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RESUMO

O aumento do estresse oxidativo tem sido positivamente associado as doencas
cardiometabdlicas, como hipertensdo arterial. Por outro lado, o exercicio fisico
aerébio de moderada intensidade promove efeitos benéficos tanto na prevencao
guanto no tratamento das doencas cardiometabdlicas. Os efeitos benéficos estéo
relacionados a maior producdo de Oxido nitrico (NO) e/ou sua maior
biodisponibilidade e aumento na expresséo de enzimas antioxidantes. Sendo assim,
0 objetivo do trabalho foi analisar o efeito do treinamento fisico aerébio (TFA) na
intensidade da maxima fase estavel de lactato (MFEL) sobre parametros
cardiorrespiratorios e cardiovasculares, atividade de enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD) e catalase, e concentracdo de nitrito/nitrato (NOX') e
malondialdeido (MDA) em adultos acima dos 40 anos de idade. Fizeram parte do
estudo 55 voluntarios normotensos (NT - 49,7+0,6 anos) e 32 voluntarios
hipertensos (HT — 52,7+1,1 anos). O desenho experimental foi realizado através do
ensaio clinico controlado cruzado por dezesseis semanas. Os voluntarios
permaneceram oito semanas sem a realizacdo de TFA, sendo realizadas avaliacdes
antes (periodo inicial — Pl) e apos esse periodo (periodo intermediario — PINT). Nas
oito semanas seguintes todos foram submetidos a 3 sessfes/semana de TFA na
intensidade da MFEL em esteira ergométrica e ap6s foi novamente realizada a
avaliagcéo (periodo final — PF). As avaliagbes consistiram de medi¢cdes da presséo
arterial (PA) de repouso (método auscultatorio), frequéncia cardiaca (FC) de repouso
e exercicio (Polar® - RSX-800CX), testes de VO, maximo (teste de 1 milha) e
coletas de sangue (12 horas de jejum noturno). Amostras de plasma e soro foram
utilizadas para analises da atividade da SOD, catalase, concentragdes NOx e MDA.
O protocolo para determinacdo da MFEL foi de acordo com Beneke et al (2003).
Para andlise estatistica foi utilizado o test t de Student e a ANOVA medidas
repetidas (post-hoc de Tukey), sendo o nivel de significancia p<0,05. De acordo com
os resultados o grupo NT e HT apresentaram reducgles significativas para PA em
relacdo ao PINT (NT: PAS — PF: 105,8+1,1; A= -2,3%; PAD - PF: 70,210,9; A= -
2,0%) (HT: PAS — PF: 123,3%£1,9; A= -4,4%; PAD - PF: 80,1+1,2; A= -4,9%). Com
relacdo a comparacdo do Pl e PINT, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa para os valores de PA. Para os valores de NOx™ e MDA né&o observou-se



significancia apés o TFA. No entanto ambos 0s grupos apresentaram aumento
significativo para a atividade da SOD (NT - PF: 22,1+1,6; A=31%) (HT - PF:
24,512 2; A=63,5%), bem como um aumento para atividade da CAT, obtido apenas
no grupo HT (PF:47,2+4,0; A=31,9%). Dessa forma, concluiu-se que o TFA realizado
na intensidade da MFEL durante oito semanas foi efetivo em promover redugdes nos
valores de PA de repouso e aumento da atividade da SOD e catalase em adultos NT

e HT acima dos 40 anos de idade.

Palavas-chave: exercicio fisico, pressao arterial, estresse oxidativo.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Hipertenséo Arterial Sistémica

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € uma doenca crbénico degenerativa de
etiologia multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenca de niveis tensionais
elevados, normalmente associados a alteracbes metabdlicas e hormonais e
fendmenos troficos (hipertrofias cardiaca e vascular), sendo considerada um dos
mais importantes fatores de risco para o0 desenvolvimento das doencas
cardiovasculares (NEGRAO & BARRETO, 2006; KRIEGER & PEREIRA, 2006). A
HAS apresenta custos médios e socioecondmicos elevados, decorrentes
principalmente de lesbes em O6rgdos alvos tais como: coracdo, cérebro, vasos
sanguineos, rins e retina.

Estima-se que cerca de 1 bilhdo de individuos apresentem HAS em todo
mundo, sendo esta responsavel por aproximadamente 7,1 milhées de 6bitos por ano
(CORREA et al., 2006). Desses hipertensos cerca de 50% estdo entre a faixa etaria
de 60 e 69 anos e ¥ destes, acima de 70 anos (LEWINGTON, 2002; DOREA &
LOTUFO, 2004).

No Brasil, estudos realizados em algumas cidades mostram prevaléncia de
HAS em 22,3% a 43,9% da populagéo. E considerada um dos principais fatores de
risco de morbidade e mortalidade cardiovascular, representando alto custo social,
uma vez que € responsavel por cerca de 40% dos casos de aposentadoria precoce
e absenteismo no trabalho. A prevaléncia global de HAS entre homens (26,6%) e
mulheres (26,1%) mostra que sexo nao € um fator de risco para hipertensao
(KEARNEY et al., 2005; V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO
ARTERIAL, 2006).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da
hipertenséo, sendo os principais: a obesidade, as dislipidemias, o ganho de peso, a
dieta rica em sal, as alterac6es nos niveis hormonais e o sedentarismo (SIMKIN-
SILVERMAN et al., 1995; ACSM, 2004; BLOCH et al., 2006). Particularmente, os

individuos sedentarios apresentam um risco aumentado de aproximadamente 30%
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maior para o desenvolvimento da HAS do que os individuos ativos (VI DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010).

1.2. Oxido nitrico

As células endoteliais sao responsaveis pela sintese, pelo metabolismo e pela
liberacdo de grande variedade de mediadores que regulam o tdnus vascular, a
permeabilidade vascular, o metabolismo de substancias enddgenas e exdgenas, e a
atividade plaquetaria e leucocitaria (ZANESCO & ANTUNES, 2005). As substancias
produzidas pelo endotélio podem ser divididas entre agentes vasodilatadores como:
prostaciclina (PGl,), 6xido nitrico (NO) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF); e agentes vasoconstritores como: endotelinas, prostaglandina H;
(PGHy), tromboxano A, (TXA;) e as espécies reativas de oxigénio (EROs). Dentre
esta variedade de substancias, o NO merece atencao especial devido ao seu papel
no mecanismo de vasodilatacdo. Enzimas conhecidas como sintases do 6xido nitrico
(NOS), as quais séo divididas em dois grandes grupos isoformas constitutivas
(cNOS: eNOS-endotelial e nNNOS-neuronal) e isoforma indizivel (INOS), sdo capazes
de catalisar a oxidacdo do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-
arginina formando NO e L-citrulina. Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente
da célula geradora para a célula alvo, onde interage com o grupamento heme da
guanilato ciclase soluvel (GCs) estimulando sua atividade catalitica, levando a
formacdo de GMPc, que por sua vez, diminui os niveis intracelular de célcio Ca*". Os
mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatagéo incluem inibicao da
geracéo do inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), aumento do sequestro de Ca®" citosolico,
desfosforilagéo da cadeia leve de miosina, inibicdo do influxo de Ca?*, ativagéo de
proteina quinase, estimulacdo da Ca®* ATPase de membrana e abertura de canais
de K* (IGNARRO et al., 1987).

Ambas, eNOS e nNOS, sdo estimuladas por uma cascata biogquimica
(dependente e independente de ions calcio), que liberam o NO por curtos periodos

de tempo. Requerem um doador de elétron, a nicotinamida adenina dinucleotideo
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fosfato reduzida (NADPH), e co-fatores como a flavina adenina dinucleotideo (FAD),
a flavina mononucleotideo (FMN) e a tetrahidrobiopterina (BH4) (MOMBOULI &
VANHOUTTE, 1999; MONCADA et al.,, 1991; VANHOUTTE, 2003). A iNOS é
ativada por determinados estimulos patologicos, tais como lipopolissacarideos
bacterianos (LPS) e citocinas, incluindo a interleucina-1(IL-1) e TNF-a. E ativada
independentemente do complexo Ca®* e calmodulina, e libera grandes quantidades
de NO por periodos de tempo relativamente longos (MONCADA et al., 1991). Essas
isoformas sdo codificadas por trés diferentes genes localizados em trés
cromossomos distintos (WANG & MARSDEN, 1995; MONCADA, 1997).

