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1. INTRODUCAO



A incidéncia de doencas cardiovasculares e metabdlicas na populacao
mundial vem crescendo, e sua maior prevaléncia em individuos obesos tem chamado a
atengdo dos profissionais de saude e pesquisadores da drea. Muitos estudos
populacionais tém demonstrado que o excesso de tecido adiposo, principalmente no
abdomen, estd intimamente relacionado ao risco de complica¢des cardiovasculares
como o desenvolvimento das doengas arteriais corondrias e a hipertensdo arterial. Além
disso, o exceso de tecido adiposo também provoca algumas alteragdes metabdlicas
como as dislipidemias, a resisténcia a insulina e o diabetes mellitus tipo 2. Os fatores
ambientais, entre eles o consumo de dietas inadequadas e a inatividade fisica, sdo os
fatores que mais contribuem para a génese da obesidade em humanos (PEREIRA et al.,
2003, DESPRES E LEMIEUX, 2006).

O exercicio fisico regular, preferencialmente o aerdbio, tem sido
recomendado na terapéutica ndo farmacologica da prevencdo e/ou tratamento das
doengas cardiovasculares e metabolicas, entre outras. Trabalhos mostram os beneficios
do exercicio fisico na hemodinamica cardiovascular, como a reducdao da resisténcia
vascular periférica e do débito cardiaco, que ocorrem devido a uma maior producdo de
agentes relaxantes derivados do endotélio e pela reducdo da atividade simpdtica
verificada apds periodo de treinamento. Além disso, o exercicio fisico ¢ capaz de

promover aumento da sensibilidade a insulina e alteracdes benéficas do perfil lipidico



como reducdo dos triglicerideos e aumento dos niveis de HDL colesterol (DURSTINE
etal., 2001; IRIGOYEN et al., 2003; BRUM et al., 2005; HOLLOSZY, 2005).

No entanto, até o momento, nenhum estudo avaliou quais os efeitos do
exercicio fisico cronico sobre a fun¢do endotelial e o perfil bioquimico de ratos que
consumiram uma dieta hipercaldrica. Diante deste quadro, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do exercicio fisico regular sobre a reatividade do musculo
liso vascular de anéis de artérias aorta e mesentérica de ratos que consumiram uma

dieta hipercalorica.



2. REVISAO DE LITERATURA



2.1 Musculo Liso Vascular e Endotélio

Os vasos possuem trés camadas principais, a camada intima (lumen)
constituida de células endoteliais, a camada média, composta de células musculares
lisas, ¢ a camada adventicia, constituida de tecido elastico (ZANESCO E ANTUNES,

2005).

Célula muscular lisa

A célula muscular lisa ¢ comumente encontrada na forma de fuso com
maior didmetro na regido do nucleo. O reticulo sarcoplasmatico, menos desenvolvido
quando comparado aos reticulos de outros tipos de células musculares, estd em intima
associacdo com a membrana plasmatica. A célula muscular lisa ndo apresenta o sistema
de tibulos T responsavel pela propagacdo do potencial de acdo, mas observa-se a
presenca de invaginagdes denominadas de cavéolas que aumentam em até 75% a area
de superficie celular, e estariam envolvidas na transducdo de sinais por formarem sitios
nos quais diferentes elementos de sinalizacdo poderiam se agregar. Diferente do
musculo esquelético, a troponina ndo estd presente na musculatura lisa
(VASCONCELOS E CARVALHO, 2005).

O processo de contragdo muscular ocorre quando um estimulo,
mecanico ou quimico, ativa as proteinas contrateis miosina e actina. O inicio do
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processo de contragdo da musculatura lisa ocorre quando a concentra¢do de [Ca™ ]i



aumenta, seja pela liberacdo deste ion proveniente do reticulo sarcoplasmatico ou pelo
influxo extracelular. O Ca®" presente no citosol liga-se a proteina calmodulina,
formando o complexo calcio-calmodulina que ird ativar a enzima miosina quinase,
responsavel por fosforilar o sitio ativo da cadeia leve de miosina, fazendo com que esta
proteina ligue-se aos filamentos de actina promovendo a contragdo muscular
(GUYTON E HALL, 1996).

Os agonistas contrateis ligam-se aos receptores acoplados a proteina G
estimulando a fosfolipase C que cataliza a formacdo de segundos mensageiros como o
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol. O IP; liga-se aos seus receptores
localizados no reticulo sarcoplasmatico liberando Ca*'para o citosol. A molécula de
diacilglicerol ativa a proteina quinase C que por sua vez fosforila proteinas ligadas ao
canal para calcio do tipo L na membrana celular, favorecendo o influxo de Ca*" para o
citosol. A contracdo ¢ inativada pela enzima miosina fosfatase que inibe a ligagdo entre

a miosina e a actina (WEBB, 2003).

Endotelio e oxido nitrico

Até a metade do século XX, o endotélio era considerado apenas um
conjunto de células homogéneas, razoavelmente estruturadas, com a funcdo unica de
revestir internamente os vasos sanguineos, separando o espacgo intravascular do
extravascular, garantindo uma superficie lisa para a corrente sanguinea. Somente a
partir da década de 60, através de estudos de microscopia eletronica, ¢ que foi revelada
a grande complexidade ultraestrutural das células endoteliais. Posteriormente, o
isolamento e o cultivo in vitro destas células permitiram estudos detalhados de suas

propriedades metabodlicas e funcionais. Atualmente, sabe-se que as células endoteliais



sdo responsaveis pela sintese, metabolismo e liberagdo de grande variedade de
mediadores que regulam a vasomotricidade, a permeabilidade vascular, o metabolismo
de substancias enddgenas e exdgenas, e a atividade plaquetaria e leucocitaria
(IGNARRO, 1999).

