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PORTELA, F. S. Treinamento Intervalado de Alta Intensidade melhora o status redox 

hepático via ativação da sinalização de Nrf2 e redução da expressão de CYP2E1 em ratas com 

hepatotoxicidade induzida por cisplatina. Dissertação (Mestrado) - Instituto Multidisciplinar 

de Saúde, Universidade Federal da Bahia, Vitória da Conquista, 2024. 

RESUMO 

A cisplatina (CP) é um quimioterápico amplamente utilizado no tratamento de diversos tipos 

de câncer, mas seu uso é limitado por vários efeitos adversos citotóxicos, incluindo a 

hepatotoxicidade. O estresse oxidativo é um mecanismo chave no dano hepático induzido por 

CP, mediado principalmente pela elevação na produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e pela upregulação de CYP2E1. O treinamento físico pode melhorar o status redox, 

oferecendo assim hepatoproteção. Este estudo comparou os efeitos do treinamento contínuo 

de baixa intensidade (LICT), treinamento contínuo de intensidade moderada (MICT) e 

treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) na hepatotoxicidade induzida por CP em 

ratas Wistar. As ratas foram divididas em cinco grupos (n = 7): controle sedentário (C+S), 

cisplatina e sedentário (CP+S), cisplatina e submetido ao LICT (CP+LICT), cisplatina e 

submetido ao MICT (CP+MICT) e cisplatina e submetido ao HIIT (CP+HIIT). Os protocolos 

de treinamento consistiram em oito semanas de corrida em esteira motorizada performada 

antes da administração de CP (5 mg/kg; intraperitoneal). Sete dias após a injeção de CP, os 

animais foram eutanasiados para análise de parâmetros bioquímicos séricos (albumina, 

bilirrubina, AST e ALT), histopatológicos, ensaios de imunoabsorção enzimática, 

imuno-histoquímicos e análise da expressão gênica por PCR em tempo real, para avaliação 

dos danos oxidativos e nitrosativos, status antioxidante e expressão das proteínas CYP2E1 e 

Nrf2. As análises estatísticas foram conduzidas através do teste ANOVA One-way, seguido 

pelo teste de comparação múltipla Newman Keuls, usando o software GraphPad Prism 5, com 

significância estatística definida em p<0,05. Os resultados demonstram que apenas o grupo 

CP+S apresentou um aumento dos níveis de bilirrubina e uma redução dos níveis de ALT, ao 

passo em que os três protocolos de treinamento preveniram esses efeitos. O HIIT foi o 

protocolo mais eficaz na prevenção das alterações histopatológicas e na redução dos 

marcadores de danos oxidativos e nitrosativos às macromoléculas celulares, incluindo 4-HNE 

(lipídios), nitrotirosina (proteínas) e 8-OHdG (DNA) induzidos pela CP. A redução desses 

marcadores parece estar associada à diminuição nos níveis de CYP2E1. Além disso, o HIIT 

ativou a via de sinalização Nrf2 e aumentou a expressão de enzimas antioxidantes 



downstream, como SOD1, catalase, GPx e HO-1. Em conclusão, o HIIT destacou-se como o 

protocolo mais eficaz para mitigar o dano hepático, possivelmente por meio da supressão do 

CYP2E1 e do aumento das defesas antioxidantes via ativação da via de sinalização Nrf2. 

Palavras-chave: Cisplatina. CYP2E1. Hepatotoxicidade. HIIT. Nrf2. 

 



PORTELA, F. S. High-intensity interval training improves hepatic redox status via Nrf2 

downstream pathways and reduced CYP2E1 expression in female rats with cisplatin-induced 

hepatotoxicity. Dissertation (Master's Degree) - Instituto Multidisciplinar de Saúde, 

Universidade Federal da Bahia, Vitória da Conquista, 2024. 

ABSTRACT 

Cisplatin (CP) is a widely used chemotherapeutic agent for the treatment of various types of 

cancer, but its use is limited by several cytotoxic adverse effects, including hepatotoxicity. 

Oxidative stress is a key mechanism in CP-induced liver damage, primarily mediated by 

increased production of reactive oxygen species (ROS) and the upregulation of CYP2E1. 

Physical training can improve redox status, thereby offering hepatoprotection. This study 

compared the effects of low-intensity continuous training (LICT), moderate-intensity 

continuous training (MICT), and high-intensity interval training (HIIT) on CP-induced 

hepatotoxicity in Wistar rats. The rats were divided into five groups (n = 7): sedentary control 

(C+S), cisplatin and sedentary (CP+S), cisplatin and subjected to LICT (CP+LICT), cisplatin 

and subjected to MICT (CP+MICT), and cisplatin and subjected to HIIT (CP+HIIT). The 

training protocols consisted of eight weeks of treadmill running performed prior to CP 

administration (5 mg/kg; intraperitoneal). Seven days after the CP injection, the animals were 

euthanized for analysis of serum biochemical parameters (albumin, bilirubin, AST, and ALT), 

histopathological assessments, enzyme-linked immunosorbent assays, immunohistochemistry, 

and gene expression analysis via real-time PCR. These evaluations assessed oxidative and 

nitrosative damage, antioxidant status, and the expression of CYP2E1 and Nrf2 proteins. 

Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA, followed by Newman-Keuls 

multiple comparison test, with the GraphPad Prism 5 software. Statistical significance was set 

at p < 0.05. The results demonstrate that only the CP+S group exhibited an increase in 

bilirubin levels and a reduction in ALT levels, while all three training protocols effectively 

prevented these effects. Among them, HIIT was the most effective protocol in preventing 

histopathological alterations and reducing markers of oxidative and nitrosative damage to 

cellular macromolecules, including 4-HNE (lipids), nitrotyrosine (proteins), and 8-OHdG 

(DNA) induced by CP. The reduction in these markers appears to be associated with 

decreased CYP2E1 levels. Furthermore, HIIT activated the Nrf2 signaling pathway and 

increased the expression of downstream antioxidant enzymes, such as SOD1, catalase, GPx, 

and HO-1. In conclusion, HIIT emerged as the most effective protocol for mitigating liver 



damage, possibly through CYP2E1 suppression and enhanced antioxidant defenses via Nrf2 

signaling pathway activation. 

Keywords: Cisplatin. CYP2E1. Hepatotoxicity. HIIT. Nrf2. 
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1 INTRODUÇÃO  

A cisplatina (CP) é um eficaz quimioterápico antineoplásico utilizado no tratamento 

de vários tumores sólidos, como os de mama, ovário e pulmão. No entanto, sua ação 

citotóxica não seletiva provoca inúmeros efeitos adversos dependentes da dose e do tempo, 

incluindo nefrotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, ototoxicidade e 

hepatotoxicidade (Oun; Moussa; Wheate, 2018; Ghosh, 2019). Embora a hepatotoxicidade 

seja menos considerada, vários estudos demonstram que o fígado acumula quantidades 

significativas de CP (Stewart et al., 1982; Tothill et al., 1992; Bandu et al., 2015), 

predispondo-o a lesões e disfunções, tanto com o uso de doses elevadas (Abd Rashid et al., 

2020), quanto com o uso de baixas doses repetidas (Pratibha et al., 2006), restringindo assim 

sua ampla utilização na prática clínica (Ajani, 2008; Yuan et al., 2008). 

A hepatotoxicidade induzida por CP determina importantes alterações na arquitetura 

tecidual, incluindo degeneração hidrópica dos hepatócitos, dilatação sinusoidal, congestão 

vascular e inflamação. Tais alterações eventualmente levam à deterioração funcional do órgão 

e, consequentemente, às alterações de parâmetros bioquímicos, como o aumento sérico das 

transaminases hepáticas (Dkhil et al., 2013; Afsar et al., 2018; Hassan et al., 2020; Un et al., 

2020). Embora os mecanismos fisiopatológicos envolvidos em tais lesões sejam complexos e 

ainda não totalmente esclarecidos, estudos apontam para um papel chave do estresse oxidativo 

(Kart et al., 2010; Dkhil et al., 2013; Athira; Madhana; Lahkar, 2016). Nesse sentido, sabe-se 

que o metabolismo celular da CP induz à formação de um eletrófilo potente, capaz de reagir 

com qualquer nucleófilo, o qual estimula a produção exacerbada de espécies reativas a 

oxigênio (ERO) (Oliveira et al., 2024). Adicionalmente, a CP pode aumentar a expressão 

hepática do citocromo P450 2E1 (CYP2E1) (Cho et al., 2012; Abd Rashid et al., 2020), uma 

enzima expressa principalmente no fígado capaz de produzir poderosas espécies oxidantes, 

estando especialmente envolvida na hepatotoxicidade induzida por medicamentos (Jaeschke 

et al., 2002). Assim, a interação entre a CP e o CYP2E1 pode potencializar a produção de 

ERO (Lu; Cederbaum, 2006; Quintanilha et al., 2017), agindo sinergicamente para estabelecer 

um ambiente pró-oxidativo que deflagra danos às macromoléculas celulares, principalmente 

através da peroxidação lipídica, carbonilação e nitrosação de proteínas e danos oxidativos ao 

DNA (Lu; Cederbaum, 2006; Oliveira et al., 2024).  