As células endoteliais s@o altamente sensiveis a estimulos quimicos advindos
de agonistas como a acetilcolina, bradicinina e histamina, e por estimulos fisicos. As
forcas fisicas resultante da variacdo do fluxo sanguineo (forca de cisalhamento) é
um dos mais importantes estimulos para a célula endotelial produzir NO e EDHF. O
aumento na forga de cisalhamento estimula mecanossensores presentes nas células
endoteliais que podem ser as proteinas G, os canais ibnicos, as juncles
intercelulares, as integrinas ou os lipideos de membrana que captam as alteracdes
de tensdo sobre a parede celular e convertem os estimulos mecéanicos em estimulos
quimicos para a ativacdo da eNOS independente de Ca**. A capacidade das células
endoteliais de perceber e responder as mudancas no fluxo sanguineo é fator
essencial na regulacdo do tono vascular, e envolve a ativacdo de fatores de
crescimento celular, promovendo o remodelamento da parede arterial e a
manutencao da integridade do endotélio (HIGASHI & YOSHIZUMI, 2004; KOJDA &
HAMBRECHT, 2005; TZIMA et al., 2005; ADAMO et al., 2009).

1.3. Estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico

Diversos trabalhos demonstram direta associagcdo entre o aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio e a fisiopatologia de diversas patologias,
entre elas o diabetes mellitus, o acidente vascular cerebral, o infarto do miocéardio e
a aterosclerose (FREDERIKS, W. M.; BOSCH, K. S.; KOJDI, A., 1995; GARCIA-
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VALDECASAS et al.,, 1995; FEARON & FAUX, 2009). As principais espécies
reativas de oxigénio sdo o anion superoxido (Oy), o radical hidroxila (OH), peroxido
de hidrogénio (H.0,), e peroxinitrito (ONOQ’). As espécies reativas de oxigénio sédo
formadas por atividade enzimatica intra e extracelular, sendo a xantina oxidase, o
citocromo P450, a via da cicloxigenase, a sintase endotelial do oxido nitrico (eNOS)
desacopladora e a NADPH oxidase, as principais enzimas envolvidas neste
processo. A NADPH oxidase é a principal enzima formadora de &nion superoxido
(O2) que possui grande citotoxidade e esta envolvida na génese de processos
patolégicos como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e aterosclerose
(PARAVICINI & TOUYZ, 2008). A reacao do O, com o NO produzido pela célula
endotelial reduz a sua biodisponibilidade, levando a formacdo de uma molécula
altamente instavel, o peroxinitrito (OONQO"), capaz de oxidar proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, provocando danos celulares por meio da ativacédo do fator nuclear
kappa B (NF-kB), fatores de crescimento, e de citocinas, que por sua vez
desencadeiam alteragfes estruturais e funcionais, como o remodelamento vascular,
aumento da deposicdo de proteinas da matriz extracelular, aumento do processo
inflamato6rio e da permeabilidade endotelial nos tecidos envolvidos (BECKMAN &
KOPPENOL, 1996).

As enzimas antioxidantes compdem a principal linha de defesa aos
componentes oxidantes produzidos pelo organismo. Dentre as enzimas
antioxidantes presentes no tecido vascular, temos a catalase (CAT), a glutationa
peroxidade (GSH-Px) e mais trés tipos de superoxido dismutase (SOD), sendo a
SOD-1 dependente de Cu/Zn, presente no nucleo e no citosol, a SOD-2 dependente
de Mn, presente na mitocondria e a SOD-3 dependente de Cu/Zn, presente na
matriz extracelular. O papel da enzima SOD é promover a dismutacdo do Oy”
formando assim peréxido de hidrogénio (H,02). As enzimas CAT e a GSH-Px
promovem a eliminacéo de H,O,, promovendo assim a formacgéo de agua, mantendo
os niveis de EROS reduzidos no organismo. O perfeito equilibrio entre as enzimas
antioxidantes e a formacéo de EROS é fator determinante para a integridade celular,
pois a SOD, CAT e GSHPx evitam o0 acumulo das moléculas altamente reativas de
oxigénio, evitando o dano celular (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).
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1.4. Exercicio fisico, pressao arterial, NO e estresse oxidativo

O exercicio fisico € uma atividade realizada com repeticdes sistematicas de
movimentos orientados, com consequente aumento no consumo de oxigénio. O
exercicio fisico provoca uma série de respostas fisioldgicas nos sistemas corporais
e, em especial no sistema cardiovascular com o objetivo de manter o equilibrio
celular em face ao aumento das demandas metabdlicas e do consumo de energia
(ACSM/AHA, 2007). Sabe-se que o exercicio fisico aer6bio de moderada
intensidade, realizado continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevencéao
guanto no tratamento das doencas cardiovasculares, e sua pratica regular tém sido
recomendada por diferentes associacdes de saude do mundo. Seus beneficios
também tém sido demonstrados na prevencdo e/ou tratamento da hipertenséo
arterial (KINGWELL, 2000; ACSM, 2004; LATERZA et al., 2007; ZANESCO &
ANTUNES, 2007). Sendo assim, o sedentarismo e o baixo nivel de condicionamento
fisico sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento dessas doencas
(ACSM, 2009). Dados experimentais mostram que a reducdo da pressao arterial
apos exercicio aerébio varia de 18-20 mmHg (A) e de 7-9mmHg (A),
respectivamente, em humanos com hipertensédo leve ou moderada. Em individuos
normotensos, a reducdo € de 8-10 mmHg (A) para a pressédo sistdlica e de 3-5
mmHg (A) para a pressao diastolica (DUNCAN et al., 1985; KENNEY & SEALS,
1993; HAGBERG et al., 2000; RONDON et al , 2002; CORNELISSEN et al., 2009).

O exercicio fisico aumenta o fluxo sanguineo pulséatil e a pressao que o
sangue exerce sobre a parede vascular e a forca de cisalhamento sob as células
endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracdo de NO no sistema vascular.
Assim, um dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular estd estreitamente
relacionado a maior producdo de NO e/ou sua menor inativacdo. Estes efeitos
benéficos tem sido associados a aumento na atividade de enzima eNOS, aumento
na expressao de enzimas antioxidantes ou reducédo na expressao de subunidades
de enzimas oxidantes, principalmente a NADPH oxidase (SESSA et al., 1994;
KINGWELL, 2000; ZANESCO & ANTUNES, 2007, DE MORAES et al.,, 2008;
CLAUDINO et al. 2010).
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. OBJETIVOS

O presente estudo teve o0s seguintes objetivos, avaliar:
. Parametros antropométricos (indice de massa corporal e circunferéncia
abdominal) dos voluntarios normotensos (NT) e hipertensos (HT) no periodo

inicial (PI), periodo intermediério (PINT) e periodo final (PF);

. Perfil lipidico, creatinina e glicemia dos voluntarios normotensos (NT) e
hipertensos (HT) no periodo inicial (Pl), periodo intermediario (PINT) e
periodo final (PF);

. Pressao arterial sistélica e pressao arterial diastélica, mensuradas através do
método auscultatério, dos voluntarios normotensos (NT) e hipertensos (HT)

no periodo inicial (PI), periodo intermediario (PINT) e periodo final (PF).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP),
processo 028/2010. Os participantes desse estudo foram recrutados através de
panfletos, jornais, telejornais, radio e anuncios dentro da comunidade universitéria e

de &reas circunvizinhas a universidade.

3.1. Critérios deincluséo

Os voluntarios participantes do estudo deveriam apresentar idade =240 anos,
ser sedentario (tempo < 150 minutos de atividade fisica semanal de intensidade
moderada ou < 60 minutos de atividade fisica semanal de intensidade vigorosa nos
altimos 3 meses), ndo diabético (nivel de glicose em jejum <100 mg/dl), ter funcéo
renal normal (creatinina sérica < 135 mmol/L), apresentar IMC <30kg/m2 , ndo ser
fumante e ndo ter nenhuma outra condicao clinica que possa impedir a pratica de
exercicio fisico. Uma anamnese foi realizada previamente ao inicio do estudo por um

clinico geral.

3.2. Caracterizacdo do quadro hipertensivo

Os voluntarios foram classificados como HT segundo diagndstico previamente
realizado pelo médico do paciente e de acordo com a VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertenséo Arterial (2010). Os participantes que estavam dentro dos critérios de
inclusdo foram convidados a comparecerem ao Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular e Atividade fisica, onde o estudo foi realizado para um exame inicial
e também para uma explicagdo completa do estudo pelo pesquisador responsavel.
De acordo com o Comité de Etica, um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) foi obtido de todos os participantes, apos terem sido fornecidas as
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informacdes de todos os procedimentos do estudo, de seus riscos e beneficios e
apos todas as duvidas dos participantes terem sido respondidas.

3.3. Parametros antropométricos

O peso corporal foi mensurado em balanca digital (Toledo® 2096 PP) com o
individuo vestindo o minimo possivel de roupa e descalco. A estatura foi mensurada
com estadidmetro da propria balanca, isenta de rodapés ou irregularidades. O indice
de massa corporal (IMC) foi determinado pela razdo peso corporal/ altura®. O valor
da circunferéncia abdominal (CA) foi adotado como indicador de excesso de tecido
adiposo abdominal, sendo as medidas tomadas em ftriplicata na minima
circunferéncia entre a crista iliaca e a ultima costela, com a utilizacdo de uma fita
metdlica antropométrica com precisdo em milimetros (mm) (CALLAWAY et al., 1988;
HEYWARD & STOLARCZYK, 2000).