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram pela primeira vez, que a
vasodilatagdo induzida pela acetilcolina em aorta isolada de coelhos requeria a presenga
de um endotélio integro. Assim, demonstraram que a ativacdo dos receptores
colinérgicos (muscarinicos) nas células endoteliais pela acetilcolina induzia a liberacao
de uma substancia labil capaz de se difundir para o musculo liso vascular adjacente,
causando relaxamento deste tecido por um mecanismo relacionado a elevagdo dos
niveis intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Este mecanismo de
relaxamento era semelhante ao dos nitrovasodilatadores, que também exerciam seu
efeito através da formagdo de GMPc, mas de maneira independente do endotélio. Esta
substancia endotelial recebeu o nome de Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio
(EDREF; endothelium-derived relaxing factor), e em 1987, foi demonstrado que o EDRF
era o 6xido nitrico (NO). Além da acetilcolina, outros mediadores endégenos como a
histamina, bradicinina, ATP, trombina, noradrenalina, angiotensina e serotonina sao
capazes de liberar o EDRF/NO de artérias e veias de varias espécies animais, incluindo
a humana. A biossintese do NO compreende uma das fungdes mais importantes do
metabolismo da L-arginina no organismo (FLEMING E BUSSE, 1999).

Enzimas conhecidas como sintases do NO (NOS) sdo capazes de
catalisar a oxida¢do do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-arginina
formando quantidades equimolares de NO e L-citrulina. As sintases do NO dividem-se

basicamente em dois grandes grupos: as isoformas constitutivas (cNOS) e a isoforma



induzivel (iNOS). Ambas requerem um doador de elétron, a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), e co-fatores como a flavina adenina
dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e (6R)-5,6,7,8-
tetraidrobiopterina (BH4). As ¢cNOSs foram originalmente encontradas no endotélio e
neurdnios, sendo entdo denominadas eNOS (NOS endotelial) e nNOS (NOS neuronal),
respectivamente. Ambas, eNOS e nNOS, sdo estimuladas por uma cascata bioquimica
que envolve a participagio dos fons Ca®" e a calmodulina, e liberam o NO por curtos
periodos de tempo. O NO produzido pela eNOS esta envolvido no controle da pressdo
sangiiinea, distribuicdo do fluxo sangiiineo aos 6rgaos e inibicdo da adesdo e agregacao
de plaquetas e granuldcitos polimorfonucleares. A nNOS ¢ identificada em neur6nios
do sistema nervoso central e periférico e outras estruturas como glandulas adrenais,
células epiteliais de pulmdes, utero e estomago, células da macula densa do rim, células
da ilhota pancredtica e musculo esquelético. No sistema nervoso central, o NO parece
participar das fun¢des de memoria, aprendizado e visdo. A iINOS ¢ ativada por
determinados estimulos patologicos, tais como lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e
citocinas, incluindo a interleucina-1 e fator de necrose tumoral. Esta isoforma pode ser
expressa em uma grande variedade de tipos celulares incluindo macréfagos, linfocitos,
neutrofilos, eosinofilos, células de Kupffer, células endoteliais, hepatécitos e células
epiteliais. E ativada independentemente do complexo Ca®’-calmodulina, e libera
grandes quantidades de NO por periodos de tempo relativamente longos (MONCADA

etal., 1991).

Uma vez liberado da célula, o NO difunde-se rapidamente da célula
geradora para a célula alvo, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase

soluvel estimulando a sua atividade catalitica, levando a formacdo de GMPc que, por
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sua vez, diminui os niveis intracelulares de Ca*". Os mecanismos pelos quais a via
NO/GMPc induz vasodilatagdo incluem inibicdo da geragdo de IP;, aumento do
seqiiestro de Ca®" citosolico, desfosforilagdo da cadeia leve de miosina, inibicdo do
influxo de Ca®’, ativagio de proteinas quinases, estimulagdo da Ca®"-ATPase de

membrana e abertura de canais de K+(MONCADA et al., 1988; PALMER et al., 1988).
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2.2 Dislipidemias e Funcéo Endotelial

No modelo de obesidade animal, alguns estudos mostram que o
consumo de dieta enriquecida de gorduras e sacarose por diferentes periodos entre trés
dias até 12 semanas provoca diminui¢cdo da resposta a agentes vasodilatadores como o
carbacol em artéria mesentérica de ratos Wistar, mostrando que a fun¢do endotelial ¢
reduzida quando os niveis de triglicerideos estdo aumentados e que estas alteragdes sao
tempo-dependentes (NADERALI et al., 2001; 2003).

Os mecanismos moleculares pelos quais a obesidade promove redugdo
da resposta relaxante ainda ndo s3o claros. Trabalhos apontam para uma possivel
associacdo entre a disfun¢do endotelial e as dislipidemias, ou seja, altos niveis de
triglicérides ou fragdes de LDL colesterol oxidado (LDLox) promoveriam danos a
célula endotelial acarretando menor producao de NO, promovendo hipertensdo arterial
e disturbios trombo-embolicos (KUSTERER et al., 1999; IMANISHI et al., 2006).

A dislipidemia ¢ caracterizada pelo aumento na concentracdo de um ou
mais componentes lipidicos presentes no sangue. Podem ocorrer de maneira isolada,
quando apenas um dos componentes lipidicos estd aumentado como na
hipertrigliceridemia; ou podem caracterizar-se como mistas quando mais de um dos
componentes estd aumentado, ou ainda, quando temos aumento de um componente
associado a diminuicdo de um outro. As causas das dislipidemias sdo de origem
genética, metabolicas, faléncia de 6rgaos ou adquiridas em decorréncia de maus habitos
alimentares. As dislipidemias podem ser classificadas em primarias, quando a origem
esta relacionada a fatores genéticos, metabdlicos e ambientais, e secundaria, advindas
de uma ou mais doengas, como: hipotireoidismo, diabetes mellitus, faléncia renal

(LIMA, 1999).
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Os fatores genéticos provocam dislipidemias pelo aumento de LDL e/ou
diminui¢do de HDL plasmaticos. Entre as causas genéticas conhecidas estdo as
mutacdes relacionadas aos receptores de LDL colesterol que provocam uma menor
captagdo do LDL sangiiineo pelo figado (gene LDLR, relacionado ao desenvolvimento
da hipercolesterolemia familiar); a redu¢do do clearance de LDL plasmatico causado
por mutagdes no gene APOB; e a uma maior absor¢cdo de colesterol pelo intestino
gerada por mutagdes nos genes ABCG5 e ABCG8. Os niveis de HDL colesterol
reduzidos estdo relacionados aos genes APOA1, ABCAL transportador e LCAT que
provocam diminui¢@o no transporte celular de colesterol e fosfolipidios (LUSIS et al.,
2004).