Curiosamente, evidências apontam para um dimorfismo sexual na incidência e 

progressão de algumas doenças hepáticas, incluindo a injúria hepática aguda induzida por 

fármacos. Assim, apesar da literatura demonstrar um papel hepatoprotetor dos hormônios 
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sexuais femininos (Galmés-Pascual et al., 2020; Burra et al., 2021; Polyzos; Lambrinoudaki; 

Goulis, 2022), estudos clínicos reportam uma maior gravidade das lesões hepáticas alcoólica e 

autoimune (Wagnerberger et al., 2013; Xu et al., 2022), e um maior risco para a injúria 

hepática induzida por medicamentos (Toyoda et al., 2012) em mulheres quando comparadas 

aos homens. Além disso, alguns estudos experimentais também sugerem a presença desse 

dimorfismo na citotoxicidade induzida por CP entre ratos machos e fêmeas (Eshraghi-Jazi; 

Nematbakhsh, 2022; Pezeshki et al., 2013; Malheiro et al., 2024; Xu et al., 2022), o que 

reforça a necessidade de mais estudos como o nosso visando a identificação de estratégias 

hepatoprotetoras que abarquem também o sexo feminino. 

Assim, dada a escassez de terapias farmacológicas que previnam os efeitos adversos 

da CP, a comunidade científica tem se dedicado à busca por outras estratégias terapêuticas 

coadjuvantes. Nessa perspectiva, o treinamento físico é amplamente conhecido por 

potencializar os sistemas de defesa antioxidante e modular beneficamente o status redox 

hepático (Malheiro et al., 2024; Aboraya et al., 2022; Silva et al., 2022). Tais efeitos são 

alcançados principalmente através da ativação da via de sinalização do fator nuclear eritróide 

2 (Nrf2), um fator de transcrição que medeia a ativação de genes relacionados ao elemento da 

resposta antioxidante (ARE), que inclui as enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e heme-oxigenase-1 (HO-1) (Fasipe et al., 

2021). 

Recentemente, evidências têm sugerido que os efeitos citoprotetores do treinamento 

físico podem depender de suas variáveis, como intensidade, modalidade e volume (Leite et 

al., 2021; Almeida et al., 2022). Nesse contexto, estudos sugerem que o treinamento 

intervalado de alta intensidade (HIIT) pode ser mais eficiente do que o treino contínuo 

moderado em fornecer hepatoproteção em modelos de doença hepática crônica. Esta 

modalidade de treinamento é caracterizada por uma estruturação em ciclos compostos por 

períodos curtos e intermitentes de treino intenso, alternados por períodos de descanso passivo 

ou de treino de baixa intensidade (Gibala et al., 2012). Estudos recentes realizados em nosso 

laboratório demonstraram que o pré-condicionamento com HIIT foi mais eficaz do que os 

treinamentos contínuos leve e moderado em modular o processo inflamatório e apoptótico 

renal e hepático (Leite et al., 2021; Oliveira et al., 2023; Malheiro et al., 2024) de ratas 

tratadas com CP. Contudo, até o momento, não foram encontrados estudos comparando esses 

tipos de treinamentos sobre o status redox hepático neste mesmo modelo experimental.  

Diante disso, o presente estudo visa comparar os efeitos do HIIT com protocolos de 

treinamento físico contínuo de intensidades leve (LICT) e moderada (MICT) sobre 
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marcadores do status redox hepático em ratas com hepatotoxicidade induzida por CP. A nossa 

hipótese baseia-se no pressuposto de que o pré-condicionamento com o HIIT pode conferir 

maiores adaptações fisiológicas que resultem em melhorias do status redox e, portanto, maior 

hepatoproteção em relação ao LICT e MICT. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Caracterização da Hepatotoxicidade Induzida pela Cisplatina 

O fígado é um órgão de alta capacidade funcional, sendo responsável pelo 

metabolismo de macronutrientes, suporte ao sistema imunológico e biotransformação de 

xenobióticos e outras substâncias (Trefts; Gannon; Wasserman, 2017; Clemens; McGill; Apte, 

2019). As lesões hepáticas induzidas por medicamentos (do inglês, Drug-induced Liver Injury 

- DILI) são uma das principais causas de insuficiência hepática aguda (Hassan et al., 2020), 

cujos sintomas podem variar amplamente, desde elevações das enzimas hepáticas até a 

hepatite grave com icterícia, sendo que apenas uma pequena fração dos pacientes evolui para 

a doença hepática crônica (Kuna et al., 2018). 

A cisplatina (CP) é um agente antineoplásico amplamente utilizado no tratamento de 

vários tumores sólidos, como câncer de cabeça e pescoço, ovários, testículos e pulmões. Sua 

efetividade se deve à ação de reticulação do material genético, pois se liga a proteínas 

nucleares, formando adutos de DNA que bloqueiam a replicação e transcrição do material 

genético, levando a célula à morte (Qu et al., 2019; Ghosh, 2019; Ling et al., 2018; Oliveira et 

al., 2023). No entanto, apesar de sua alta eficácia no combate ao câncer, seus mecanismos de 

ação citotóxicos não seletivos podem levar a diversos efeitos adversos 

dose-tempo-dependentes, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, 

ototoxicidade e hepatotoxicidade (Qu et al., 2019; Ghosh, 2019). 

Embora a nefrotoxicidade seja o principal fator limitante do uso clínico deste 

quimioterápico, o fígado acumula quantidades expressivas de CP (Stewart et al., 1982; Tothill 

et al., 1992; Yu; Chen; Li, 2009), o que o torna um órgão alvo bastante suscetível às lesões 

(Hassan et al., 2020). Os danos infligem significativas alterações à arquitetura hepática, 

resultando em impactos na estrutura e funcionalidade dos hepatócitos. Com frequência, as 

modificações histopatológicas seguem um padrão análogo à esteatose macro e microvesicular 

não alcoólica, pela deposição de gotículas lipídicas (Cho et al., 2012), caracterizada por 

dilatação e congestão sinusoidal, além de hiperplasia nodular (Satapathy et al., 2015; Oun; 
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Moussa; Wheate, 2018). Outros estudos experimentais também demonstraram dilatação e 

congestão vascular, fibroblastos perivenulares, infiltração linfocitária, aumento nuclear, 

picnose, hiperemia e necrose hepática em ratos tratados com este quimioterápico (Bano; 

Najam, 2019; Abassi et al., 2020; Paunović et al., 2020; Un et al., 2020). 

Em consonância com as alterações histopatológicas, a função hepática juntamente com 

a intercambialidade contínua de fluidos e metabólitos, através da circulação, tornam-se 

comprometidas. Assim, observa-se frequentemente um incremento secundário de 

biomarcadores específicos no plasma sanguíneo, particularmente das transaminases séricas, 

como a alanina transaminase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina 

(ALP) e bilirrubina total (Abd Rashid et al., 2021; El-Gizawy et al., 2020). Embora tais 

enzimas sejam encontradas principalmente no meio intracelular, elas podem ser excretadas em 

caso de comprometimento da integridade membranar dos hepatócitos (Abd Rashid et al., 

2021). Nesse sentido, um estudo experimental conduzido por An et al. (2021), envolvendo 

camundongos fêmeas tratadas com CP, demonstrou elevações séricas de ALT e AST, 

associadas às lesões teciduais hepáticas caracterizadas por hidrodegeneração e degeneração 

gordurosa (An et al., 2021). Além disso, Anbar et al. (2022), em um estudo com ratos Wistar 

tratados com CP, constataram danos hepáticos corroborados pelo aumento das enzimas AST e 

ALT, além de um incremento expressivo dos níveis séricos de colesterol e triglicerídeos (Yao 

et al.; 2007 apud. An et al.; 2021). Logo, tais evidências corroboram que os danos 

histológicos aos hepatócitos induzidos pela CP podem vir acompanhados por alterações de 

importantes marcadores séricos de avaliação da saúde hepática. 