3.4. Parametros cardiovasculares

Medida da frequéncia cardiaca de repouso

Para determinacdo da frequéncia cardiaca de repouso (FC de repouso), ao
chegarem ao laboratorio os voluntarios permaneceram em repouso durante 15
minutos, onde foram registrados os menores valores de FC através de um
frequencimetro da marca Polar (RS 800CX). Para esta avaliagdo, os voluntarios
foram orientados a ndo consumirem qualquer bebida/medicamento que pudesse

alterar a resposta da FC de repouso.
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Teste de consumo pico de oxigénio (VOaopico)

O VOgyyico foi definido de forma indireta e submaxima atraves da realizagéo do
teste de 1 milha (1.609 metros) preconizado originalmente por Kline e colaboradores
(1987) e adaptado para esteira por Widrick e colaboradores (1992). Em um periodo
prévio (~ 5 minutos), os voluntarios foram instruidos a selecionarem a velocidade
mais rapida de caminhada (sem correr) na qual seria possivel sustenta-la por
aproximadamente 15 a 20 minutos. ApOs esse periodo, o teste foi iniciado e a
velocidade determinada previamente foi mantida, até a execucao dos 1609 metros.
Para o calculo do VOyic, foram mensuradas as variaveis de frequéncia cardiaca
final do teste e o tempo gasto para realizar o percurso. Para a realizacdo desse
teste, foram utilizados um frequencimetro da marca Polar (modelo FS1) e o
cronbmetro digital da prépria esteira. Os voluntarios hipertensos que faziam terapia
anti-hipertensiva através do uso de [ bloqueadores n&o realizaram o teste de 1
milha. De posse desses dados, 0 VOyyic foi calculado conforme equacédo proposta

por Pober e colaboradores (2002).
VOyico = 92,08 - 0.10 (peso corporal em libras) — 0,34 ( idade em anos) + 9,72 (género;

masculino=1; feminino= 0) — 1,01 (tempo de caminhada em minutos e centésimos de minuto) — 0,13

(fregliéncia cardiaca final em bpm) + 0,86 (nivel de atividade fisica)

Percepcao subjetiva de esforco

Para percepcao subjetiva de esfor¢o foi utilizada a escala psicofisica de Borg
(1998). A figura 1 demonstra os valores representativos da percepcao subjetiva de
esforco (PSE).
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PERCEPCAO SUBJETIVA DE ESFORCO
(Borg & Noble, 1974)

6

7 muito facil

8

9 facil

10

11 relativamente ficil
12

13 ligeiramente cansativo
14

15 cansativo

16

17 muito cansativo
18

19 exaustivo

Figura 1. Escala de percepcao subjetiva de esforco (escala de Borg).

3.5. Coleta sanguinea
Apoés jejum noturno de aproximadamente 12 horas, as amostras de sangue
foram obtidas de veia antecubital (15 ml), através da técnica asséptica com material

de puncdo venosa, descartavel e apropriado para a populacdo estudada. Um

profissional de enfermagem foi contratado para a coleta.

3.6. Parametros bioquimicos
Andlise bioquimica

Perfil lipidico e glicose

Amostras de soro foram utilizadas para a determinagdo dos niveis de
colesterol total (CT), HDL Colesterol (HDL — C), LDL Colesterol (LDL — Colesterol)
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VLDL Colesterol (VLDL — C), Triglicerideos (TG), Creatinina e Glicose, pelo método
espectrofotométrico automéatico (Cobas Mira Plus®).

Estresse oxidativo e concentracdes de nitrito/nitrato

Amostras de plasma ou soro foram utilizadas para determinacdo das
concentracfes de nitrito/nitrato, peroxidacéo lipidica (através da determinacdo das
concentracfes de malondialdeido — MDA) e da atividade enzimatica da superoxido
dismutase (SOD) e catalase através do método colorimétrico, utilizando-se de Kit
colorimétrico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MIl, USA). Especificamente para as
concentracdes de nitrito/nitrato (NOX’), as amostras de plasma foram ultra filtradas
por meio de micro filtros (Microcon Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipore,
Bedford, MA, USA), sendo o filtrado posteriormente utilizado na andlise dos
metabolitos.

Superoxido dismutase

A reacao para determinacdo da atividade da SOD ocorre inicialmente pela
acao catalisadora da xantina oxidase sobre a xantina (hipoxantina) levando a
formacao do radical superéxido (027). Posteriormente, o O2~ sofre dismutacéo pela
acdo da SOD levando a formacao de peréxido de hidrogénio (H202). Quando néo
dismutado pela SOD, o O2" reage (reduz) o sal tetrazdlio formando o composto
conhecido como formazan. Uma unidade (U) de SOD é definida como a quantidade
de enzima necesséaria para exibir 50% de dismutacédo (ICso) do radical superdxido. A
determinacdo da atividade da SOD foi realizada pela avaliagdo da absorbancia em
espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 440 nm. As amostras foram
analisadas em duplicata. Os coeficientes de variagdo intra e inter amostra

apresentam-se dentro dos limites recomendados pelo fabricante.
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Catalase

A determinacdo da atividade da catalase foi realizada através da sua
atividade peroxidasica. Esse método € baseado na rea¢do da enzima com o metanol
(CH30OH) na presenca de uma concentracdo Otima de perdxido de hidrogénio
(H20,). A formacéo do formaldeido € mensurado colorimetricamente com o 4-amino-
3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como o composto cromogénico. O
Purpald forma especificamente um composto biciclico hetorociclico com os aldeidos,
que em estado de oxidacdo muda para a coloracdo roxa. A determinacdo da
atividade da catalase foi realizada pela avaliacdo da absorbancia em
espectrofotometro, utilizando comprimento de onda de 540 nm. As amostras foram
analisadas em duplicata. Os coeficientes de variagcdo intra e inter amostra

apresentaram-se dentro dos limites recomendado pelo fabricante.

Oxido nitrico

Para determinacdo da producdo endégena de NO, foi realizada a
guantificacdo dos anions nitrito (NO;2) e nitrato (NOj3), produtos terminais da
oxidacao do NO. A primeira fase da reacéo se d& pela converséo das concentracdes
de nitrato para nitrito através da reacdo enzimatica da nitrato redutase.
Posteriormente, a adi¢cdo da sulfanilamida (Griess 1) e em seguida do N-(1-Naphthyl)
ethylenediamine (Griess 2) promove a formacdo de um componente “azo”
caracterizado como um cromoforo de coloragédo roxa, sendo quantificado através do

método espectrofotométrico em comprimento de onda de 540-550 nm.

Malondialdeido

Para determinacdo da peroxidagdo lipidica, foram quantificadas as

concentracOes séricas de MDA. A reacdo do MDA ocorre pela reacdo com o acido
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tiobarbitirico (TBA) sob alta temperatura (90 - 100°C) formando o componente
“‘“MDA-TBA adduct’, sendo as concentragdes mensuradas colorimetricamente por

espectrofotbmetro em comprimento de onda de 530-540nm.

3.7. Familiarizacdo com o ergbmetro

Previamente ao inicio do treinamento fisico, os voluntarios foram
familiarizados (4-6 sessfes) com o ergbmetro utilizado durante o estudo (esteira

ergomeétrica).

3.8. Determinacao da maxima fase estavel do lactato

A maxima fase estavel de lactato (MFEL) pode ser definida como a maior
intensidade de esfor¢co onde se observa um equilibrio entre a producdo e a remocgéao
do lactato sanguineo, sendo essa condicdo normalmente associada a capacidade do
individuo de sustentar um exercicio continuo por periodos prolongados de tempo
(BENEKE, 1995; BENEKE et al., 2000). A MFEL é considerada a melhor intensidade
de esforco para o aprimoramento da aptidao cardiorrespiratoria.

O protocolo para determinacdo da MFEL foi constituido de cargas constantes
e duracdo fixa de 30 minutos, com coletas sanguineas para medicdo do lactato
realizadas no repouso e no 10° e 30° minutos do teste (BENEKE, 2003). Para
caracterizacdo da MFEL, os incrementos na concentracdo de lactato [Lac] ndo
deveriam ser superiores a 1mmol/l do 10° ao 30° minuto do teste. Os testes foram
realizados em dias n&o consecutivos (2-5 dias) com intensidades diferentes a cada
dia de teste.