A quantidade de gordura da dieta ¢ um outro importante fator que
contribui para o aumento e manuten¢cdo de altos niveis de colesterol sangiiineo. As
dietas com alto teor de 4cidos graxos saturados e colesterol, especialmente os de origem
animal, aumentam os niveis de colesterol, portanto sdo responsdveis pelo
desenvolvimento de hipercolesterolemia. Um individuo hipercolesterolémico apresenta
concentracdo de LDL colesterol elevada (> que 130 mg/dl), favorecendo o processo de
oxidacdo desta particula e aumentando o risco para a aterosclerose. Por outro lado,
dietas ricas em acidos graxos mono ou poli-insaturados aumentam a metabolizacdo de
lipoproteinas e elevam as quantidades de HDL colesterol plasmatico (BITTENCOURT
E SENNA, 2002).

A dislipidemia estd estreitamente relacionada ao processo de

aterosclerose. A aterosclerose ¢ uma doenca cardio-inflamatoéria, e caracteriza-se por
um espessamento e acimulo de lipidios na camada intima do vaso, que produzem as

estrias gordurosas e as placas ateromatosas ou fibrosas. A placa ateromatosa tem
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coloracdo branca e apresenta calcificagdes em sua evolugdo, promovendo um
endurecimento da parede arterial com possivel rompimento e formacdo de trombos
(codgulos sanguineos) e seu desprendimento para a circulacdo. O primeiro evento
para o desenvolvimento da aterosclerose ¢ o acimulo da lipoproteina LDL na camada
intima das artérias, e a adesdo de células brancas (macréfagos, neutrofilos e
linfocitos). Com o aumento da lesdo, as células musculares lisas se proliferam e a
producdo de colageno local aumenta formando assim uma capa fibrosa em torno da
lesdo, gerando diminui¢do do limem do vaso (LUSIS et al., 2004).

O processo de aterosclerose estd estreitamente relacionado aos niveis
plasmaticos de LDL colesterol. O primeiro passo para os efeitos deletérios destas
moléculas € seu processo de oxidacdo. Varios trabalhos mostram que a existéncia de
moléculas de LDL colesterol oxidado ¢ um passo essencial para o aparecimento das
placas de ateroma (WITZTUM E STEINBERG, 1991). A oxidagdo das moléculas de
LDL colesterol esta relacionada a sua alta concentragdo plasmadtica e a saturagdo do
seu sistema de remog¢do, acarretando um aumento no seu tempo de permanéncia na
circulagdo. A molécula de LDL colesterol pode ser oxidada por ions calcio,
lipoxigenases (produzidas pelas células endoteliais), mieloperoxidases (secretadas
pelos fagocitos) e espécies reativas de oxigénio. O processo de oxidagdo das
moléculas de LDL colesterol ocorre tanto no limen dos vasos como na camada intima
deste, ou seja, extra e intracelular. A molécula de LDL colesterol oxidada ou a
molécula de LDL colesterol nativa ¢ avidamente captada por receptores especificos
(receptores de LDL) presentes na célula endotelial. A presenca de LDL colesterol
oxidado promove a migragdo de mondcitos para a regido, € sua posterior

diferenciagdo em macrdéfagos. Dentro da camada intima da artéria, os macrofagos
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passam a englobar as moléculas de LDL colesterol oxidado e tornam-se células de
espuma ou foam cells (HIRATA E HIRATA, 2002). Assim, as células de espuma
nada mais sdo que macrofagos com grande concentragdo de molécula de LDL

oxidadas em seu interior (Figura 1).
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Figura 1. Etapas do processo de aterosclerose (adaptado de BARTER E RAY, 1996).

A captacdo da molécula de LDL colesterol oxidada ¢ feita também por
outros tipos de células como, as células endoteliais, as plaquetas e os adipdcitos. Essa
captagdo ¢ dependente da expressdo dos receptores de LDL colesterol que possuem
maior afinidade pelo LDL colesterol oxidado do que pelo LDL colesterol ndo oxidado
(nativo) e o seu bloqueio por antagonistas ¢ uma importante abordagem terapéutica na

prevencao da aterosclerose. Estas células de espuma passam a secretar citocinas
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(substancias pro-inflamatorias) que irdo recrutar e ativar outras células de defesa
(neutrodfilos e linfécitos). Além disso, promovem a expressao de moléculas de adesdo
presentes nas células endoteliais (resposta inflamatoria) que irdo desencadear a adesdo
e agregacdo das plaquetas formando os trombos e conseqiientemente os eventos
isquémicos. Além das citocinas liberadas pelas células de espuma, a propria molécula
de LDL colesterol oxidado possui propriedades pro-agregantes (ativacdo de
plaquetas). O 4cido lisofosfatidico formado durante a oxidacdo do LDL colesterol ¢
considerado um componente importante na agregacdo plaquetdria e formacdo de
trombos no processo de aterosclerose na hipercolesterolemia (WILLOUGHBY et al.,
2002).
O o6xido nitrico impede a formagdo da molécula de LDL colesterol
oxidada, através de sua agdo antioxidante (dependente da concentragdo), diminuindo a
formagdo de radicais livres, fundamentais para o processo de oxidacdo das moléculas
de LDL colesterol. A acdo antiagregante do NO ¢ devida a sua ligagdo com a
molécula de guanilato ciclase que induz a formacdo de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) que promove a redu¢do da concentragdo de ions calcio dentro da
plaqueta e inibicdo de sua ativagdo e agregacdo. Portanto, a disfungdo das células
endoteliais com deficiéncia na produgdo de NO em decorréncia de excesso de
moléculas de LDL colesterol ¢ um fator de risco de grande importancia na doenca
arterial coronariana (WANG et al., 2000).
A lipoproteina HDL colesterol ¢ considerada um fator de protecao para a
doenga arterial coronariana e seu nivel reduzido (abaixo de 35 mg/dl) pode ser
considerado como um fator de risco independente para o desenvolvimento prematuro

