solucdo de DTNB 0,01mol/L. O célculo
das sulfidrilas foi baseada na metodologia de Sedlak e Lindsau?®e seguiu a férmula: Sulfidrilas =
(abs x diluicdo) / (13100x proteina).

Para avaliacdo da peroxidacao lipidica foram mensuradas substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). O protocolo utilizado seguiu a descricdo de Buege e Aust?4. Este método
se baseia na reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitirico com uma de malondialdeido
(MDA), produzindo um complexo de coloracdo résea que pode ser quantificado pela leitura em
espectrofotémetro em um comprimento de onda de 532nm.

Foi adicionado a uma aliquota de 50 pL de plasma, 12,5 yL de SDS (8,1%), 93,75uL de 4cido
acético (20%), PH 3,5, 93,75 uL de acido tiobarbiturico (0,8%). Foi agitada e encubada em banho
fervente por 1h. Foi resfriado em temperatura ambiente, centrifugado a 3500rpm por 10 min. O
sobrenadante foi lido em espectofotémetro a temperatura ambiente em um comprimento de
onda de 532nm. A concentracdo dos TBARS foi determinada utilizando-se 1,56 x 105 x M-1mL-1
como coeficiente de extingdo molar de MDA. Os valores foram expressos em ng de TBARs/mL de
plasma.

Métodos estatisticos

A analise de dados foi realizada usando o software SPSS versdo 24. Utilizamos o teste t de
amostras independentes e teste t de amostras pareadas para analisarmos as diferencas inter e
intragrupo, respectivamente. A diferenca estatistica foi significante em p <0,05. A normalidade
dos dados foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilks.

RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 30 mulheres jovens com idade média de 24,8%4,0 anos, com
IMC de 29+4,1Kg/m?, Relacdo Cintura Quadril (RCQ) de 0,84%0,1. Elas apresentavam valores
de triglicerideos 100,8%55,5 e colesterol de 161,7+31,2. Na Tabela 1 é possivel observar as
varidveis laboratoriais da amostra. Somente os valores de carbonilas diferiram entre os grupos,
apresentando em maior valor no grupo experimento.
Tabela 1 - Aspectos clinicos, metabdlicos e anti- e pré-oxidantes de mulheres com aumento do
peso corporal (n=30)
I = W P

(n=30) (n=15) (n=15)

Idade 24 8+4,0 25+4 25+3

0,84:0,1 08£01 | _0840,1
Colesterol total (mg/dL) 161,7+31,2 161431 162432 | 096 |
Sulfidrilas 5,541,1 5,01,1 5,841,0

* P<0,05, teste T de Student, amostras independentes
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Na Tabela 2 observa-se a avaliacdo do percentual de consumo de carboidratos, gorduras e
proteinas das pacientes com aumento do peso corporal. Ndo foram encontradas diferencas nas
ingestas alimentares entre os grupos controle e experimento. O consumo de carboidrato foi o de
apresentou a maior frequéncia em ambos os grupos.

Tabela 2 - Consumo alimentar das pacientes com aumento do peso corporal nos grupos

Sulfidrilas 5,86+1,08 5,52+1,51 0,465

Sulfidrilas 4,91+1,00 5,05%1,13 0,782

* P<0,05, teste T de Student, amostras pareadas

Na tabela 3 observa-se a andlise intragrupo da peroxidacao lipidica (TBARS), peroxidacao
proteica (carbonilas) e do fator antioxidante (Sulfidrilas). Foi identificado aumento na peroxidacao
lipidica no grupo controle. No grupo experimento nao foram identificadas mudancas nos valores
de peroxidacao lipidica, peroxidacdo proteica e no fator antioxidante.

; TOTAL GC GE
VARIAVEIS (n=30) (n=15) (n=15) -

Proteinas (%) 14,216,2 14,8%4,4 13,7%7,5 0,665
Lipidios (%) 25,718,5 27,8%8,1 23,848,8 0,225

Tabela 3 — Analise dos fatores antioxidante e pré-oxidantes antes e depois nos grupos controle e experimento, n=30.
Teste t de Student

Na tabela 4, quando comparadas as diferencas nos valores de peroxidacao lipidica e
proteica e nos valores do fator antioxidante, as diferencas ocorreram nos valores de TBARS entre
os grupos, com reducao para 0 grupo exercicio.

A TBARS 0,49 (- 0,18-0,81) -0,09 (- 0,58-0,21) 0,032 *

A Carbonilas -1,50 (- 2,25-2,00) 0,00 (- 3,00-3,00) 0,978

Tabela 4 - Analise do A (valor depois- valor antes) dos valores antioxidante e pré-oxidantes nos grupos controle

e experimento, (n=30).

* p<0,05, teste t de Student, amostras nao pareadas
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DISCUSSAO

O estresse oxidativo é medido pelo desequilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes
com um predominio para o aumento dos fatores oxidantes. Esse desequilibrio pode resultar
em modificacdo oxidativa de DNA, lipidios e proteinas, desempenhando um papel fisiolégico
e patolégico na salde metabdlica. Vias de identificacdo destas lesdes relacionadas aos fatores
oxidantes foram dosados neste estudo representados pelas espécies reativas de 4cido
tiobarbitdrico (TBARs)?*® como indicador de lipoperoxidacdo via Malondialdeidos (MDA) e as
Carbonilas como indicador de peroxidagao proteica.