As amostras de sangue foram coletadas no I6bulo da orelha, em capilares
heparinizados (25uL) e armazenadas em tubos (1,5 ml) diluidas em &cido
tricloroacético (400 pL). Posteriormente, as amostras foram analisadas pela

determinacao da absorbancia em espectrofotometro.
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3.9. Treinamento fisico aerdbio

O treinamento fisico aerdbio (TFA) foi realizado no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular e Atividade Fisica — Departamento de Educacao Fisica (UNESP Rio
Claro). O programa de atividade fisica foi realizado em uma sala com temperatura
ambiente de 22-24°C e umidade do ar entre 50% a 75%. Todos os participantes
foram submetidos a trés sessfes/semana de treinamento fisico aer6bio em esteira
ergométrica (Movement® RT 250 PRO) sob supervisdo direta durante oito semanas,
sendo que nas primeiras quatro semanas o treinamento fisico aerébio foi realizado
com duracao de 30 minutos em intensidade a 100% da MFEL. Posteriormente, nas
guatro semanas finais, o treinamento fisico aerébio foi realizado com duracéo de 40
minutos em intensidade a 100% da MFEL. A duracdo do treinamento foi controlada
pelo crondmetro digital da propria esteira ergométrica e a intensidade com base nos

valores pré-determinados nos testes de MFEL.

3.10. Grupos experimentais
Os grupos experimentais foram constituidos por um total > 40 voluntérios,
normotensos e hipertensos.
Controle (C) - homens e mulheres normotensos e hipertensos com idade = 40 anos.

Treinado (T) - homens e mulheres normotensos e hipertensos com idade = 40 anos,

submetidas ao treinamento fisico aerobio por oito semanas.

Obs. Aqueles que nao seguiram todos os critérios estabelecidos pelo estudo

foram excluidos do mesmo.
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3.11. Desenho experimental

O desenho experimental foi realizado através do modelo ensaio clinico
controlado cruzado, sendo este constituido por um periodo de dezesseis semanas

subdividido em:

Controle — Periodo no qual os voluntarios permaneceram oito semanas sem a

realizacdo do treinamento fisico aerdbio (figura 2).

Treinamento — Periodo no qual os voluntarios realizaram treinamento fisico aerobio

durante oito semanas (figura 2).

Obs. Aqueles que nao seguiram todos os critérios estabelecidos pelo estudo

foram excluidos do mesmo.

8 semanas 8 semanas

A A
|‘ I |

Periodo controle : Periodo treinamento
Periodo Inicial (PI) Periodo Periodo Final (PF)
Intermediario (PINT)

U L L

+ Antropometria +  Antropometria + Antropometria

+ PAde repouso * PA de repouso + PAde repouso

+ Coleta sanguinea + Coleta sanguinea + Coleta sanguinea
+ [Familiarizagdo com ergdmetro + V02 pico
+  MFEL « FC repouso e exercicio
« V02 pico

+  FC repouso e exercicio

PA = Pressdo Arterial; MFEL = Maxima Fase Estavel de Lactato; VO2pico= Consumeo pico de oxigénio; FC = Frequéncia Cardiaca

Figura 2. Desenho Experimental.
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3.12. Anélise estatistica

Os resultados estédo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Ja
os resultados dos parametros bioquimicos estdo apresentados em mediana +
intervalo interquartil. Para avaliacdo dos resultados, foram utilizados o teste t de
Student (pareado e ndo pareado) e a analise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas seguida do pos teste de Tukey. O nivel de significancia de p< 0,05 foi

aceito como diferente estatisticamente.
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4. RESULTADOS

4.1. Triagem dos voluntéarios

Foram entrevistados para o estudo quatrocentos e dezessete voluntarios.
Desse total, duzentos e oitenta e sete voluntarios foram excluidos por néo
atenderem aos critérios de inclusdo do estudo. Posteriormente, cento e trinta
voluntarios foram qualificados a iniciar as avaliacdes. Desse total, oitenta e sete
voluntarios cumpriram todas as etapas do estudo, sendo que quarenta e trés

voluntarios foram excluidos (figura 3).

417 voluntarios Q Foram entrevistados ao

inicio do estudo

287 voluntari Foram excluidos de acordo
VOHRIEOS E> com os critérios de inclusdo
130 voluntarios E> Iniciaram o estudo

v v

87 voluntarios 43 voluntarios
Finalizaram o Foram excluidos por desisténcia ou
estudo por ndo realizarem todas as etapas
do estudo

= PINT — Periodo de avaliacdo intermediaria
= TF —Treinamento fisico aerdbio

Figura 3. Distribuicédo de voluntarios em relacdo ao desenho experimental proposto.
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Dessa forma, todos os dados do presente estudo estdo baseados nos oitenta
e sete voluntarios que cumpriram todas as etapas do projeto. Desse total, cinquenta
e cinco voluntarios foram classificados como NT (idade: 49,7+0,6 anos) e trinta e
dois voluntarios foram classificados como HT (idade: 52,7+1,1 anos). O grupo de
voluntarios NT foi constituido de quarenta mulheres e quinze homens, enquanto o
grupo de voluntarios HT foi constituido de vinte e trés mulheres e nove homens. A
tabela 1 apresenta a caracterizagéo dos grupos.

Em relacdo a MFEL, ndo foram observadas diferencas significativas nas
concentracfes de lactato entre o grupo de voluntarios normotensos e hipertensos
(figura 4), mostrando que a populacdo estudada apresenta perfil de desempenho
aerdbio similar. Prévio estudo demonstrou em atletas que os parametros fisioldégicos
como 0 VO,max € 0 débito cardiaco na intensidade da MFEL sdo menores para 0s
individuos de meia idade e idosos quando comparados aos jovens. Entretanto, as
concentracdes plasméticas de lactato, os tipos de fibras musculares e a atividade da
citrato sintase nao foram diferentes entre os grupos (MATTERN et al., 2003). Por
outro lado, quando analisados atletas de meia idade, outro estudo ndao demonstrou
diferencas nas concentracfes de lactato entre 0s sexos em resposta a diferentes
testes de velocidade (KORHONEN et al., 2005). Assim, nosso trabalho € o primeiro

a avaliar esse parametro em voluntarios sedentarios de meia idade.

= NT

i -= HT
o
® 44
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Figura 4. Concentracao de lactato relativa a MFEL.
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4.2. Parametros antropométricos

Em relacdo aos parametros antropométricos, ndo foram observadas
diferencas significativas nos valores de IMC em reposta ao treinamento fisico
aerobio (TFA) tanto para o grupo de voluntarios NT quanto para os HT. De maneira
interessante, os voluntarios HT apresentaram valores de IMC maiores quando
comparados ao grupo de voluntarios NT (Pl: 4,6%; PINT: 3,4%; PF: 3,8%), entre 0os
trés periodos do estudo (tabela 1 e figura 5).

Quanto a circunferéncia abdominal, foram observadas diferencas
significativas em resposta ao TFA tanto para o grupo de voluntarios NT (PINTxPF: -
1,8%) quanto para o grupo de voluntarios HT (PINTxPF: -1,7%). De maneira similar
aos achados para IMC, observamos que 0s voluntarios HT apresentavam maiores
valores de circunferéncia abdominal quando comparados aos voluntarios NT (PI:
4,9%; PINT: 4,2%; PF: 5,0%) quando comparados o trés periodos do estudo (tabela
1 e figura 5).

Tabela 1. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerébio sobre os
parametros antropomeétricos (indice de massa corporal e circunferéncia abdominal)
em voluntarios normotensos e hipertensos.

NT (n = 55) HT (n =32)
PI PINT PF PI PINT PF
Idade (anos) 49,7+0,6 - - 52,7+1,1# - -
(H/M) 15/40 - - 9/23 - -
IMC (kg/m?) 26,3+0,3 26,4+0,3 26,2+0,3 27,5+0,4 27,3+0,4 27,2+0,4
CA (cm) 83,8+1,2 83,6+1,3 82,3+1,1* 87,9+1,4 87,1+1,5 86,4+1,5%#

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final; IMC = indice
de Massa Corporal; CA = Circunferéncia Abdominal; (H/M) = Homens/Mulheres. Os
dados estdo expressos em média £+ EPM. *= p<0,05 em relacdo ao Pl e PINT; # =
p<0,05 em relacdo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 5. Efeito de vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerébio sobre os
parametros antropométricos (indice de massa corporal e circunferéncia abdominal)
entre os periodos inicial (Pl), intermediario (PINT) e final (PF) e valores de delta (A=
PF - PINT) para o grupo de voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). * =
p< 0,05 em relacdo ao Pl e PINT; # = p< 0,05 em relagdo ao mesmo periodo do
grupo NT.