de doenca arterial coronaria (ECKARDSTEIN et al., 2001). Sua propriedade anti-
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aterogénica ¢ devida ao transporte reverso das moléculas de colesterol, que consiste na
remocao do excesso das moléculas de colesterol dos tecidos periféricos, transportando-
o para o figado, onde elas serdo metabolizadas e eliminadas na forma de acidos graxos

e sais biliares (BARTER E RYE, 1996).
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2.3 ExercicioFisico, Endotélio e Espécies Reativas de Oxigénio

O exercicio fisico ¢ caracterizado pela contragdo muscular esquelética, e
durante sua execucdo ocorrem algumas alteragdes cardiovasculares como: aumento do
fluxo sangiiineo para a musculatura em atividade e reducdo da resisténcia vascular
periférica proporcional ao aumento do débito cardiaco e conseqlientemente elevagao da
pressdo arterial sistdlica. Para o ajuste de todas estas alteragdes cardiovasculares, que o
exercicio dinamico provoca, alteragdes neurais e humorais ocorrem. Os fatores
humorais que irdo provocar o relaxamento da musculatura vascular com redugdo da
resisténcia vascular periférica e conseqilientemente da pressdo arterial sdo dependentes
do endotélio (KINGWELL, 2000; MAEDA et al., 2001).

Os efeitos benéficos do exercicio fisico tém sido descritos em diversos
estudos tanto em humanos quanto em modelos animais. No entanto, grande
variabilidade existe em cada estudo com relagdao ao volume de treinamento, envolvendo
a intensidade (carga de trabalho), a freqiiéncia (dias por semana) e a duracdo das
sessdes (tempo de cada sessdo). O protocolo de exercicio fisico preconizado para
melhora da capacidade cardiorespiratoria ¢ aquele onde o individuo faz exercicio
aerobio (corrida, natagdo, andar de bicicleta sdo os mais comuns) com intensidade entre
50 a 85% do consumo maximo de oxigénio (VO,max), com 3 a 5 sessdes semanais e
duracdo entre 20 e 60 minutos de atividade continua. A intera¢do entre a intensidade, a
freqliéncia e a duragdo determina o dispéndio caldrico, a melhora na capacidade de
utilizagio do oxigénio, ou redugdo de riscos de doengas cronicas (ACSM, 2000). E
importante salientar que toda a prescri¢do do exercicio depende da condig¢ao inicial e da
progressdo do individuo dentro do protocolo escolhido. Estudos mostram que os

exercicios de intensidade moderada (50 a 70% VO,max) sdo suficientes em produzir
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beneficios na melhora do perfil lipidico e da pressao arterial (BANZ et al., 2003;
COUILLARD et al., 2001).

Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sangiiineo pulsatil e que
a pressdo que o sangue exerce sobre a parede vascular e a tensdo de cisalhamento
(shear stress) sob as células endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracao de NO,
no sistema vascular (veja figura 2). Os mecanismos moleculares pelos quais o shear
stress provoca maior atividade da enzima eNOS e conseqiientemente aumento na
producdo de NO s3o complexos e envolvem diversas vias de sinalizagdo dentro da
célula endotelial. A primeira etapa ¢ a ativacdo de mecanoreceptores presentes na
membrana das células endoteliais. Estes mecanoreceptores podem ser as proteinas Gs,
0s canais i0nicos, a caveolina e as integrinas que captam as alteragdes de tensdo sobre a
parede celular e convertem os estimulos mecéanicos em estimulos quimicos para a
ativagdo da eNOS (KOJDA E HAMBRECHT, 2005). As vias envolvidas neste
processo estdo relacionadas a ativag@o de proteinas como a PKC, a c-Src e a Akt/ PI3K
que fosforilam a eNOS ativando-a independente de célcio (HIGASHI E YOSHIZUMI,
2004; KOJDA E HAMBRECHT, 2005). A capacidade das células endoteliais de
perceber e responder as mudangas no fluxo sangiiineo ¢ um fator essencial na regulagdo
do tono vascular e envolve a ativagdo de fatores de crescimento celular promovendo o
remodelamento da parede arterial e manutencao da integridade do endotélio. Assim, um
dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular estd estreitamente relacionado a sua
capacidade de estimular a sintese de NO pelas células endoteliais (DELP et al., 1993;
WANG et al., 1993; SESSA et al., 1994; SHEN et al., 1994; WOODMAN et al., 1997,

KINGWELL, 2000).
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Figura 2. Formacdo e mecanismo de acdo do 6xido nitrico (NO) sobre as células
musculares desencadeado pelo shear stress.

Outra modificacdo vascular provocada pelo exercicio fisico esta
relacionada a expressdo e a atividade de enzimas pré e anti oxidantes. Dentre as
enzimas antioxidantes presentes no tecido vascular temos a catalase, a glutationa
peroxidade e mais trés tipos de superdxido 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
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extracelular. Destas enzimas, a SOD-1 Cu/Zn é a mais sensivel ao shear stress
provocado pelo exercicio fisico (RUSH et al., 2003).