2.2 O Estresse Oxidativo e Nitrosativo na Injúria Hepática Induzida pela Cisplatina 

Os mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade induzida pela CP são complexos e 

não totalmente compreendidos. Contudo, a literatura enfatiza o papel central do estresse 

oxidativo no estabelecimento das lesões iniciais, ativando sequencialmente diversas vias de 

sinalização pró-inflamatórias e pró-apoptóticas, que também contribuem para o agravamento 

e progressão das lesões teciduais (Oliveira et al., 2024; Malheiro et al, 2024). 

Assim, semelhantemente ao que acontece em outros tecidos, estudos reportam que as 

células hepáticas também acumulam uma quantidade expressiva de CP. Nesse sentido,  a 

droga atravessa a membrana dos hepatócitos tanto de forma passiva, impulsionada pelo 

gradiente transmembranar de íons cloreto, quanto por meio do transportador de cobre CTR1 

(Quintanilha et al., 2017). Um vez dentro da célula, ocorre a dissociação dos cloretos e 

formação de complexos monoaquo e diaquo, resultando em um eletrófilo potente que induz a 

15 



formação excessiva de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) (Oliveira et 

al., 2024; Quintanilha et al., 2017; Zhang et al., 2021).  

Fisiologicamente, as mitocôndrias assumem um papel fundamental na respiração 

celular e produção de energia em forma de ATP, cujo processo configura-se uma fonte natural 

de produção de ERO (Foo et al., 2021). No entanto, o dano oxidativo mitocondrial imposto 

pela CP compromete a eficiência da fosforilação oxidativa, provocando estresse oxidativo 

mitocondrial, que culmina em aumento da permeabilidade da membrana, danos ao DNA e 

formação adicional de ERO (Choi et al., 2015). Estudos experimentais envolvendo ratos 

Wistar com hepatotoxicidade induzida por CP afirmam que as membranas mitocondriais são 

altamente suscetíveis às ERO, aumentando a peroxidação lipídica que, por sua vez, pode 

reduzir a fluidez da membrana mitocondrial e alterar sua permeabilidade iônica (Wassem et 

al., 2015; Choi et al., 2015). Ademais, em condições de sobrecarga de Ca²⁺, esse aumento da 

permeabilidade mitocondrial resulta em liberação do citocromo C e outros fatores que podem 

desencadear o processo apoptótico (Custódio et al., 2009). 

Paralelamente a esses mecanismos, estudos demonstram que a CP pode aumentar a 

expressão hepática do citocromo P450 2E1 (CYP2E1) (Cho et al., 2012; Abd Rashid et al., 

2020). O CYP2E1 é uma enzima expressa principalmente no fígado, cuja forma ativa 

encontra-se na mitocôndria e no retículo endoplasmático, especialmente envolvida na 

hepatotoxicidade induzida por medicamentos (Massart et al., 2022). Muitos estudos tentam 

descrever o mecanismo central da CYP2E1 na toxicidade celular. Assim, evidências sugerem 

que a reação de oxidação da CYP2E1 utiliza elétrons do NADPH e o oxigênio molecular, 

criando metabólitos mais solúveis e excretáveis. No entanto, essa oxidação pode produzir 

metabólitos reativos e gerar ERO, como o radical superóxido (O2
•-) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), devido ao desacoplamento de seu ciclo catalítico (Hartman et al., 2017; 

Lu; Cederbaum, 2006). Ademais, sabe-se que a CYP2E1 também estimula o ferro catalítico 

na reação de Fenton, cuja reação envolve a produção do radical hidroxila (OH•) a partir do 

H2O2 na presença de íons ferro (Fe²⁺), potencializando ainda mais o estresse oxidativo e a 

peroxidação lipídica (Jaeschke et al., 2002; Liu; Baliga, 2003; Lu; Cederbaum, 2006).  

Assim, evidências sugerem que a interação entre a CP e o CYP2E1 pode 

desempenhar um papel importante na potencialização da hepatotoxicidade através da 

produção exacerbada de ERO (Lu; Cederbaum, 2006; Quintanilha et al., 2017). Nesse sentido, 

Lu e Cerdebaum (2006) evidenciaram que a elevação dos níveis de CYP2E1 induzida pela CP 

aumentou consideravelmente a produção de ERO e o estresse oxidativo, promovendo o 

agravamento da hepatotoxicidade em um estudo experimental in vitro e in vivo envolvendo 
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camundongos. Em consonância com este achado, Abd Rashid e colaboradores (2020) também 

demonstraram que a hepatotoxicidade foi associada ao aumento expressivo do gene CYP2E1 

no tecido hepático de ratos tratados com CP. Um outro estudo experimental com 

camundongos nocautes para CYP2E1 evidenciou redução da formação de ferro catalítico, 

resultando em nefroproteção após a administração de CP (Liu; Baliga, 2003). 

Adicionalmente, o estresse nitrosativo também desempenha um papel significativo 

nas lesões citotóxicas induzidas pela CP. Evidências sugerem que a CP aumenta a produção 

de óxido nítrico (NO) via aumento da proteína óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

(Chirino; Hernández-Pando; Pedraza-Chaverrí, 2004; Malheiro et al., 2024). Assim, na 

presença excessiva do radical superóxido, o NO reage com esta espécie resultando em 

formação de espécies reativas de nitrogênio (ERN), tal como o ânion peroxinitrito (ONOO-) 

(Karasawa; Steyger, 2015). O ONOO- danifica a cadeia de transporte de elétrons 

mitocondriais e interfere no metabolismo celular, decompondo-se em outras moléculas 

reativas a oxigênio, como o dióxido de nitrogênio (NO2) e o OH- (Sawicka et al., 2013; Kart 

et al., 2010). Ademais, o ONOO- pode interagir com os resíduos de tirosina resultado no 

acúmulo de proteínas nitrosiladas, como a nitrotirosina (Meng et al., 2018). Logo, as 

diferentes fontes de ERO produzidas pela CP atuam sinergicamente para estabelecer um 

ambiente pró-oxidativo e esgotar a capacidade antioxidante celular, promovendo assim danos 

às macromoléculas celulares através da peroxidação lipídica, carbonilação e nitrosação de 

proteínas e oxidação do DNA (Lu; Cederbaum, 2006; Oliveira et al., 2024).  

Ademais, a geração exacerbada de ERO e ERN induzida pela CP pode exaurir a 

capacidade antioxidante celular e desregular importantes vias de sinalização, como a via do 

fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) (Mirzaei et al., 2021). O Nrf2 é encontrado em 

diversos tecidos, sendo amplamente expresso no fígado (So et al., 2008). Este fator possui 

diversas funções, regulando mais de 200 genes citoprotetores, incluindo importantes genes 

relacionados ao equilíbrio redox celular e genes relacionados ao transporte e armazenamento 

de ferro (Hu et al., 2022). Assim, em condições de homeostase fisiológica e equilíbrio do 

status redox celular, o Nrf2 pode ser encontrado conjugado ao Keap1 no citoplasma, o que 

confere uma redução de sua atividade. Contudo, na presença de estresse celular, como o 

estresse oxidativo, ocorre uma dissociação entre o Nrf2 e o Keap1, permitindo sua 

translocação para o núcleo celular e ligação a uma sequência específica de DNA, denominada 

elemento de resposta antioxidante (ARE - do inglês, Antioxidant Response Element). Tal 

conjugação resulta em expressão gênica de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx e 

HO-1  (Xiang et al., 2022; Yamagishi et al., 2023). 
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As enzimas SOD, CAT e GPx constituem sistemas antioxidantes endógenos, que em 

situações fisiológicas, conseguem prevenir os efeitos tóxicos das ERO. A SOD é uma das 

enzimas responsáveis pela dismutação do radical O2
-, levando à formação do H₂O₂. A enzima 

catalase, por sua vez, atua no metabolismo do H₂O₂, decompondo-o em oxigênio e água. Da 

mesma forma, o sistema antioxidante que abarca a família das enzimas glutationa, como GPx, 

limita o acúmulo de H₂O₂ e catalisam a sua redução (Jena et al., 2023). Já a HO-1 é uma 

enzima induzível por diversos tipos de estresse celular, que cataliza a degradação do 

grupamento heme em biliverdina, monóxido de carbono (CO) e ferro livre (Yamagishi et al., 

2023). Embora os mecanismos citoprotetores induzidos pela HO-1 não estejam totalmente 

elucidados, sugere-se que os subprodutos gerados pela degradação do grupamento heme 

possuem ações anti-inflamatórias, antioxidantes e antiapoptótica (So et al., 2008; Lee; Tsai; 

Chau, 2003). Todavia, a quantidade excessiva de ERO produzida pela CP interrompe o 

equilíbrio redox através da sobrecarga destas enzimas nos hepatócitos, culminando em danos 

às macromoleculas celulares e lesões hepáticas (Yu; Chen; Li, 2009). 