4.3. Parametros cardiovasculares

Em relagcdo aos parametros cardiovasculares, conforme esperado, foram
observadas reducdes significativas da frequéncia cardiaca (FC) analisadas durante
as vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerdbio, realizado na intensidade
relativa a 100% da MFEL, tanto para o grupo de voluntarios normotensos (7,7%)
guanto para os hipertensos (9,1%) (figura 6). Do mesmo modo, foram observadas
reducbes significativas da frequéncia cardiaca em resposta ao TFA analisada
durante as sessbes de exercicio, tanto para o grupo de voluntarios normotensos
(PINTXPF: -8,3%) quanto hipertensos (PINTxPF: -9,4%). Quando comparada a
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magnitude de reducdo através da area sobre a curva, entre 0s grupos normotensos
e hipertensos, vemos que o0 grupo de hipertensos apresentou uma reducéo
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo de normotensos (figura 8). Além
disso, foram observadas reducdes significativas da percepcdo subjetiva de esforco
(PSE) analisada durante as vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerdbio
tanto para o grupo de voluntarios normotensos (15,6%) quanto para o grupo de
hipertensos (17,4%), (figura 7). Do mesmo modo, foram observadas também
diferencas significativas em relacdo a magnitude de reducdo quando comparada a
PSE dos grupos de voluntarios normotensos e hipertensos durante as vinte e quatro
sessdes de treinamento fisico aerdbio, onde o grupo de hipertensos apresentou uma
maior reducgdo (figura 8). Por outro lado, em relacdo a frequéncia cardiaca de
repouso, foi observada diferenca significativa em resposta ao TFA para o grupo de
voluntarios NT (PINTxPF: 4,0%) entre os periodos do estudo (tabela 2 e figura 9).
Além disso, quando realizada a comparacdo entre o grupo de voluntarios
normotensos e hipertensos, foi observada diferenga significativa para a frequéncia
cardiaca durante as sessbes de exercicio (PINT: 4,4%; PF:. 5,4%) quando

comparado os dois periodos do estudo (tabela 2 e figura 9).
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Figura 6. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerébio sobre a
frequéncia cardiaca (FC) de voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). *
= p< 0,05 em relacdo a primeira sessao de treinamento fisico aerébio.
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Figura 7. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerébio sobre a
percepcdo subjetiva de esforco (PSE) de voluntarios normotensos (n=55) e
hipertensos (n=32). * = p< 0,05 em relacdo a primeira sessao de treinamento fisico
aeroébio.
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Figura 8. Efeito de vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerébio sobre a
frequéncia cardiaca (FC) de voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). # =
p< 0,05 em relacdo ao grupo NT.

Tabela 2. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerdbio sobre a
frequéncia cardiaca de repouso e de exercicio de voluntarios normotensos e
hipertensos.

NT (n =55) HT (n =32)
Pl PINT PF Pl PINT PF
FC repouso
(bpm) - 76,1+1,3 73,1+1,4* - 76,2+1,9 73,9122
FC exercicio
(bpm) - 151,1+1,9 138,5+1,7* - 144 5+2 44 131,0+2,3*#

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final; FC repouso =
frequéncia cardiaca analisada durante o repouso; FC exercicio = frequéncia cardiaca
analisada durante o exercicio; Os dados estao expressos em média £+ EPM. *= p<0,05
em relacdo ao Pl e PINT; # = p<0,05 em relagcdo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 9. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerdbio sobre
frequéncia cardiaca de repouso e de exercicio entre os periodos intermediario
(PINT) e final (PF) e valores de delta (A= PF - PINT) para o grupo de voluntarios
normotensos (nN=55) e hipertensos (n=32). * = p< 0,05 em relagdo ao Pl e PINT; # =
p< 0,05 em relacdo ao mesmo periodo do grupo NT.

Em relacdo a aptiddo cardiorrespiratéria, quanto ao grupo de normotensos,
foram observadas alteracdes significativas em resposta ao TFA para 0 consumo pico
de oxigénio (PINTxXPF: 2,4%), velocidade do teste de 1 milha (PINTXPF: 6,1%),
tempo para realizacao do teste de 1 milha (PINTxPF: -4,2%) e percep¢ao subjetiva
de esforgo (PINTXPF: -8,9%) entre os periodos do estudo. Por outro lado, ndo foram

observadas diferencas significativas para a frequéncia cardiaca do teste de 1 milha



34

(tabela 3 e figura 10) entre os periodos do estudo. De maneira similar, no grupo de
voluntarios hipertensos, foram observadas alteracdes significativas em resposta ao
TFA, para o consumo pico de oxigénio (PINTxPF: 5,1%), velocidade do teste de 1
milha (PINTxPF: 4,6%), tempo para realizacdo do teste de 1 milha (PINTxPF: -
3,4%), frequéncia cardiaca do teste de 1 milha (PINTxPF: 5,4%) e para percepcao
subjetiva de esforco (PINTxPF: -11,2%) (tabela 3 e figura 10) entre os periodos do
estudo. Na comparacdo entre o grupo de voluntarios normotensos e hipertensos,

nao foram observadas diferencas significativas entre os periodos.

Tabela 3. Efeito de vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerdbio sobre a
aptiddo cardiorrespiratéria (consumo pico de oxigénio, tempo do teste, percepcdo
subjetiva de esforco, velocidade do teste e frequéncia cardiaca do teste de 1 milha)
entre voluntarios normotensos e hipertensos.

NT (n = 55) HT (n =32)
PI PINT PF PI PINT PF
VOzpico teste - 33,580,7  34,30,7* - 31,5¢0,9  33,1%0,9*
(ml/kg/min)
Velocidade
+ + * - + +0,9*

tosto (kg 6,5:0,07  6,9+0,06 6,5¢0,07  6,840,9
Tempo teste

: - 14,4+0,1  13,840,1* - 14,6102 14,102
(min)
FC teste ; 138,8+2,7  137,242,0 - 142,3t3,2  134,6£3,6*
(bpm)
PSE teste - 12,4404  11,3%0,3* - 133:0,4  11,8+0,4*

(escala Borg)

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final; VOypico =
consumo pico de oxigénio; Velocidade teste = velocidade para realizacéo do teste de
1 milha; Tempo teste = tempo para realizacdo do teste de 1 milha; FC teste=
frequéncia cardiaca para realizacdo do teste de 1 milha; PSE teste = percepcéo
subjetiva de esfor¢o para realizacao do teste de 1 milha. Os dados estdo expressos
em média £ EPM. * = p<0,05 em relacdo ao Pl e PINT; # = p<0,05 em relacdo ao
mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 10. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerdbio sobre a
aptidao cardiorrespiratdria (consumo pico de oxigénio, velocidade, tempo, frequéncia
cardiaca e percepcao subjetiva de esfor¢co do teste de 1 milha) entre os periodos
intermediario (PINT) e final (PF), e valores de delta (A= PF - PINT) para o grupo de
voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). * = p<0,05 em relagédo ao Pl e
PINT; # = p<0,05 em relacédo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Em relagdo a pressdo arterial sistdlica (mensurada através do método
auscultatorio), foram observadas diferencas significativas em resposta ao TFA entre
0s periodos do estudo, tanto para o grupo de voluntarios NT (PINTxPF: -2,3%)
guanto para o grupo de voluntarios HT (PINTXPF: -4,4%). Da mesma forma, foram
observadas diferencas significativas em relacdo a pressao arterial diastélica
(mensurada através do método auscultatério) tanto para o grupo de voluntarios NT
(PINTXPF: -2%) quanto para o grupo de voluntarios HT (PINTxPF: -4,9%) entre os
periodos do estudo. Além disso, conforme esperado, foram observadas diferencas
significativas entre o grupo de voluntarios normotensos e hipertensos, para a
pressao arterial sistolica (Pl: 20,3%; PINT: 19,1%; PF: 16,5%) e diastélica (PI:
15,9%; PINT: 17,6%; PF: 14,1%) entre os periodos do estudo (tabela 4 e figura 11).
Do mesmo modo, foi observada diferenca significativa entre os grupos de voluntarios
guando comparada a magnitude de reducéo da pressao arterial diastolica, na qual o

grupo HT obteve uma maior reducéo (figura 11).

Tabela 4. Efeito de vinte e quatro sessfes de treinamento fisico aerdbio sobre os
parametros cardiovasculares (pressao arterial sistélica e pressao arterial diastolica)
mensuradas através do método auscultatorio entre os voluntarios normotensos e
hipertensos.

NT (n = 55) HT (n =32)

PI PINT PF PI PINT PF

PAS (mmHg) 108,5+1,3 108,3+1,3 105,8+1,1* 130,5+2,3# 129,0+1,8# 123,3+1,9*#

PAD (mmHg) 72,3+0,9 71,6+1,0 70,2+0,9* 83,8+1,2# 84,2+1,3# 80,1+1,2*#

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final;, PAS =
Pressdo Arterial Sistélica; PAD = Pressao Arterial Diastélica. Os dados estao
expressos em média £ EPM. * = p<0,05 em relacdo ao Pl e PINT; # = p<0,05 em
relacdo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 11. Efeito de vinte e quatro sessbes de treinamento fisico aerébio sobre 0s
parametros cardiovasculares (presséao arterial sistolica e pressao arterial diastolica)
mensuradas através do método auscultatério entre os periodos inicial (Pl),
intermediario (PINT) e final (PF) e valores de delta (A= PF - PINT) para o grupo de
voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). * = p<0,05 em relacdo ao Pl e
PINT; # = p<0,05 em relagcdo ao mesmo periodo do grupo NT; t = p< 0,05 em
relacdo ao grupo NT.