O stress oxidativo ¢ definido como a produ¢do de espécies reativas de
oxigénio (EROs) por diferentes células do organismo, como as células endoteliais, a
célula muscular lisa, as células da camada adventicia, células do sistema imunolédgico,
etc (GRIENDLING et al., 2000). As EROs sdo formadas por atividade enzimatica intra
e extracelular, sendo a xantina oxidase, o citocromo P450, a via da cicloxigenase, a
eNOS desacoplada e a NADPH oxidase as principais enzimas envolvidas neste
processo. A NADPH oxidase ¢ a principal enzima formadora de anion superoxido,
aumentando o stress oxidativo observado em doencas cardiovasculares (FORTUNO et
al., 2005).

A enzima eNOS desacoplada passa a produzir EROs em detrimento da
producdo de 6xido nitrico (NO) quando a biodisponibilidade de L-arginina ou de (6R)-
5,6,7,8-tetraidrobiopterina (BHj), substratos para a formacao de NO, apresentam-se em
concentragdes menores que a ideal (SHINOZAKI et al., 1999).

As EROs formadas no tecido vascular ativam enzimas que promovem o
crescimento e a diferencia¢do celular, como a proteina ativada por mitose, € ativam
proteinas que desencadeiam processos inflamatorios, como o fator nuclear kappaB,
desencadeando alteragOes estruturais ¢ funcionais como o remodelamento vascular,
aumento da deposicdo de proteinas da matriz extracelular e aumento do processo
inflamatorio e da permeabilidade endotelial nos tecidos envolvidos. Por isso, as EROs
possuem importante papel no desenvolvimento da disfun¢do endotelial e de doengas
cronicas como a hipertensio e a aterosclerose (FORTUNO et al., 2005). A reacgdo do

anion superdéxido com o NO produzido pela célula endotelial reduz a
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biodisponibilidade deste agente vasodilatador e d4 origem a uma molécula altamente
instavel, o peroxinitrito, capaz de oxidar proteinas, lipidios e &acidos nucleicos
provocando danos celulares (BECKMAN E KOPPENOL, 1996).

Por outro lado, a fung¢do endotelial ¢ melhorada pela acdo das enzimas
antioxidantes, que tem a fun¢do de tornar as EROs formadas no tecido vascular menos
reativas e até mesmo inativa-las. Por exemplo, a acdo da SOD sobre o anion superdxido
converte-o em perdxido do hidrogénio, uma molécula mais estavel que posteriormente
¢ convertida a dgua pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase, evitando assim que
o anion superoxido inative a molécula de NO (FORTUNO et al., 2005). Outra
importante enzima antioxidante que tem papel fundamental na manuten¢ao ou melhora
da funcdo endotelial ¢ a glutationa peroxidase que converte 0 NO em um composto
mais estavel e biologicamente ativo conhecido como S-nitrosoglutationa, que migra da
célula endotelial onde ¢ formado para o musculo liso relaxando-o, via ativagdo da
guanilato ciclase solivel (CARR E FREI, 2000).

O efeito protetor do exercicio fisico regular de intensidade moderada,
contra o stress oxidativo, esta relacionado ao aumento da atividade do sistema

antioxidante, aumentando a expressdo de enzimas antioxidantes (SOD-1 e SOD-3), e

1 phox 7phox

diminui¢do das enzimas pré oxidantes (NADPH e suas subunidades gp9 , gp6

2phox

e p2 ), bem como redugdo da expressdo de moléculas de adesio (HIGASHI E

YOSHIZUMLI, 2004; KODJA E HAMBRECHT, 2005).
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2.4 Modelos de Obesidade em Animais

Diferente dos humanos, a génese da obesidade em animais de
laboratério estd relacionada, em grande parte, a modificagdes genéticas que podem
alterar ou suprimir a secrecdo de neuropeptideos ou hormonios relacionados a
saciedade ou ao metabolismo. Além disso, de acordo com o gene modificado, os
animais desenvolvem a obesidade precoce ou tardiamente, em conjunto com outras
doengas associadas como resisténcia a insulina, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial e infertilidade, possibilitando a investigacdo da fisiopatologia da
obesidade e das suas co-morbidades (TSCHOP E HEIMAN, 2001).

O modelo mais utilizado para o estudo da obesidade é baseado na
modificacdo genética dos animais. No entanto, este modelo ¢ muitas vezes distante da
génese da obesidade em humanos, visto que sdo raros os casos de individuos obesos
com alguma mutagdo genética (CONSIDINE et al., 1996). Isso pode ser exemplificado
pela acdo da leptina no controle da saciedade. Sabe-se que a leptina reduz o apetite
através da inibicdo da formagdo de neuropeptideos relacionados ao apetite, como o
neuropeptideo Y, e também através do aumento da expressdo de neuropeptideos
anorexigenos, no sistema nervoso central (FRIEDMAN E HALLAS, 1998). Em
animais de laboratorio, como os camundongos 0b/ob (com mutagdo no gene ob, gene
responsavel pela secre¢do endogena de leptina) os niveis de leptina estdo muito
reduzidos, o que provoca quadro de hiperfagia, e conseqiientemente obesidade. Quando
estes animais sdo tratados com leptina, a ingestdo alimentar ¢ reduzida gerando perda
de peso (WILDING, 2001). Em seres humanos, individuos obesos apresentam altos
niveis plasmdticos de leptina, sugerindo uma possivel resisténcia central a este

hormonio, e a administragdo de leptina em voluntarios obesos ndo reverte o quadro de
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obesidade (CONSIDINE et al., 1996). Estes dados mostram que os mecanismos que
controlam o metabolismo e o peso corporal, em seres humanos, sdo mais complexos
(LEE et al., 2002).