A literatura reporta que os danos oxidativos e nitrosativos às macromoléculas no 

tecido hepático induzidos pela CP podem ser detectados principalmente pelo aumento de 

certos marcadores, amplamente reportados na literatura. Nesse sentido, a peroxidação lipídica 

é um dos maiores e mais importantes eventos patológicos resultantes do estresse oxidativo 

celular, frequentemente estimada por biomarcadores reconhecidos na literatura tais como o 

malondialdeido (MDA), o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e os isoprostanos (​​8-iso-PGF2α). O 

MDA é um produto secundário da peroxidação lipídica, formado a partir da  ruptura de 

lipídios presentes na membrana celular. O teste de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) é amplamente utilizado para estimar a peroxidação lipídica, cujo princípio consiste 

na reação do MDA ao ácido tiobarbitúrico (TBA) (De Léon; Borges, 2020). O aldeído 

insaturado 4-HNE é o produto quantitativamente mais importante da degradação peroxidativa 

de ácidos graxos ômega 6, sendo também considerado um dos principais produtos da 

peroxidação lipídica (Bose et al, 2021). Outro método bastante utilizado é a quantificação dos 

isoprostanos, compostos derivados da ação de radicais livres sobre os ácidos graxos 

polinsaturados da membrana, considerado como padrão ouro devido a sua estabilidade 

(Michel et al., 2008; Yin, 2008). 

Outros biomarcadores de danos oxidativos às demais macromoléculas, como o 

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHDG), carbonilação de proteínas e 3-nitrotirosina, também 

são vastamente investigados. O 8-OHDG é formado a partir da oxidação da base nitrogenada 

guanosina, cujas concentrações refletem a extensão dos danos oxidativos ao DNA  (Preston et 
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al., 2009). Os danos oxidativos ocasionados pelas ERO também se estendem às proteínas, 

promovendo a introdução de grupos carbonila, como aldeídos e cetonas, nos resíduos de 

aminoácidos como resultado das reações oxidativas (Mano et al., 2012; Whongsiri; Phoyen; 

Boonla, 2018). Já a 3-nitrotirosina, um produto estável considerado como um correlato da 

produção de peroxinitrito, é frequentemente utilizada como um biomarcador de danos 

nitrosativos às proteínas (Bandookwala; Sengupta, 2020; Yang et al., 2013).  

Dessa forma, muitos estudos têm reportado aumento desses biomarcadores em 

diferentes órgãos, incluindo no tecido hepático, em modelos de citotoxicidade induzida por 

CP (Yu; Chen; Li, 2009; Jamesdaniel; Manohar; Hinduja, 2012; Doğan; Meydan; Kömüroğlu, 

2022). Um estudo experimental conduzido por Jamesdaniel; Manohar; Hinduja (2012) 

revelou um aumento significativo de proteínas S-nitrosiladas na cóclea de camundongos três 

dias após o tratamento com CP. Yu, Chen e Li (2009) demonstraram que o tratamento com CP 

resultou em elevação de MDA e 3-nitrotirosina no tecido hepático de camundongos. 

Semelhantemente, Doğan; Meydan; Kömüroğlu, (2022) demonstraram um aumento 

significativo de MDA e 8-OHdg no tecido hepático de ratos tratados com CP. Finalmente, 

Fernández-Rojas e colaboradores (2015) também observaram um aumento no conteúdo de 

adutos das proteínas 3-nitrotirosina e MDA no tecido renal de camundongos tratados com CP.  

Desta forma, é possível perceber que a avaliação da expressão das enzimas 

antioxidantes e dos marcadores de danos oxidativos às macromoléculas celulares é de 

fundamental importância para caracterizar o status redox em nosso modelo experimental de 

hepatotoxicidade. Tal análise permite-nos identificar eventuais desequilíbrios no sistema 

antioxidante, bem como avaliar a extensão dos danos celulares causados pelo estresse 

oxidativo, fornecendo-nos assim uma visão mais abrangente sobre os mecanismos envolvidos 

nas lesões teciduais. Logo, o estudo desses parâmetros é crucial para entender o papel do 

estresse oxidativo e nitrosativo na hepatotoxicidade induzida por CP, e pode ser muito útil 

para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes na prevenção e manejo dessas 

lesões. 

2.3 A influência dos hormônios sexuais feminino sobre a hepatotoxicidade induzida por 

drogas 

Os hormônios sexuais exercem diversas funções essenciais tanto nos sistemas 

reprodutivos quanto nos não reprodutivos. Tais hormônios desempenham papeis relevantes 

em diversos órgãos, inclusive sobre o metabolismo hepático, uma vez que o fígado é um 

órgão que expressa receptores para esses hormônios, coordenando suas funções em condições 
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fisiológicas e patológicas (Xu et al., 2022; Kur et al., 2020).  

Assim, a literatura evidencia que os hormônios sexuais exercem ampla influência 

sobre muitas doenças hepáticas, incluindo a lesão hepática aguda, lesão hepática induzida por 

medicamentos, hepatite viral, doenças hepáticas metabólicas e doença hepática terminal (Xu 

et al., 2022). As evidências apontam ainda para a existência de um "dimorfismo sexual" em 

muitas dessas condições, resultando em diferenças na progressão e gravidade das lesões entre 

os sexos (Sutti; Tacke, 2018). Outrossim, tais diferenças são especialmente documentadas na 

lesão hepática induzida por drogas (DILI), demonstrando uma maior suscetibilidade em 

mulheres quando comparadas aos homens de mesma idade (Mennecozzi et al., 2015; 

Amacher, 2014). Nos Estados Unidos, por exemplo, 74% dos casos de insuficiência hepática 

aguda induzida por medicamentos ocorrem em mulheres, com uma taxa de letalidade de cerca 

de 80% (Mennecozzi et al., 2015). 

Embora os mecanismos responsáveis por essa disparidade entre os sexos na incidência 

e progressão das DILIs permaneçam obscuros, eles parecem englobar uma influência 

moduladora dos hormônios esteroides, como andrógenos, estrógenos e progesterona, sobre as 

vias de sinalização do órgão (Sutti; Tacke, 2018). Conforme bem estabelecido, o fígado é um 

tecido alvo da sinalização dos estrogenos, exercendo amplos efeitos protetores sobre os 

hepatócitos (Xu et al., 2022). O 17β-estradiol (E2), por exemplo, é capaz de aumentar o 

conteúdo mitocondrial dos hepatócitos e fortalecer a função e capacidade oxidativa desta 

organela, aliviando o acúmulo de lipídios hepáticos e o estresse oxidativo local (Fuller et al., 

2021; Galmés-Pascual et al., 2017). Logo, é um fenômeno clínico curioso, e ao mesmo tempo 

preocupante, que, a despeito de tais efeitos hepatoprotetores, estudos demonstram piores 

prognósticos de Reações Adversas a Medicamentos (RAM), como insuficiência hepática em 

mulheres do que em  homens (Mennecozzi et al., 2015). 

Embora ainda haja controvérsia, estudos demonstram que estrógeno e progesterona 

desempenham papeis cruciais e distintos nas respostas hepáticas às lesões induzidas por 

medicamentos, sendo a progesterona frequentemente associada a efeitos lesivos significativos 

ao fígado. Assim, o pré-tratamento com a progesterona exacerbou a lesão hepática induzida 

por halotano em animais experimentais, enquanto o estrógeno exerceu um efeito 

hepatoprotetor (Toyoda et al., 2011). Essa diferença também foi observada durante o ciclo 

estral de roedores, no qual a elevação da progesterona na fase estral intensificou a lesão 

hepática em camundongos, enquanto a ovariectomia resultou em menor suscetibilidade ao 

dano (Dugan et al., 2011). 