4.4, Tratamento farmacologico

Do total de voluntarios hipertensos (n=32), vinte e quatro voluntarios (75%)
faziam uso de medicacdo anti-hipertensiva e oito voluntarios (25%) ndo faziam uso
de medicacdo anti-hipertensiva. Dos vinte e quatro voluntarios medicados, catorze
voluntarios (58,3%) faziam uso de monoterapia. Desse total, seis voluntarios
(42,85%) fazem uso dos inibidores da enzima conversora de angiotensina - ECA,

seis voluntarios (42,85%) fazem uso dos bloqueadores do receptor AT1 e dois
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voluntarios (14,3%) fazem uso dos blogueadores do receptor 8 adrenérgico. Além
disso, dez voluntarios (41,7%) fazem uso de terapia de associacdo entre drogas
anti-hipertensivas. Desse total, trés voluntarios (30,0%) fazem uso da associacéo
entre blogueadores do receptor AT1 e diuréticos, trés voluntarios (30,0%) fazem uso
da associacdo entre bloqueadores do receptor AT1 e bloqueadores dos canais de
Ca*?, um voluntéario (10,0%) faz uso da associacdo entre bloqueadores do receptor 8
adrenérgico e blogueadores do receptor AT1, um voluntario (10,0%) faz uso da
associacao entre bloqueadores do receptor B adrenérgico e bloqueadores dos
canais de Ca*?, um voluntario (10,0%) faz uso da associac&o entre bloqueadores do
receptor AT1, bloqueadores dos canais de Ca* e diurético e um voluntario (10,0%)
faz uso da associacdo entre bloqueadores do receptor AT1, bloqueadores dos
canais de Ca*? e bloqueadores do receptor 8 adrenérgico (Figura 12).

Monoterapia anti-hipertensiva

m Antagonistas do Receptor AT,
H Bloqueadores do Receptor B adrenérgico
i Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
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Associacao de drogas anti-hipertensivas

m Antagonistas do Receptor AT, + Diuréticos

W Antagonistas do Receptor AT, + Blqueadores dos Canais de Ca**

® Antagonistas do Receptor AT, + Bloqueadores do Receptor B adrenérgico

® Blogueadores do Receptor B adrenérgico + Blgueadores dos Canais de Ca**
B Antagonistas do Receptor AT, + Blgueadores dos Canals de Ca** + Diuréticos

u Antagonistas do Receptor AT, + Blgueadores dos Canais de Ca®* +
Blogueadores do Receptor p adrenérgico

Figura 12. Terapia anti-hipertensiva subdividida em monoterapia e associacao entre
drogas.

4.5. Parametros bioquimicos

Quanto aos parametros glicémicos e de perfil lipidico, ndo foram observadas
diferencas significativas em resposta ao TFA tanto para o grupo de voluntarios
normotensos quanto para os hipertensos, para o colesterol total, LDL-C, HDL-C,
VLDL-C e triglicerideos entre os periodos do estudo. Em relacdo a creatinina, o
grupo HT apresentou diferenca significativa em resposta ao TFA (PINTxPF: 15,9%),
no entanto ndo houve alteragdes significativas para o grupo NT (tabelas 5 e 6 e
figuras 13 e 14).
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Tabela 5. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerébio sobre os
parametros bioquimicos: colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-
C), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL-C), triglicérides (TG), glicemia e creatinina, entre os voluntarios normotensos.

NT (n = 55)
PI PINT PF

CT (mg/dL) 200,0 (184,0 — 227,0) 201,0 (182,0 - 219,0) 200,0 (187,0 — 206,0)
LDL-C 132,0 (117,6 — 156,4) 137,0 (111,8 — 149,8) 129,8 (117 — 141,0)
(mg/d L) b 1 1 b t 1 1 b
HDL-C

45,00 (42,00 — 48,00) 45,00 (42,00 — 48,00) 46,00 (43,00 — 50,00)
(mg/dL)
VLDL-C

20,40 (14,00 — 26,80) 20,80 (15,60 — 29,00) 21,00 (16,80 — 27,40)
(mg/dL)
TG (mg/dL) 102,0 (70,0 — 134,0) 104,0 (78,00 — 145,0) 105,0 (84,00 — 137,0)

e

Glicemia 90,00 (85,00 — 93,00) 91,00 (85,00 — 96,00) 92,00 (87,00 — 97,00)
(mg/dL)
(Cn:(;‘j‘;'[‘)'”a 0,8000 (0,700 — 1,000)  0,8000 (0,7000 — 0,9000)  0,8000 (0,8000 — 1,100)

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final. Os dados
estdo expressos em mediana = intervalo interquartil. *= p<0,05 em relagéo ao Pl e
PINT; # = p<0,05 em relagédo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Tabela 6. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerébio sobre os
parametros bioquimicos: colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-
C), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL-C), triglicérides (TG), glicemia e creatinina, entre os voluntarios hipertensos.

HT (n =32)
PI PINT PF

CT (mg/dL) 196,0 (179,0 — 222,0) 196,0 (177,0 - 210,0) 198,0 (178,0 — 226,0)
LDL-C 128,8 (102,4 — 155,4) 129,8 (111,0 — 141,2) 123,4 (99,80 — 145,4)
(mg/d L) 1 1 1 b ’ 1 1 b b
HDL-C

46,00 (42,00 — 49,00) 46,00 (40,00 — 49,00) 47,00 (43,00 — 50,00)
(mg/dL)
VLDL-C

19,00 (14,80 — 27,80) 24,00 (16,20 — 30,00) 21,80 (15,80 — 36,60)
(mg/dL)
TG (mg/dL) 95,00 (74,00 — 139,00) 120,00 (81,00 — 150,00) 109,0 (79,00 — 156,0)

e

Glicemia 91,00 (88,00 — 101,0) 92,00 (86,00 — 98,00) 95,00 (88,00 — 100,00)
(mg/dL)
(Cn:(;‘j‘;'[‘)'”a 0,8000 (0,7000 — 1,000)  0,8000 (0,7000 —1,000) 1,000 (0,8000 — 1,100)*

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final. Os dados
estdo expressos em mediana = intervalo interquartil. * = p<0,05 em relagéo ao Pl e
PINT; # = p<0,05 em relagédo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 13. Efeito de vinte e quatro sessbes de treinamento fisico aerébio sobre os
parametros glicémicos e de perfil lipidico (CT, LDL-C, HDL-C, VLDL-C e TG) entre
os periodos inicial (PI), intermediario (PINT) e final (PF) e valores de delta (A= PF -
PINT) para o grupo de voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). Os
dados estédo expressos em mediana * intervalo interquartil. * = p<0,05 em relacdo ao
Pl e PINT; # = p<0,05 em relacdo ao mesmo periodo do grupo NT.
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Figura 14. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerobio sobre os
parametros glicémicos e de perfil lipidico (Glicemia e Creatinina) entre os periodos
inicial (P1), intermediério (PINT) e final (PF) e valores de delta (A= PF - PINT) para o
grupo de voluntarios normotensos (n=55) e hipertensos (n=32). Os dados estdo
expressos em mediana = intervalo interquartil. * = p<0,05 em relagéo ao Pl e PINT; #
= p<0,05 em relacdo ao mesmo periodo do grupo NT.

A tabela 7 apresenta os valores da concentracdo plasmatica de NOX,
atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase — SOD e catalase) e as
concentragfes séricas de malondialdeido (MDA). Para os valores de NOx™ e MDA
nao foram encontradas alteracdes significativas, tanto para o grupo NT quanto para
0 grupo HT. Em relacdo a atividade da SOD foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em resposta ao TFA tanto para o grupo de voluntarios
normotensos (PINTxPF: 31%) como para o grupo de voluntarios hipertensos
(PINTXPF: 63,2%). O grupo HT também apresentou diferenca significativa em
resposta ao TFA para a catalase (PINTxPF: 31,7%), porém no grupo NT néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa. Na comparag¢ao entre 0s grupos,
observou-se que a magnitude de aumento para catalase foi significativamente maior

para os voluntarios hipertensos comparado aos voluntarios normotensos (figura 15).
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Tabela 7. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerobio sobre os
pardmetros bioquimicos (NOx’, SOD, Catalase e MDA) entre o0s voluntarios
normotensos e hipertensos.