Outro modelo de indu¢do de obesidade em animais de laboratorio que ¢é
muito utilizado ¢ a adocdo de dietas hipercaldricas que provocam maior ganho de peso.
Este modelo em particular mostra-se muito Util nas pesquisas com obesidade em
animais de laboratdrio devido a sua grande semelhanga com a génese e as respostas
metabolicas decorrentes da obesidade em humanos (WEST E YORK, 1998; TSCHOP
E HEIMAN, 2001). Alguns estudos tém demonstrado a eficicia deste modelo na
génese da obesidade e de suas co-morbidades, principalmente em porcos (THOMAS et
al., 2002; THOMPSON et al., 2004) e em roedores da linhagem Sprague-Dawley
(PETRY et al., 2000; DOBRIAN et al., 2000). Animais da linhagem Wistar também
sdo utilizados em estudos onde a obesidade ¢ induzida por dietas, e os resultados
mostram que o peso corporal, os niveis plasmaticos de leptina e os de triglicerideos
estao aumentados (NADERALI et al., 2001; ESTADELLA et al., 2004). Assim, o
estudo de dietas hipercaloricas tem se mostrado uma ferramenta 1util no estudo da

obesidade.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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A obesidade ¢ reconhecida como um importante fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares incluindo doengas coronarianas, infarto e
hipertensdo arterial. Diversos modelos de obesidade animal foram desenvolvidos e
assim, algumas das complicacdes decorrentes desta doenca puderam ser investigadas. O
modelo que mais se assemelha ao da obesidade humana ¢ aquele no qual um balango
energético positivo crdnico ocorre, ou seja, a obesidade induzida pelo consumo de dieta
hipercalorica.

O exercicio fisico regular, preferencialmente o aerdbio, tem sido
recomendado na terapéutica ndo farmacoldgica da prevengdo e/ou tratamento das
doengas cardiovasculares, entre outras. Diversos trabalhos mostram os beneficios do
exercicio na hemodindmica cardiovascular, como reducdo da resisténcia vascular
periférica com o aumento da produ¢do ou da biodisponibilidade de substancias
vasoativas como 0xido nitrico. No entanto, até o momento, nenhum estudo havia sido
realizado para averiguar quais sdo os efeitos do condicionamento fisico sobre a resposta
vascular em animais submetidos a dieta hipercalorica.

A hipdtese do nosso trabalho foi a de que o consumo de uma dieta
hipercalérica promoveria alteracdes metabolicas que levariam a redugdo da funcdo
endotelial, e neste caso o exercicio fisico atuaria como um fator para a prevengdo e

normaliza¢ao destas alteracoes.
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Assim, o objetivo geral do presente estudo foi:
Avaliar a influéncia do exercicio fisico regular sobre a reatividade
vascular de anéis de artéria aorta e mesentérica de ratos Wistar que consumiram dieta

hipercalorica e foram submetidos a um programa de exercicio fisico.

Os objetivos especificos foram:
1. Avaliagdo das respostas relaxante e contratil de anéis de artérias aorta e
mesentérica de ratos sedentarios e treinados que consomem dieta hipercalorica e ragao
padrao, através de:

v Curvas concentragao-efeito ao agonista muscarinico acetilcolina
(avaliagdo do relaxamento dependente do endotélio);

v Curvas concentragdo-efeito ao doador de oOxido nitrico

nitroprussiato de sédio (avaliagdo do relaxamento independente do endotélio);

v Curvas concentracdo-efeito ao agonista o, adrenérgico fenilefrina
2. Avaliacao do perfil lipidico (colesterol total, triglicerideos e HDL-colesterol);
3. Avaliacdo da concentragdes de insulina e de glicose no soro;
4. Dosagem dos anions nitrito e nitrato plasmaticos;
5. Avaliacdo da atividade da enzima superdxido dismutase no soro;
6. Avaliacdo da expressao arterial das isoformas da 6xido nitrico sintase endotelial

(eNOS) e neuronal (nNOS), e a expressdao da Cu/Zn superoxido dismutase (SOD)

utilizando a técnica de Western-blotting.
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4. MATERIAIS E METODO
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4.1 Animais

Ratos Wistar com aproximadamente 10 semanas (270-290 g)
provenientes do Biotério Central da UNICAMP foram mantidos no Biotério de
Manutencdo do Departamento Farcacologia da FCM-UNICAMP. Os animais foram
alojados em caixas coletivas com quatro animais em cada, em ciclos de claro/escuro
(12/12 h), recebendo dieta hipercalorica ou ragdo paddo (Labina, Purina) e agua ad

libitum.

4.2 Protocolo experimental Terapéutico

Este protocolo experimental com duracdo de 08 semanas teve como
objetivo avaliar a eficacia do exercicio aerdbio sobre as alteracdes metabdlicas e
vasculares de ratos que consumiram dieta hipercaldrica por 4 semanas. O treinamento
fisico foi iniciado apds 4 semanas de consumo de dieta hipercalorica ou ragao padrao e
durou mais 4 semanas.

Para realizacdo deste protocolo foram utilizados 32 animais, divididos
em quatro grupos:
I. Grupo sedentério (SD)
2. Grupo treinado por 4 semanas (TR)
3. Grupo sedentario consumindo dieta hipercalorica (SDD)

4. Grupo treinado previamente ao inicio do consumo da dieta hipercalorica (TRD)
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O esquema a seguir ilustra o desenho experimental utilizado para

realizacdo do protocolo terapéutico

| 4 semanas | 4 semanas |

Racgio padrio

Ragdo padrio + exercicio

grupo TR _— e =

Dieta hipercalérica

Dieta hipercalérica Dieta hipercalérica + exercicio

4.3 Protocolo experimental Preventivo

Este protocolo experimental com duracdo de 12 semanas teve como
objetivo avaliar a eficicia preventiva do exercicio aerdbio sobre o desenvolvimento de
alteracdes metabolicas e vasculares de animais que consumiram dieta hipercalorica.

Para realizacdo deste protocolo foram utilizados 32 animais, divididos

em quatro grupos:

1. Grupo sedentério (SD);
2. Grupo treinado por 12 semanas (TR);
3. Grupo sedentério consumindo dieta hipercalorica (SDD);

4. Grupo treinado previamente ao inicio do consumo da dieta hipercalorica (TRD).
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O esquema a seguir ilustra o desenho experimental utilizado para
realizacdo do protocolo preventivo.