Os efeitos hepatotóxicos da progesterona ainda são pouco esclarecidos. Todavia, eles 
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podem ser parcialmente explicados pelas respostas imunotóxicas mediadas pelas células de 

Kupffer. Sabe-se que ratos fêmeas têm um número maior de células de Kupffer do tipo M2 do 

que machos (Marcos et al. 2016), e que tanto estímulos tóxicos quanto os níveis hormonais 

podem influenciar as propriedades e o estado de ativação dessas células, regulando as 

mudanças fenotípicas e funcionais dinâmicas entre os subtipos M1 (pró-inflamatórios) e M2 

(anti-inflamatórios) (Zhou et al., 2014; Toyoda et al., 2012). Os macrófagos do tipo M1 são 

células potencialmente capazes de produzirem ROS e aumentar o estresse oxidativo hepático 

(Li et al., 2024). Assim, um estudo recente conduzido por nosso grupo de pesquisa 

demonstrou que o estímulo tóxico da cisplatina promoveu maior polarização de macrófagos 

do tipo M1 no fígado de ratas com hepatotoxicidade induzida por cisplatina (Malheiro et al., 

2024). Já Toyoda e colaboradores (2012) demonstraram que o pré-tratamento com 

progesterona também foi capaz de aumentou a infiltração de células imunes no fígado e elevar 

a expressão de citocinas pró-inflamatórias, ao passo que o tratamento com estrógeno reduz 

esses marcadores, sugerindo papeis imunomoduladores antagônicos mediados por esses 

hormônios em animais com lesão hepática induzida por halotano. 

Interessantemente, um outro estudo reforçou essa regulação competitiva entre as ações 

do estradiol e da progesterona na geração de ROS induzida por estresse oxidativo (exposição 

ao peróxido de hidrogênio) em cultura de células hepáticas estrelares de ratos (Itagaki et al., 

2005). Nesse estudo, o estradiol inibiu a geração de ROS, a peroxidação lipídica e a perda de 

enzimas antioxidantes por meio da supressão da atividade da NADH/NADPH oxidase e 

atenuou a ativação das vias das MAPKs e do NF-κB nessas células. Em contrapartida, o 

tratamento com progesterona induz o aumento da geração de ROS, peroxidação lipídica, 

perda de enzimas antioxidantes e ativação das vias MAPK e NF-κB, eventos estes mediados 

pela ativação do receptor da progesterona (Itagaki et al., 2005). Notavelmente, tanto nos 

estudos de Itagaki et al. (2005) quanto no de Toyoda et al. (2012), as ações lesivas da 

progesterona foram bloqueadas pelo estradiol de forma dose-dependente, destacando a 

regulação competitiva entre esses hormônios sobre o estresse oxidativo e processo 

inflamatório hepático e suas implicações no curso das doenças hepáticas (Itagaki et al., 2005; 

Toyoda et al., 2012). 

Infelizmente, não encontramos evidências sobre a influência do sexo e dos hormônios 

sexuais femininos especificamente sobre a hepatotoxicidade induzida por cisplatina. No 

entanto, algumas evidências sugerem que o sexo feminino também pode representar um fator 

de risco para a nefrotoxicidade induzida por este quimioterápico (Nematbakhsh et al., 2012). 

Todavia, mais estudos ainda são necessários para confirmar e consolidar tal hipótese. 
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Em suma, os achados da literatura sugerem que o equilíbrio entre estrógeno e 

progesterona é um fator determinante na suscetibilidade e progressão das lesões hepáticas, 

com a progesterona desempenhando um papel lesivo e o estrógeno atuando de forma 

hepatoprotetora, especialmente em contextos de estresse oxidativo e inflamação. Esse cenário 

destaca a necessidade de pesquisas adicionais visando o aprofundamento e maior 

compreensão mecanística do papel modulador dos hormônios sexuais no curso das doenças 

hepáticas, com o objetivo de desenvolver estratégias terapêuticas diferenciadas para homens e 

mulheres. 

2.4 Efeitos do treinamento aeróbico sobre o estresse oxidativo em modelos de doenças 

hepáticas 

A prática regular de exercícios físicos promove uma série de adaptações fisiológicas 

que ultrapassam os benefícios ao músculo esquelético, trazendo impactos hemodinâmicos e 

metabólicos significativos a diversos outros órgãos. O fígado, sendo um órgão central na 

regulação do metabolismo energético e manutenção da função muscular, responde de forma 

notável ao exercício físico, com redução do acúmulo de lipídios (Gonzalez-Gil; 

Elizondo-Montemayor, 2020) e aumento da sensibilidade à insulina (Linecker et al., 2020), 

resultando em uma melhora abrangente da saúde metabólica. Ademais, o exercício físico 

impacta profundamente o status redox hepático, induzindo adaptações fenotípicas 

mitocondriais (Hinkley et al., 2019) e fortalecimento das defesas antioxidantes (Almeida et 

al., 2022), oferecendo assim maior resistência tecidual a insultos oxidativos e metabólicos em 

diversas condições patológicas (Okudan; Belviranli, 2016). No entanto, apesar desses 

avanços, poucos estudos exploram a relação entre exercício físico, estresse oxidativo e 

defesas antioxidantes nas lesões hepáticas agudas induzidas por drogas. Portanto, mais 

pesquisas são necessárias para esclarecer essa interação e, eventualmente, revelar novos dados 

sobre o tema. Outro ponto que carece ainda de maior elucidação são os efeitos da 

manipulação das variáveis do treinamento físico, como intensidade, modalidade e volume, 

sobre funções fisiológicas específicas, bem como sobre a prevenção das doenças hepáticas. 

No que diz respeito ao metabolismo, Stevanović et al. (2020) descrevem que a 

utilização de substratos varia conforme o tipo, intensidade e duração do protocolo de 

treinamento. Em exercícios de baixa a moderada intensidade, predominam os ácidos graxos 

livres e a glicose como fontes de energia; entretanto, à medida que a intensidade aumenta, a 

glicose se torna a principal fonte energética. Dessa forma, as mitocôndrias, peças 
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fundamentais no metabolismo, são impactadas tanto no músculo quanto no fígado, 

desempenhando um papel crucial na regulação do metabolismo de glicose e lipídios, 

essenciais para a produção de energia e manutenção desses processos (De Castro et al., 2017). 

Ainda com relação ao metabolismo e a função mitocondrial, Trefts; Williams; Wasserman 

(2015) afirmam que, durante o exercício agudo, a ativação da AMPK aumenta a oxidação de 

ácidos graxos no fígado, promovendo a produção de energia a partir de fontes extra-hepáticas, 

o que é evidenciado pelo aumento da captação de oxigênio e produção de corpos cetônicos. 

Essa oxidação elevada melhora o estado redox mitocondrial, favorecendo o fluxo 

gliconeogênico, o qual exige uma maior entrega de precursores gliconeogênicos provenientes 

de locais extra-hepáticos e seu transporte ao fígado.  

Além dos benefícios metabólicos, estudos demonstram que o exercício físico 

desempenha um papel hepatoprotetor, oferecendo defesas importantes contra o estresse 

oxidativo, frequentemente envolvido no desenvolvimento e progressão de doenças hepáticas. 

Nesse contexto, um estudo conduzido por Linecker et al. (2020) com modelo murino de 

esteatose induzida por dieta demonstrou que 04 semanas de treinamento em esteira, além de 

promover benefícios metabólicos, aumentou a tolerância à isquemia-reperfusão e a 

capacidade regenerativa do fígado gorduroso após a hepatectomia. Segundo esses autores, tais 

benefícios parecem estar diretamente ligados à ativação da AMPK pelo exercício, o que 

contribuiu para proteger o fígado contra a disfunção endotelial induzida pelo aumento abrupto 

de EROs durante o período de reperfusão. 

Reforçando a hipótese de que o exercício físico pode proteger o fígado contra o estresse 

oxidativo em condições de disfunção metabólica, Sun et al. (2023) demonstraram que 12 

semanas de corrida em esteira de intensidade moderada foram capazes de  reverter a inibição 

da via Nrf2, reduzir os níveis de MDA e melhorar a atividade da SOD em modelo 

experimental de lesão hepática crônica induzida por diabetes. Adicionalmente, a melhora do 

status redox também foi acompanhada de redução da esteatose hepática e dos níveis séricos 

de ALT, AST, colesterol e triglicerídeos neste modelo experimental.  