NT (n = 55)

Pl

PINT

PF

NOX™ (UM)

9,84 (6,76 — 15,25)

8,57 (6,87 — 13,43)

9,92 (6,98 — 15,48)

SOD (U/ml)

16,23 (11,12 — 21,24)

14,45 (9,81 — 21,18)

23,72 (11,35 - 30,33)*

Catalase
(nmol/min/ml)

33,12 (26,22 — 43,41)

32,67 (25,64 — 42,32)

33,57 (25,16 — 46,16)

MDA (mg/dL)

7,300 (6,300 — 9,300)

7,550 (6,050 — 10,05)

7,300 (6,300 — 8,800)

HT (n =32)

Pl

PINT

PF

NOX™ (uM)

11,87 (8,80 — 17,10)

9,41 (7,59- 15,37)

10,40 (7,20 — 16,58)

SOD (U/ml)

17,01 (11,28 — 21,90)

12,51 (8,45 — 21,60)

24,46 (11,39 — 35,84)*

Catalase
(nmol/min/ml)

36,12 (24,81 — 46,79)

32,35 (25,13 — 40,98)

43,15 (32,42 — 53,76)*

MDA (mg/dL)

8,300 (6,550 — 9,800)

7,550 (6,050 — 9,300)

8,300 (7,050 — 9,550)

Pl = Periodo Inicial; PINT = Periodo intermediario; PF = Periodo Final; NOx™ =6xido
Nitrico, SOD = Superéxido Dismutase; Catalase = Hidroperoxidase; MDA =
Malondialdeido. Os dados estdo expressos em mediana * intervalo interquartil; * = p<
0,05 em relacdo ao PI e PINT; # = p<0,05 em relacdo ao mesmo periodo do grupo
NT.
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Figura 15. Efeito de vinte e quatro sessdes de treinamento fisico aerdbio sobre os
parametros bioquimicos (valores da atividade das enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase e catalase), concentracdo plasmatica de NOX™ e as concentracdes séricas
de malondialdeido (MDA)) entre os periodos inicial (Pl), intermediario (PINT) e final
(PF), e valores de delta (A= PF - PINT) para o grupo de voluntarios normotensos
(n=55) e hipertensos (n=32). * = p<0,05 em relacdo ao Pl e PINT; # = p<0,05 em
relacdo ao mesmo periodo do grupo NT; T = p< 0,05 em relagado ao grupo NT.
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5. DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi que o treinamento fisico aerdbio é
capaz de promover reducdo da pressao arterial de repouso associado ao aumento
da atividade antioxidante da superoxido dismutase e catalase em voluntarios
normotensos e hipertensos.

Sabe-se que o treinamento fisico aerdbio é efetivo em promover reducéo da
pressdo arterial de repouso tanto para individuos normotensos quanto hipertensos
(CORNELISSEN; FAGARD, 2005; FAGARD; CORNELISSEN, 2007; FAGARD,
2006; KELLEY; KELLEY; TRAN, 2001). Prévio estudo demonstrou em sua meta
analise que essas reducdes sao mais pronunciadas para os individuos hipertensos
em comparacao aos normotensos, tanto para a pressao arterial sistélica (HTA= -6,9
mmHg; NTA= -1,9 mmHg) quanto para a pressao arterial diastélica (HT A= -4,9
mmHg; NTA= -1,6 mmHg). Segundo esses autores, essa alteracdo esta associada a
reducdo da resisténcia vascular periférica (aproximadamente 7,1%), em
consequéncia da reducédo da atividade do sistema nervoso simpatico e do sistema
renina angiotensina, verificados por menores concentracbes plasmaticas de
norepinefrina e diminuigédo da atividade da renina (CORNELISSEN; FAGARD, 2005).
Nossos resultados mostram claramente que o treinamento fisico aerdbio por 24
sessdes promoveu reducdo da pressao arterial sistolica e diastélica de repouso tanto
para os voluntarios normotensos (PASA= -2,3 mmHg; PADA= -2,0 mmHg) quanto
para os hipertensos (PASA= -4,4 mmHg; PADA= -4,9 mmHg) respectivamente, com
a maior magnitude de reducédo para a PAD no grupo de voluntarios hipertensos.

Em nosso trabalho, nés verificamos alguns biomarcadores do estado redox e
cardiovascular para compreender os mecanismos pelos quais o exercicio promove
mudancgas na regulagdo do sistema cardiovascular. Nosso estudo ndo conseguiu
demonstrar alteracdes significativas das concentragcdes de nitrito/nitrato e do MDA
em resposta ao treinamento fisico aerébio, os quais refletem a producdo enddégena
de oxido nitrico e peroxidacdo lipidica respectivamente, para 0s voluntarios

hipertensos. Estudos em nosso laboratorio tém mostrado que o exercicio fisico
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promove maior resposta relaxante em diferentes artérias, em modelos animais, que
foi positivamente associado com a elevacdo da concentracdo de nitrito/nitrato
plasmatico (CLAUDINO et al., 2010; DE MORAES et al., 2008; DELBIN et al., 2012).
No entanto, poucos estudos em seres humanos foram conduzidos buscando
analisar essa relacdo, sendo que alguns demonstraram aumento (MAEDA et al.,
2001; ZAROS et al., 2009) outros nenhuma modificacdo (BRINKLEY et al., 2009;
ESPOSTI et al., 2011; HANSEN et al., 2011) das concentragdes de NOx- e MDA em
reposta ao treinamento fisico aerdbio. Assim, mais estudos precisam ser realizados
em seres humanos e novas técnicas com melhores biomarcadores sdo necessarios
para avaliar os mecanismos pelos quais o exercicio fisico promove reducao de
pressao arterial.

Com relacéo as enzimas antioxidantes, nossos resultados demonstram que o
treinamento fisico aerébio por 24 sessbes promoveu um aumento da atividade da
superoxido dismutase e catalase (exceto normotensos). Evidéncias mostram que
apesar do exercicio fisico promover aumento do estresse oxidativo, os efeitos
prolongados do treinamento fisico tém sido associado com maior atividade
antioxidante, principalmente em modelos animais (RADAK; CHUNG; GOTO, 2008;
RADAK et al., 2013). Por outro lado, estudos avaliando pacientes hipertensos
mostram maior producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) nesses pacientes
e demostram uma associagdo positiva entre estresse oxidativo e disfuncéo
endotelial (CAI; HARRISON, 2000). Nossos achados mostram que o treinamento
fisico por vinte e quatro sessbes promoveu aumento das enzimas antioxidantes que
foi positivamente associado com reducdo da pressao arterial de repouso em ambos
0S grupos analisados.

Assim, em conjunto nossos resultados mostram que o exercicio fisico por 24
sessOes promoveu efeitos benéficos em ambos o0s grupos, normotensos e
hipertensos e que a maior magnitude de reducdo da PAD em hipertensos poderia
ser devido a maior atividade das enzimas antioxidantes, melhorando o estado redox
desses voluntarios, uma vez que um dos determinantes para a génese da
hipertensédo arterial seria a excessiva producdo de EROs. No entanto, deve-se

enfatizar que a concentracdo de MDA néo foi alterada entre 0s grupos, 0 que nos
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levaria a hipotetizar que esse biomarcador n&o reflete o estado redox, ou melhor
possui limitagbes e deve ser analisado com cautela para ser considerado um bom
biomarcador.

Nossos resultados demonstram que o treinamento fisico aerdbio néo foi eficaz
em promover alteragcbes no perfil lipidico tanto para o grupo de voluntarios
normotensos quanto para os hipertensos. Diversas meta-analises conduzidas em
diferentes popula¢des demonstram que o treinamento fisico aerébio é efetivo em
promover reducdes das concentracdes de triglicerideos. Entretanto, em relacdo as
lipoproteinas os resultados sdo conflitantes. Alguns trabalhos demonstram apenas
reducdes das concentracdes de LDL-C (KELLEY et al, 2007a; KELLEY et al, 2012a),
outros aumento das concentracdes de HDL-C (KELLEY et al, 2004; KELLEY et al,
2005a; KELLEY et al, 2006a; KELLEY et al, 2006b), ou mesmo nenhuma alteracéo
para ambas as lipoproteinas (KELLEY et al 2005b; KELLEY et al, 2007b; KELLEY et
al, 2012b). Interessantemente, estudos mostram que o treinamento fisico aerdbio é
capaz de promover reducdes nas pequenas particulas de LDL-C e melhorar a
funcdo do HDL-C independentemente das alteracbes nas suas concentracoes
(HALLE et al, 1997; CASELLA-FILHO, 2011).

Em relacdo aos niveis plasmaticos de glicose, nossos dados mostram que o
treinamento fisico aerdbio ndo promoveu alteracbes nas suas concentracdes tanto
para 0 grupo de voluntarios normotensos quanto para os hipertensos. Prévios
estudos classicamente demonstram que a pratica regular de exercicio fisico é capaz
de promover melhora da sensibilidade a insulina e consequente reducdo nos niveis
plasméaticos de glicose (BOULE et al, 2001; SNOWLING & HOPKINS, 2006;
THOMAS et al., 2006). Os mecanismos associados a essa condi¢cdo sdo o aumento
no numero de receptores de insulina, da fosforilagdo e ativagdo das proteinas de
sinalizacdo intracelular, da atividade das enzimas do metabolismo glicémico, e da
guantidade e translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT4) (IVY, 1997,
ACSM, 2000. Uma possivel explicacdo para a ndo alteracéo da glicemia verificada
em nosso estudo pode ser devido ao fato de que nossos voluntarios eram
normoglicémicos, ndo demonstrando assim reducfes adicionais da glicemia em

resposta ao treinamento fisico aerdbio. De fato, trabalhos prévios néo verificaram
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alteracbes na glicemia em resposta ao treinamento fisico em voluntarios
normoglicémicos (ZAROS et al, 2009; JENKINS & HAGBERG, 2011).