A avaliagdo da peroxidacgao lipidica é dificil uma vez que a quantificagdo de radicais livres
produzidos in vivo tem uma meia vida curta e sdo altamente reativos?. Para que possa ser feita
esta quantificacdo sdo utilizados métodos de mensuracdo de produtos de oxidacao lipidica como
indicadores indiretos da producao endégena de espécies Reativas de Oxigénio. Um dos produtos
utilizados paradosaraintensidade da peroxidacao lipidica é o malonaldeido (MDA). Este é formado
pela decomposicdo dos hidroperoéxidos lipidicos sendo caracterizado como um aldeido de cadeia
curta e que pode ser medido pela reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARs)?.

O aumento de TBARs é um indicador indireto do aumento da peroxidac¢do lipidica, sendo
o marcador de lipoperoxidagdo mais comumente utilizado?. Pode-se observar que na andlise
intragrupo o grupo controle apresentou um aumento do TBARS enquanto o grupo experimento
manteve seus valores pos exercicio semelhantes aos anteriores. Sabe-se que a inatividade Fisica
e a obesidade podem interferir aumentando o estresse oxidativo?. Segundo o estudo de Montes
e col?” as concentracdes de TBARS de jejum correlacionaram-se com a circunferéncia da cintura e
aumentaram em obesos em comparagdo com ndo obesos.

Quando comparado na andlise intragrupo, o grupo experimento antes e depois da
intervencao, nao foi evidenciada diferencas nos valores de TBARS, porém a diferenca aparece
apenas para o grupo controle, indicando um aumento na peroxidacdo lipidica deste grupo
no segundo momento. Esta manutencdo dos valores de TBARS na analise intragrupo para o
grupo experimento pode indicar uma menor producdo de fatores oxidantes no grupo exercicio
quando comparado o grupo controle. Diversos aspectos podem ser considerados eventos
estressores favorecendo uma subida do TBARS, entre eles pode ser destacado o jejum ao qual
foram submetidos ambos os grupos. Durante o jejum ocorre uma deplecdo de gordura corporal
e aumento da concentracdo plasmatica de acidos graxos livres, com posterior aumento da
peroxidacao lipidica®. Este aspecto, pode estar relacionado a subida do TBAR no grupo controle,
evento ndo relacionado no grupo experimento, devido ao fato de apenas este grupo ter realizado
exercicio Fisico

Evidencias sugerem que a obesidade exacerbaria os niveis de estresse oxidativo apoés o
exercicio agudo, porém esta alteracdo pode ser provocada pelo tipo de exercicio realizado. Em
nosso estudo foi realizado exercicio aerébio de baixa intensidade e os resultados evidenciaram
manutencdo nos valores de TBARs para o grupo exercicio, o que pode ser um achado expressivo.
No estudo de Vicente e col*' o tipo de exercicio que provocou aumento dos fatores oxidante em
populacdo obesa foi o treinamento resistido com predominio anaerébio, ndo sendo evidenciadas
alteragoes nos valores de TBARS para o grupo em que o exercicio foi aerébio continuo. Em nosso
estudo, na andlise intragrupo, o aumento do TBARS no grupo controle comparado a consequente
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manutencdo dos valores de TBARS no grupo experimento sugerem que o exercicio continuo de
baixa intensidade foi capaz de controlar a peroxidacao lipidica em mulheres obesas.

Quando realizada a comparacao das diferencas entre os grupos, observou-se que as médias
diferiram entre o grupo controle e experimento sendo identificadas por uma reducdo para o grupo
experimento e um aumento no grupo controle. Dados de outro estudo sugerem que uma Unica
sessdo de exercicio de baixa a intensidade individuos saudaveis atenua a resposta de estresse
oxidativo3#3, porém quando comparados na analise intra- e intergrupo nao foram identificadas
alteracoes significativas para as carbonilas e sulfidrilas.

Alguns estudos sugerem que o exercicio Fisico realizado de maneira aguda seria capaz
de aumentar a producdo enddégena antioxidantes**3>, porém tais beneficios parecem estar
relacionados ao aumento do volume e da intensidade do treinamento, sendo que o exercicio de
alta intensidade provocaria maior estresse oxidativo porém com maior atividade antioxidante em
comparacdo com o exercicio de intensidade de baixa a moderada3®, A capacidade estressora
aguda provocada pelo exercicio de alta intensidade poderia, em certa medida, regular a magnitude
da adaptacdo protetora segundo algumas evidéncias®. A atividade fisica de baixa intensidade
testada neste estudo evidenciou controle da atividade estressora com manutencao da atividade
antioxidante.

CONCLUSAO
De acordo com os resultados deste estudo em mulheres com excesso de peso, o efeito
subagudo do exercicio fisico de baixa intensidade é capaz de controlar a peroxidacao lipidica

em mulheres obesas, nao interferindo na peroxidacdo proteica e no fator antioxidante destas
mulheres.
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