Já no que diz respeito aos efeitos hepatoprotetores do exercício nas lesões hepáticas 

agudas induzidas por drogas, um estudo demonstrou que 03 semanas de treinamento aeróbico 

em esteira de intensidade moderada atenuou os efeitos hepatotóxicos induzidos por 

doxorrubicina (DOX) em ratos Wistar, reduzindo biomarcadores de estresse oxidativo, como 

os níveis de MDA e proteínas carboniladas, e aumentando a proteína de choque térmico 
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HSP70 e a enzima GPx (Ahmadian; Roshan; Leicht, 2018). De modo semelhante, 

Zolfagharzadeh e Roshan (2013) evidenciaram que o pré-condicionamento com corrida em 

esteira de intensidade moderada por 06 semanas protegeu contra hepatotoxicidade induzida 

por DOX, promovendo uma diminuição significativa nos níveis de MDA e óxido nítrico, 

além de um aumento nos níveis de SOD e GPx. Essas evidências sugerem que o exercício 

aeróbico também pode exercer um efeito hepaprotetor contra o estresse oxidativo nas DILIs, 

auxiliando nos mecanismos de defesa celular.  

Boeno et al. (2023) corroboraram esses efeitos hepatoprotetores em ratos machos 

tratados com DOX, observando uma elevação significativa na atividade da enzima catalase no 

fígado em resposta a apenas 10 dias de treinamento em esteira. Além disso, o exercício foi 

eficaz em atenuar os níveis plasmáticos de AST e normalizar a relação AST/ALT, sugerindo 

uma melhora na função hepática desses animais. Curiosamente, porém, esses benefícios do 

treinamento físico foram observados apenas nos ratos machos; nas fêmeas, não houve efeito 

significativo do treinamento sobre a atividade da enzima catalase, nem sobre os níveis de AST 

e razão AST/ALT, indicando uma diferença de resposta dependente do sexo. Embora mais 

estudos sejam necessários para compreender esse dimorfismo sexual em resposta ao 

treinamento, evidências sugerem que a depuração de DOX é mais lenta em mulheres em 

comparação aos homens, reforçando a hipótese de que as mulheres têm maior suscetibilidade 

às lesões hepáticas induzidas por drogas (Dobbs et al., 1995). Esses achados são importantes, 

pois sugerem que o efeito protetor do exercício sobre a hepatotoxicidade pode ser 

influenciado por fatores sexuais, o que aponta para a necessidade de mais estudos focados em 

fêmeas para entender as variações na resposta antioxidante e hepatoprotetora do treinamento e 

de suas variáveis. 

Em outro contexto de hepatoxicidade, Nikbin et al. (2020) relataram que 02 semanas de 

treinamento aeróbico foi eficaz melhorar a atividade antioxidante das enzimas SOD e 

catalase, além de reduzir as lesões histológicas, a deposição de colágeno e os níveis de MDA 

no tecido hepático causados pelo pesticida clorpirifós em ratos wistar. Ademais, Godinho et 

al. (2023) demonstraram que o treinamento de força também é capaz de atenuar o dano 

oxidativo hepático em camundongos submetidos à DOX, apesar de não reduzir os mediadores 

inflamatórios. Esses achados sugerem que tanto o treinamento aeróbico quanto exercícios 

resistidos podem ser estratégias viáveis de pré-condicionamento, atuando como 

potencializadores da resistência física e proteção hepática. 
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Finalmente, é importante salientar os contrastes entre os efeitos agudos do exercício 

exaustivo e as adaptações benéficas proporcionadas pelo treinamento moderado de longo 

prazo no fígado. Nesse sentido, Sun et al. (2010) demonstraram que 4 semanas de exercício 

de resistência, seguido por 4 semanas de exercício de alta intensidade, podem tanto aumentar 

os níveis de EROs e MDA no tecido hepático, quanto estimular respostas adaptativas, como o 

aumento da glutationa e das enzimas antioxidantes no fígado. Esses autores sugeriram que 

embora esse tipo de exercício intensivo possa gerar lesões oxidativas, ele também ativa 

sistemas de defesa antioxidantes. Semelhantemente, Lima et al. (2013) investigaram os efeitos 

do treinamento aeróbico sobre marcadores de estresse oxidativo e na defesa antioxidante nas 

mitocôndrias hepáticas, tanto após o treinamento de natação de longo prazo (6 semanas), 

quanto em resposta a três sessões repetidas de natação exaustiva. Assim, este estudo revelou 

que o programa de treinamento aeróbico contínuo promove respostas antioxidantes no fígado, 

como o aumento dos níveis de GSH e da superóxido dismutase (MnSOD), além da redução da 

peroxidação lipídica nas mitocôndrias. Tais adaptações garantiram uma melhor resposta 

antioxidante, protegendo o fígado do estresse oxidativo gerado pelo exercício intenso 

subsequente. Assim, enquanto o exercício exaustivo agudo eleva a produção de ROS e pode 

comprometer a função hepática temporariamente, o treinamento regular e moderado parece 

fortalecer as defesas antioxidantes hepáticas, mitigando os efeitos deletérios e conferindo 

maior resiliência ao estresse oxidativo induzido agudamente pelo exercício intenso. 

2.4.1 Efeitos do HIIT sobre o estresse oxidativo nas doenças hepáticas e 

hepatotoxicidade induzida por drogas 

Embora existam amplas evidências na literatura destacando os benefícios dos exercícios 

aeróbicos regulares tradicionais, principalmente de intensidade leve a moderada, a 

comunidade científica vem reconhecendo cada vez mais que as respostas fisiológicas podem 

ser moduladas conforme a manipulação das variáveis do treinamento. Nesse contexto, o 

treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) tem emergido como uma modalidade de 

exercício físico eficaz, principalmente para quem busca uma vida fisicamente ativa em um 

tempo mais otimizado. O HIIT consiste em séries curtas e repetidas de exercícios intensos 

intercalados com períodos de recuperação passivos ou de baixa intensidade (Oliveira-Nunes et 

al., 2021), oferecendo não apenas benefícios similares, mas em alguns casos até superiores, ao 

treinamento aeróbico contínuo tradicional (Malheiro et al., 2024).  
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Dentre as principais vantagens do HIIT, destacam-se a alta eficiência do método e uma 

elevada taxa de adesão (Wang et al., 2023). O HIIT se mostra particularmente eficaz no 

aumento do VO₂ máximo, sendo um estímulo mais potente que o treinamento contínuo de 

intensidade moderada (Westmacott et al., 2022). Além disso, o HIIT promove melhorias 

significativas na capacidade cardiorrespiratória (Martin-Smith et al., 2020), redução da 

gordura corporal (Guo et al., 2023) e recuperação da saúde cerebral após acidente vascular 

cerebral (Hugues et al., 2021). Recentes estudos conduzidos por nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que o HIIT é mais eficaz do que programas de treinamentos aeróbicos 

tradicionais de intensidades leve e moderada em promover renoproteção contra os efeitos 

nefrotóxicos induzidos pela cisplatina, particularmente reduzindo o processo inflamatório 

(Leite et al., 2021) e apoptótico (Oliveira et al., 2023) em ratos Wistar fêmeas.   

No contexto das DILIs, infelizmente a literatura é extremamente escassa em evidênciar 

os efeitos do HIIT sobre a hepatoproteção. Contudo, um estudo recente conduzido por nosso 

grupo de pesquisa revelou que o HIIT foi mais eficaz em promover efeitos hepatoprotetores 

quando comparado aos treinamentos leve e moderado, regulando beneficamente importantes 

mediadores do processo inflamatório no tecido hepático de ratas Wistar com hepatotoxicidade 

induzida por cisplatina. Apesar dos mecanismos envolvidos nesta regulação não estarem 

totalmente esclarecidos, os dados deste nosso estudo apontaram para uma modulação da via 

de sinalização TLR4/NF-κB pelo treinamento, a qual pode ter contribuído, pelo menos em 

parte, para a redução da expressão de citocinas pró-inflamatórias, aumento da citocina 

anti-inflamatória IL-10 e menor infiltração de células imunes no tecido hepático dos animais 

pré-condicionados com o HIIT. No entanto, até onde sabemos, não existem estudos 

comparando os efeitos do HIIT aos dos treinamentos leve e moderado sobre o status redox 

local no modelo de hepatotoxicidade induzida por cisplatina.  