Nossos resultados demonstram que tanto a frequéncia cardiaca de repouso
(exceto para os hipertensos) quanto de exercicio foram reduzidas apds o
treinamento fisico aerdbio para ambos o0s grupos analisados. Os mecanismos
relacionados a essa reducdo da frequéncia cardiaca observada em resposta ao
treinamento fisico aerdbio sdo classicamente conhecidos e estdo relacionados as
modulacdes do sistema nervoso autdbnomo (aumento e reducdo da atividade
parassimpatica e simpatica respectivamente), resultado do aumento da sensibilidade
barorreflexa, das alteracdes do balanco simpato-vagal e mesmo da modulagéo
intrinseca (reducdo da ativacdo do marca-passo sinoatrial) (CARTER; BANISTER;
BLABER, 2003; HAUTALA; KIVINIEMI; TULPPO, 2009; LATERZA et al., 2007).
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6. CONCLUSAO

O treinamento fisico aerdbio promove reducdo da presséo arterial de repouso
e aumento da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase

em voluntarios de meia idade.
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cardiovascular, concentragdes de nitrito/nitrato e a atividade das enzimas
antioxidantes em adultos”

Pesquisa Pesquisador Responsavel. - -
Individual Colaboradoras: - -

Pesquisador Responsével: Angelina Zanesco
Pesquisa

AG“ml d’. Orientando(a): Maycon Junior Ferreira
Co-orientador: Carlos Henng.:e Grossi Sponton

Pesquisa Peasquisador Ruponsévei

Alunos de
Pos- Orientador: - -
Graduacéo

(x) TCC
Objetivo ( ) Mestrado
Académico: ( ) Doutorado

( ) Outros — (especificar)

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de Rio
Claro, em sua 58* reunifio ordindria, realizada em 27/05/2013.

() AptovouoProjetodePesqulsaaamaubdo ratificando o parecer emitido peio

() Mmmuuum:mmsmmnuo(Mam)
aprova o Projeto de Pesquisa acima citado.

(x) Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado.

Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias
encontradas (prazo maximo de 60 dias):

Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

ApmvouoﬁomodoPuquisaadmadudooommhhl com o devido
para apreciacio da Comissdo Nacional de Etica em
OONEPMSporuhtardoumdoscasospnvanoupimeIII item 4.c.

()
() N&o Aprovou.
(=)

)

“Formulério para Acompanhamento dos Protocolos de Pesquisa Aprovados”
Data de Entrega: Dezembro de 2013

__Rig Claro, 28 de maio de 2013.

C A SO o Do oo
Profa. Dra. Rosa Maria Feiteiro Cavalan
Coordenadora do CEP

Inatituto de Biocilncias ~ Seglic Técnica Académica
Avenids 24-A r* 1515 - CEP 13508-800 ~ Rie Claro « S.P. ~ Braall « tel 10 352641085 - fux 19 35340000 « htp fiwww.tc anesp b
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Maycon Junior Ferreira, portador do RG 47116955-9, aluno de graduacdo do
curso de Educacdo Fisica, sob a orientacdo da Profa. Dra. Angelina Zanesco e co-orientacdo
do doutorando Carlos Henrique G. Sponton do Instituto de Biociéncia — UNESP, Rio Claro,
convido-o a participar livremente ¢ voluntariamente do projeto de pesquisa intitulado “Efeitos
do treinamento fisico aerdbio sobre o sistema cardiovascular, concentracfes de nitrito/nitrato
e a atividade das enzimas antioxidantes em adultos”, que terd por finalidade o Trabalho de
Conclusdo de Curso (TCC). Este estudo tem por objetivo principal verificar os efeitos do
exercicio fisico sobre as respostas da pressao arterial, enzimas antioxidantes e concentracfes
de nitrito/nitrato no sangue em homens e mulheres acima de 40 anos.

Para ser voluntario e participar do estudo, vocé tera que conhecer e seguir 0s seguintes
critérios: Ter idade >40 anos; Nao possuir diabetes mellitus tipo 1 e 2; Nao apresentar
problemas fisicos ou complicacGes cardiovasculares que impecam a realizacdo de exercicios
fisicos; Nao apresentar histdrico de acidente vascular cerebral (derrame) ou infarto agudo do
miocardio (infarto); Nao apresentar problemas renais; N&o ser obeso.

Vocé participara de uma visita inicial para realizacdo das medidas de peso, altura,
circunferéncia abdominal e um teste para avaliar a capacidade cardiorrespiratdria em esteira.
Ap0s essas avaliacdes, permanecera um més sem exercicio fisico regular, o que caracterizara
o0 grupo controle. Durante esse periodo vocé devera comparecer ao laboratdrio para coletas de
sangue (10 ml), por técnica de pungdo venosa com profissional de enfermagem e para
medidas da pressdo arterial que serdo feitas com aparelho comum (medida aguda) e
ambulatorial (aparelho que fica por 24 horas medindo automaticamente a pressao arterial)
chamado MAPA. Apos esse periodo, tera inicio o programa de treinamento fisico aerébio em
esteira, 0 que caracterizara o grupo treinamento. O protocolo de estudo possui riscos durante
as coletas de sangue venoso e na realizagdo do exercicio fisico. Esses riscos serao
minimizados utilizando profissional habilitado de enfermagem para a coleta sanguinea,
tomando todas as precaucbes e medidas de higiene local e uso de materiais descartéveis,

reduzindo os riscos de contaminac¢do. Todos os voluntarios terdo que passar antes por uma
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avaliacdo médica para liberacdo e execucao do exercicio fisico. Apesar dos riscos minimos na
execucdo do exercicio fisico, vocé deverd estar ciente que podera sentir desconfortos,
podendo levar ao cansaco fisico e fadiga, porém essa atividade serd monitorada por um
profissional de Educacdo Fisica experiente e habilitado. Na eventualidade de uma
intercorréncia os pesquisadores envolvidos poderdo fazer uso das técnicas de socorros de
urgéncia ou acionar os primeiros socorros e/ou SAMU. O uso do MAPA acarreta também um
pouco de desconforto durante o periodo noturno, mas serd apenas por uma noite e o tempo de
medida de pressao arterial é espacado nesse periodo, para minimizar o desconforto da inflacdo
do manguito do aparelho.

Todas as informag0es obtidas pelo estudo seréo confidenciais e 0 nome do participante
ndo sera divulgado em momento algum. Apenas terdo acesso a esses dados a equipe de
pesquisadores responsaveis e o proprio participante. Todas as informacdes coletadas serdo
utilizadas para fins académicos e publicaces de carater cientifico exclusivos deste projeto.
Vocé ndo recebera qualquer ressarcimento financeiro durante a pesquisa, porém os beneficios
do treinamento fisico sobre a sua qualidade de vida serdo importantes para a sua salde.

Este estudo podera ser interrompido e este consentimento poderd ser retirado a
qualquer instante, sem penalidade ou perda de beneficios. VVocé tera direito de perguntar
possiveis duvidas referentes ao estudo a qualquer momento, as quais serdo esclarecidas. Vocé
podera contactar a pesquisadora Angelina Zanesco, responsavel pelo estudo, no telefone (19)
35264324 para possiveis esclarecimentos referentes a este estudo, ou sobre minha
participacao.

Se vocé sentir-se completamente esclarecido sobre sua participacdo na pesquisa,
convido a assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em duas vias, sendo uma

que ficard com vocé e outra com a equipe de pesquisa.

Nome:

Data de nascimento: / /

RG:

Telefone de contato:
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Assinatura: Data: / /

Titulo do Projeto: Efeitos do treinamento fisico aerébio sobre o sistema cardiovascular,

concentragOes de nitrito/nitrato e a atividade das enzimas antioxidantes em adultos

Pesquisador Responsavel: Angelina Zanesco
Cargo/funcéo: Docente

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Rio Claro.
Endereco: Av. 24A, 1515.

Dados para Contato: fone 19 35264324 e-mail: azanesco@rc.unesp.br

Assinatura:

Aluno/Pesquisador: Maycon Junior Ferreira

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Rio Claro
Endereco: Av. 24A, 1515

Dados para Contato: fone 19 98215943 e-mail: maycon_jrf@hotmail.com

Assinatura:

Co-orientagdo: Doutorando Carlos Henrique Grossi Sponton

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Rio Claro
Endereco: Av. 24A, 1515

Dados para Contato: 19 88416051 email: carlos_sponton@yahoo.com.br

Assinatura;
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Dr. Carlos Henrlqu‘u Grossn Sponton

MEW e \:}MZJ ?w R

Aluno: Maycon Junior Ferreira