Já no contexto das doenças hepáticas crônicas, especialmente em pacientes com doença 

hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), o HIIT também se destaca por proporcionar 

benefícios significativos, como a redução da gordura visceral e intra-hepática e a diminuição 

da fibrose (Berkovic et al., 2021). Ademais, um estudo clínico conduzido ao longo de 12 

semanas com pacientes diabéticos revelou que aqueles indivíduos submetidos ao HIIT 

experimentaram uma redução relativa de 39% na gordura hepática e uma diminuição nos 

níveis de hemoglobina glicada em comparação com o grupo controle (Cassidy et al., 2016). 
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Nesta mesma linha, um estudo experimental realizado por Yuan et al. (2022) investigou 

os efeitos do HIIT e do treinamento contínuo de intensidade moderada sobre o acúmulo de 

lipídios no fígado de ratos machos submetidos a uma dieta hiperlipídica. Neste estudo, foi 

observado que os ratos submetidos ao HIIT apresentaram uma reversão significativa do 

acúmulo de lipídios hepáticos, dos níveis de lipídios séricos e de marcadores inflamatórios, ao 

passo que apresentaram um aumento da atividade das enzimas antioxidantes no tecido 

hepático, principalmente pela regulação positiva da expressão de Nrf2. Em comparação com o 

treinamento contínuo de intensidade moderada, o HIIT foi mais eficaz na redução do 

conteúdo de triglicerídeos e no alívio do estresse do retículo endoplasmático hepático, 

destacando-se como uma intervenção potente contra os efeitos deletérios do consumo crônico 

de uma dieta hiperlipídica. 

Em conclusão, o treinamento aeróbico induz adaptações benéficas que se estendem para 

além dos músculos esqueléticos, influenciando também o fígado, um órgão essencial para o 

fornecimento contínuo de energia durante o exercício. Essas adaptações hepáticas ajudam a 

melhorar a capacidade antioxidante e a resistência ao estresse oxidativo, demonstrando que o 

exercício físico pode ser uma intervenção eficaz para a proteção hepática. Assim, as 

evidências apontam que a prática regular de exercícios físicos fortalece as defesas 

antioxidantes do fígado e reduz os biomarcadores de dano oxidativo, atuando 

preventivamente em cenários de estresse oxidativo e contribuindo para a saúde hepática. 

Todavia, os efeitos do exercício sobre o fígado podem ser modulados por variáveis como 

modalidade, intensidade e volume do programa de treinamento, sendo os benefícios mais 

evidentes quando resultantes de um processo adaptativo de longo prazo, em vez de sessões 

exaustivas isoladas. As evidências da literatura indicam ainda que o HIIT se destaca como 

uma modalidade de treinamento possivelmente superior aos métodos aeróbicos contínuos 

tradicionais, oferecendo adaptações promissoras, mais robustas e eficientes. 

 

3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral  

O presente estudo tem como objetivo comparar os efeitos diferenciais entre o Treinamento 

Intervalado de Alta intensidade (HIIT) com treinamentos Contínuos de Intensidades Leve 
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(LIT) a Moderada (MIT) sobre o estado redox hepático de ratas Wistar com hepatotoxicidade 

induzida por cisplatina. 

3.2 Objetivos específicos  

1.​ Analisar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre as alterações 

histopatológicas do parênquima hepático de ratas Wistar com hepatotoxicidade 

induzida por cisplatina. 

2.​ Avaliar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre marcadores séricos 

de função e lesão hepática nesses animais;  

3.​ Analisar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre marcadores de 

danos oxidativos às macromoléculas celulares (lipídios, proteínas e DNA) no tecido 

hepático desses animais; 

4.​ Avaliar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre as concentrações 

hepáticas da enzima CYP2E1 (citocromo P450 2E1) no tecido hepático dos animais; 

5.​ Analisar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre as respostas 

antioxidantes no tecido hepático dos animais; 

6.​ Analisar o impacto dos três protocolos de treinamento físico sobre a expressão gênica 

do fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) no tecido hepático desses animais. 

 

4 METODOLOGIA 

4.1 Animais e Protocolo Experimental 

Quarenta ratas Wistar fêmeas (10 semanas de idade, pesando entre 190–220 g) foram 

obtidas do Biotério da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saúde, 

Campus Anísio Teixeira (Vitória da Conquista, Bahia, Brasil). Os animais foram mantidos em 

condições ambientais padronizadas, incluindo um ciclo de luz/escuro de 12 horas e 

temperatura controlada de 23±2ºC. 

O protocolo experimental teve duração de oito semanas. Durante a primeira semana, 

as ratas foram triadas para elegibilidade por meio de testes de corrida máxima. Durante o 

estudo, os animais tiveram acesso ad libitum a água e alimento e foram então alocados 

aleatoriamente em cinco grupos experimentais: (1) controle salino e sedentário (C+S), (2) 

cisplatina e sedentário (CP+S), (3) cisplatina e treinamento contínuo de baixa intensidade 
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(CP+LICT), (4) cisplatina e treinamento contínuo de intensidade moderada (CP+MICT), e (5) 

cisplatina e treinamento intervalado de alta intensidade (CP+HIIT). 

Os protocolos de treinamento foram realizados em uma esteira motorizada durante 

oito semanas, com níveis de intensidade atribuídos a cada grupo. Quarenta e oito horas após a 

última sessão de treinamento, os animais receberam uma injeção intraperitoneal única de 

cisplatina (5 mg/kg) (Francescato et al., 2018) ou um volume equivalente de solução salina. 

Sete dias após a injeção, os animais foram eutanasiados por decapitação. O sangue do tronco 

foi coletado para análises bioquímicas, e o fígado foi removido, pesado e processado para 

análises posteriores. Uma porção do fígado foi criopreservada em nitrogênio líquido e 

armazenada a -80ºC para ensaios colorimétricos de avaliação do status redox, enquanto outra 

parte foi fixada para estudos histopatológicos e imunohistoquímicos. 

Dos quarenta animais inicialmente incluídos no estudo, três ratas do grupo CP+S e 

uma do grupo CP+LICT morreram dentro de alguns dias após a administração de CP. Além 

disso, uma rata do grupo CP+S foi excluída das análises finais por apresentarem alterações 

motoras. Consequentemente, o tamanho total da amostra consistiu em 35 animais. 

Este estudo seguiu diretrizes éticas rigorosas e foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em 

Saúde, sob o protocolo 056/2018. Todos os procedimentos experimentais estavam em 

conformidade com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório do National 

Institutes of Health. O fluxo de trabalho experimental é resumido na Figura 1. 
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Figura 1: Representação gráfica do protocolo experimental. O procedimento metodológico ocorreu em 8 

semanas S1-S8). Antes da semana 1 (S1) e ao longo das semanas 5 e 8 (S5 e S8), os testes de capacidade 

máxima foram realizados, e após 48 horas da última sessão de treinamento, houve a administração 

intraperitoneal de cisplatina. Passados 7 dias, os animais foram eutanasiados e a coleta das amostras foi 

realizada. 

4.2 Teste de Corrida Máxima 

Após um período de adaptação de uma semana, as ratas passaram por uma fase de 

aclimatação na esteira, começando com três dias parados e cinco dias se movendo a 10 m/min 

por 5 minutos. Em seguida, todos os grupos realizaram um teste de corrida máxima em três 

dias alternados em uma esteira inclinada a 10º. O teste começou com 5 minutos de repouso, 

seguidos por um aumento gradual da velocidade em 1 m/min a cada 6 segundos até atingir 10 

m/min, momento em que a cronometragem foi iniciada. A velocidade foi então aumentada em 

3 m/min a cada 2 minutos até que as ratas atingissem a exaustão, definida como parar por 2 

segundos, repetido três vezes em um minuto, ou permanecer parada por 10 segundos. Esse 

procedimento foi realizado nas semanas 1, 5 e 8 para monitorar a capacidade física das ratas e 

ajustar a intensidade do treinamento de forma individualizada (Leite et al., 2021). 

4.3 Protocolos de Treinamento 

Quarenta e oito horas após o primeiro teste de corrida máxima, os protocolos de 

treinamento foram iniciados, planejados para ocorrer por 8 semanas. Esse protocolo consistiu 

em sessões de corrida em uma esteira motorizada, com inclinação de 10º, realizadas cinco 

dias por semana. A velocidade de corrida foi ajustada individualmente com base nos 

resultados obtidos durante o teste de capacidade máxima. 

O grupo não treinado passou por um procedimento de aclimatação à esteira, realizado 

três vezes por semana, no qual se movimentavam a uma velocidade constante de 5 m/min por 

5 minutos, para manter a adaptação ao ambiente da esteira e garantir a prontidão para futuros 

testes de corrida máxima. O protocolo de treinamento foi adaptado com base em estudos 

prévios (Leite et al., 2021). 

Os protocolos de treinamento consistiam em: LICT, começando com 45% da 

capacidade máxima por 31 minutos na primeira semana e progredindo para 50% por 46 

minutos; MICT, iniciando com 55% da capacidade máxima por 37 minutos e aumentando 

para 70% por 46 minutos; e HIIT, envolvendo ciclos de 2 minutos de corrida a 85% da 
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capacidade máxima com 1 minuto de descanso, começando com 7 ciclos e progredindo para 

12 ciclos, totalizando 46 minutos por sessão (Leite et al., 2021). Os detalhes específicos de 

cada sessão de treino estão ilustrados na Tabela 1. 

Tabela 1 Protocolos experimentais LIT, MIT e HIIT. 

 

 

4.4 Análises Bioquímicas 

As amostras de sangue foram centrifugadas para a preparação do soro e submetidas a 

análises bioquímicas. Os parâmetros avaliados incluíram albumina, bilirrubina, aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Esses parâmetros bioquímicos 

foram analisados usando um analisador bioquímico automatizado (AU680 Chemistry 

Analyzer - Beckman Coulter, EUA), com kits comerciais utilizados de acordo com as 

instruções do fabricante.  

4.5 Análise Histopatológica 

Fragmentos de fígado fixados em Methacarn e incluídos em parafina foram 

seccionados a 4 µm e corados com hematoxilina e eosina (HE) para análise histopatológica. O 
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exame foi realizado em microscopia de luz. As alterações hepáticas, incluindo esteatose, lesão 

hidrópica e dilatação de sinusoides, foram classificadas de acordo com a seguinte escala: 

NIHIL (ausência de esteatose e/ou necrose celular), + ou leve (em casos de presença esparsa 

de esteatose e/ou necrose), ++ ou moderada (quando as lesões mostram tendência à 

confluência) e +++ ou grave (quando as lesões são difusas) (Vera-Cruz et al., 2010). 

4.6 Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

Inicialmente, alíquotas do sobrenadante do tecido hepático foram homogeneizadas em 

1,5 mL de PBS, pH 7,4, e centrifugadas (10.000 g por 10 minutos). Depois, a quantificação 

ocorreu em duplicata de acordo com as instruções do fabricante. O método de Bradford foi 

utilizado para medir a concentração total de proteínas, e os resultados foram expressos em 

picograma por miligrama de proteína (pg/mg) e nanograma por miligrama de proteína 

(ng/mg). 

Os biomarcadores 8-OHDG (AB2853–2 [Abcam, Massachusetts, EUA]), 4-HNE 

(MBS2615585 [MyBioSource, San Diego, EUA]), CYP2E1 (MBS2023931 [MyBioSource, 

San Diego, EUA]), SOD1 (IT6753 – Rat SOD1 [Superoxide dismutase Cu-Zn] ELISA kit, G 

Biosciences), catalase (AE59164RA – Rat Catalase [CAT] ELISA kit, ARP American 

Research Products, Inc.), GPx (MBS744364 – Rat Glutathione Peroxidase [GPx] ELISA kit, 

MyBioSource) e Nrf2 ([Rat Nuclear factor erythroid 2-related factor 2] ELISA Kit, 

MyBioSource) foram quantificados usando ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

(MyBioSource, San Diego, EUA). Resumidamente, placas de microtitulação de 96 poços 

feitas de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpos de captura durante a noite. As 

placas foram então lavadas e incubadas com amostras, e a densidade óptica foi medida usando 

um leitor em um comprimento de onda específico, de 450nm.  

4.7 Estudos imuno-histoquímicos 

Para o procedimento de imunohistoquímica, seções de tecido hepático de 4 µm de 

espessura foram preparadas e submetidas à desparafinização com xilol, seguida de reidratação 

em etanol e recuperação antigênica usando tampão citrato ou TRIS-EDTA. Para prevenir 

interações proteicas inespecíficas, foi aplicada uma solução de soro de cavalo a 20% 

(Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-7200 – Vector Laboratories) por 30 minutos. Em 

seguida, as seções foram incubadas à temperatura ambiente com anticorpos policlonais 

anti-nitrotirosina (1:100) (MCA4761, Bio-Rad, EUA) e anti-HO-1 (1:100) (E3F4S, Cell 
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Signaling Technology, EUA) durante a noite a 4°C. As peroxidases endógenas foram 

bloqueadas com uma solução de 0,1% de azida de sódio e 0,3% de H2O2 por 20 minutos, 

seguida de uma incubação de 60 minutos com um anticorpo secundário biotinilado 

(Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-7200 – Vector Laboratories). A detecção foi realizada 

usando um complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-7200 – 

Vector Laboratories, CA, EUA), e as reações foram visualizadas com 3,3-diaminobenzidina 

(Metal Enhanced DAB Substrate Kit, 34065, Thermo Scientific, CA, EUA). As seções foram, 

então, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas e montadas. Para a análise da 

imunorreatividade de nitrotirosina e HO-1, microfotografias de 30 campos microscópicos 

(200x de ampliação) (Olympus BX51 – Japão), foram tiradas e as áreas marcadas foram 

quantificadas usando o software Image J (National Institutes of Health, EUA) (Amaral et al., 

2014). 

4.8 Análise da expressão gênica por PCR em tempo real (qPCR) 

As expressões das enzimas SOD, CAT, GPx e Nrf2 foram analisadas em tecido 

hepático congelado usando reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

(RT-qPCR). O RNA total do tecido hepático, armazenado a -80 °C, foi extraído usando o kit 

RNeasy Mini (Qiagen, Germantown, MD) de acordo com as instruções do fabricante, e as 

concentrações de RNA foram determinadas usando um espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 

Scientific, EUA). A síntese de cDNA foi realizada usando o kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os níveis de expressão dos genes de 

interesse foram medidos em duplicata para cada amostra, usando os seguintes ensaios de 

expressão gênica TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA): SOD (ID do ensaio: 

Rn00566938_m1), catalase (ID do ensaio: Rn00560930_m1), GPx (ID do ensaio: 

Rn00577994_g1) e Nrf2 (Nfe2l2) (Rn00582415_m1), seguindo as instruções do fabricante. 

As análises de qPCR foram realizadas no sistema de detecção ABI Prism 7300 (Applied 

Biosystems), com o gene GAPDH (Rn99999916_s1) usado como controle interno. Para 

garantir 100% de identidade das sequências de primers, foi usada a Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A 

expressão relativa (fold-change) foi calculada a partir dos valores de Ct (ciclo limite) 

fornecidos pelo termociclador, usando o método comparativo 2-ΔΔCt (Livak; Schnittgen, 

2001). 

4.9 Análise estatística 
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Para avaliar a normalidade dos dados, foi usado o teste de Kolmogorov-Smirnov, e o 

teste de Bartlett foi aplicado para avaliar a homogeneidade das variâncias. O teste t de Student 

foi empregado para comparar os grupos CP+S e C+S. As comparações entre os grupos 

tratados com CP foram realizadas usando análise de variância, seguida por testes de 

comparação múltipla de Newman-Keuls. Foi utilizado o teste de Spearman para avaliar as 

correlações. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP). As análises 

estatísticas foram conduzidas usando o software GraphPad Prism 5, com significância 

estatística definida em p<0,05. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Concluindo, este estudo comparou os efeitos hepatoprotetores de três diferentes 

protocolos de pré-condicionamento físico aeróbico, realizados ao longo de 8 semanas, sobre 

marcadores cruciais na hepatotoxicidade induzida pela cisplatina em ratas Wistar. Portanto, os 

resultados demonstram que o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) se destacou 

como o protocolo mais eficaz na promoção da hepatoproteção, modulando de maneira 

benéfica o status redox tecidual neste modelo experimental. Sugere-se que esses benefícios 

podem estar, pelo menos parcialmente, associados às adaptações fisiológicas envolvidas na 

via de sinalização Nrf2 no ​​tecido hepático e redução da expressão de CYP2E1, de forma 

dependente da intensidade do exercício. Portanto, este estudo pode servir como base para 

futuras investigações sobre o impacto de diferentes protocolos de treinamento em pacientes 

submetidos à quimioterapia antineoplásica. 
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