4 semanas 8 semanas
| | |

Ragdo padrio

grupo SD
Racio padrio + exercicio
Ragio padrio Dieta hipercalérica
grupo SDD
Ragio padrio + exercicio Dieta hipercalérica + exercicio

4.4 Composicao das dietas

A dieta hipercalérica utilizada neste estudo foi processada no
Laboratério de Biodinamica da UNESP/ Rio Claro. Esta dieta fornece 4 kcal/g, sendo
56% sob a forma de carboidratos, 18% sob a forma de proteinas e 26 % sob a forma de
lipideos (Anexo I e II). Como padrio serd utilizada ra¢do para animais de laboratdrio
Labina (Purina) que fornece 3 kcal/g sendo 40% sob a forma de carboidratos, 3,8 % sob

a forma de lipideos e 26,5% sob a forma de proteinas
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4.5 Programa de treinamento fisico: corrida em esteira

Na primeira semana de estudo, todos os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a esteira que consistia em manter os animais na esteira em
velocidades variando entre de 0,3 no primeiro dia até 0,6 km/h no quinto dia da
semana. Progressdes de tempo na duragdo das sessdes também foram realizadas até que
0s animais conseguissem permanecer correndo na esteira por 60 minutos. Durante o
periodo de adaptagdo alguns animais foram excluidos porque em nenhum momento
realizaram o exercicio. Apds este periodo, somente os animais “corredores” foram
submetidos ao treinamento fisico que foi iniciado com uma velocidade de 0,6 Km/h na
primeira sessdo, aumentando progressivamente conforme a evolu¢do do grupo de
animais, até a segunda semana onde se atingia a velocidade final entre 0,9 e 1,2 Km/h,
o que corresponde a maxima fase estavel de lactato do animal.

As sessoes de exercicio foram realizadas 5 dias por semana, com
duracdo de 60 minutos cada, durante o periodo de treinamento previsto para o protocolo
experimental. As sessOes foram realizadas em uma esteira ergométrica elétrica, em
baias individuais, com as seguintes dimensdes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e
1,35 m de comprimento. Apos o término do periodo total de treinamento, os animais

foram mantidos em repouso por um periodo de 48 horas, quando foram sacrificados.

4.6 Medida de presséo arterial
A pressdo arterial dos animais foi medida pelo método de tail cuff
(ZATZ, 1990) ao final do periodo experimental, no dia anterior ao sacrificio dos

animais.



31

4.7 Avaliacdo da reatividade vascular

As artérias aorta e mesentérica foram isoladas e imediatamente
colocadas em solucdo de Krebs-Ringer. Apds remocdo dos tecidos gorduroso e
conjuntivo, cortes transversais foram feitos para a obtencdo dos anéis. Cada artéria
forneceu quatro anéis que foram montados em cubas para 6rgdo isolado de 10 ml
contendo solu¢cdo de Krebs-Ringer (composicdo em mM: NaCl: 118; NaHCO;: 25;
glicose 5,6; KCI: 4,7; KH,PO,: 1,2; MgS0O,.7H,0: 1,17 e CaCl,.2H,0: 2,5), aquecida a
37°C e borbulhada com 95% de O, e 5% de CO,. Os tecidos foram entdo suspensos
entre dois ganchos de metal e um deles fixo e o outro conectado a um transdutor de
forca permitindo assim o ajuste preciso da tensdo. A tensdo inicial de 10 mN foi
aplicada aos tecidos (CHEN et al., 2001) e periodicamente ajustada até que ocorresse a
estabilizacdo de tensdao dos mesmos. As alteracdes de tensdo foram medidas usando-se
transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese, Italia) e registradas em sistema

PowerLab de aquisi¢do de dados (software versao 4.2, AD Instruments, MA, EUA).

4.8 Curvas concentracdo-efeito em anéis de artéria aorta e
mesentérica

A resposta contratil foi avaliada através de curvas concentragdo-efeito
para a fenilefrina (PE; 1nM- 3uM) na presenca de propranolol (100 nM), enquanto que
a resposta relaxante foi avaliada através do agonista acetilcolina (ACh; 10 nM-100 uM)
em anéis de artéria aorta ¢ de mesentérica com endotélio, nos diferentes grupos
experimentais. Para as curvas concentragdo-efeito ao agente dilatador, os anéis de aorta
e de mesentérica foram pré-contraidos com fenilefrina (PE; 1 pM) na auséncia ou

presenga de NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME 100 pM) um inibidor da
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formagdo de oxido nitrico, ou ainda, pré contraidos com solugcdo de KCI 80 mM
(composicdo em mM: NaCl: 43; NaHCO;: 25; glicose 5,6; KCI: 80; KH,PO,: 1,2;
MgSO0,.7H,0: 1,17 e CaCl,.2H,0: 2,5) para bloquear a acdo dos EDHFs, acrescido de
indometacina (5 uM) um inibidor da ciclooxigenase.

Foram realizadas também curvas concentragdo-cfeito ao doador de
6xido nitrico que atua diretamente no musculo liso vascular, nitroprussiato de soédio
(SNP; 100 pM- 10 nM), em anéis de artéria aorta ¢ de mesentérica com e sem
endotélio. Os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (PE; 1uM) na auséncia ou na
presenga do 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1 (ODQ 1uM) inibidor da
guanilato ciclase soluvel, ou ainda, pré contraidos com solu¢do de KCl (80 mM)
acrescido de indometacina (5 pM).

As curvas concentracdo-efeito foram obtidas através do aumento
cumulativo das concentracdes da droga utilizada em meia unidade logaritmica entre
doses sucessivas (VAN ROSSUM, 1963). Os dados obtidos nas curvas concentragdo-
efeito em anéis de aorta e mesentérica foram avaliados segundo a equagdo descrita
abaixo:

E=Emar/(1+(10°/10%)") + @)

A letra E representa o efeito do agonista na resposta tecidual; Emax
representa a resposta maxima que o agonista pode produzir; ¢ representa o logaritmo da
ECs, definida como a concentracdo do agonista que produz metade da resposta
maxima; X representa o logaritmo das concentragdes do agonista; o exponencial n é o

coeficiente angular ou inclina¢do, o qual define o tipo de curva concentragdo-efeito
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obtida e, finalmente, o simbolo @ representa a resposta observada na auséncia do
agonista.

O programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) foi
utilizado para realizacdo das analises estatisticas, que incluem regressao nao linear para

determinac¢do da E,x € do log ECs.

4.9 Determinacdo dos paréametros bioguimicos

Apo6s jejum noturno, de aproximadamente 14 horas, os animais foram
anestesiados com halotano e uma incisao longitudinal no abdémen do animal foi feita
para coleta de sangue arterial (7 ml), obtida do ramo descendente da artéria aorta. As
amostras de sangue foram processadas para obtengao do soro e do plasma que foram

utilizados para as dosagens bioquimicas.

4.9.1 Perfil lipidico
Amostras de soro foram utilizadas para a determinag¢do dos niveis de
colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) pelo método enzimatico utilizando-se kit
especifico (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil). O HDL-colesterol (HDL) foi
determinado pelo método da precipitacdo utilizando também kit especifico
(LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil). O indice aterogénico foi determinado a partir da

formula (YOKOZAWA et al., 2002):

IA = (CT — HDL)/ HDL-colesterol
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4.9.2 Insulina, glicose sanguiinea e indice HOMA
A determinagdo da insulina no soro foi realizada pelo método de
radioimunoensaio utilizando insulina marcada (Sigma-Aldrish Co., Saint Louis, MO,
USA), e para leitura das amostras um contador de emissdo radioativa da marca
RIASTAR foi utilizado. A glicose no soro foi determinada pelo método enzimatico
utilizando kit especifico (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil), as amostras foram lidas
em espectrofotometro da marca FENTO. O indice HOMA de resisténcia a insulina foi

calculado a partir da formula (MATTHEWS et al., 1985):

HOMA RI = (insulina jejum x glicose jejum)/ 22,5

Onde: insulina de jejum em mU/I e glicose de jejum em mmol/l

4.9.3 Nitrito e nitrato plasmaticos (NOy)

A producdo de oOxido nitrico foi determinada indiretamente pela
quantificagdo dos produtos da reacdo do 6xido nitrico com o oxigénio, nitrito e nitrato.
Amostras de plasma foram filtadas utilizando filtro de membrana (Millipore, Bedford,
MA, USA), a seguir a concentracdo de NOx na solugdo filtrada foi determinada pelo
método de ELISA, utilizando o kit colorimetrico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,

USA).

4.9.4 Atividade da SOD no soro
A atividade da SOD foi avaliada pelo método de ELISA utilizando o kit
colorimétrico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Este ensaio mede a atividade

dos trés tipos de SOD (Cu/Zn, Mn e Fe-SOD) e os resultados obtidos sdo expressos em
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U/ ml, onde uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria

para a dismutagdo de 50% dos radicais superdxido formados pela adicdo da xantina

oxidase a amostra.

4.10 Deteccdo da eNOS, nNOS e da Cu/Zn SOD pelo método de
Western-blotting

4.10.1 Preparacao das amostras e medidas de proteina

Os anéis de artéria aorta e mesentérica superior foram congelados a -
70°C e posteriormente homogeneizados (homogeneizador de vidro) em tampéo de Tris-
HCL. O homogenato foi centrifugado e o sobrenadante recolhido. Aliquotas do
sobrenadante foram utilizadas para a determinagdo da concentragdo de proteina pelo
método de Bradford (1976), e entdo a quantidade necessaria para se aplicar 50 ou
100pg de proteina no gel de acrilamida foi calculada para cada amostra. Em seguida foi
preparado o gel em um sistema Mini-Protean (BioRad, Hercules, CA, USA) com
concentracdo de acrilamida de 7,5% para deteccdo das isoformas da NOS (com 100 ug
de proteina) e outro com concentragdo de 12% para deteccdo da Cu/Zn SOD (com 50

pg de proteina).

4.10.2 Eletroforese e transferéncia das amostras

As aliquotas do homogenato foram diluidas em solugdo de Laemmli
(Uréia- 0,5 mM; SDS- 0,17 mM; DTT- 39 uM; Tris- HCL pH=8 - 0,01 M e Azul de
bromofenol- 0,5%) e mantidas a 99°C durante 4 minutos e, em seguida, estas

amostras foram aplicadas no gel com SDS (Lauril Sulfato Sédico)-poliacrilamida
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(SDS-PAGE) e submetidas a eletroforese em gel em um sistema Mini-Protean II
(Eletrophoresis Cell, BioRad, Hercules, CA, USA) durante aproximadamente 3
horas, a uma corrente constante de 90 Volts (Power Pac 200, BioRad, Hercules, CA,
USA). Junto com as amostras foi aplicado no gel um padrdo de proteinas
“marcadores de peso molecular” (BioRad, Hercules, CA, USA), estes marcadores
foram utilizados para comprovar a “transferéncia” das proteinas do gel para a
membrana, ¢ além disso, estes marcadores auxiliaram na localiza¢do das proteinas
de interesse na membrana. No mesmo gel também foram aplicadas amostras de
células endoteliais e de cérebro de rato como controle positivo para eNOS e nNOS/

SOD, respectivamente (Transduction Laboratories, Lexington , KY, USA).

Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de polivinil difluorida (PVDF Hybond, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA),
previamente ativada, durante 20 segundos, com metanol. Para a transferéncia o gel, a
membrana e o papel Whatman foram colocados em um sistema de sandwich e imersos
em uma cuba (Mini-Protean II, Modulo de Transferéncia, BioRad, Hercules, CA, USA)
contendo a solucao de transferéncia (Tris- 25 mM; Glicina- 190 mM; SDS-0,05 % e
Metanol- 20 %). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac 200,

BioRad, Hercules, CA, USA), durante 18 horas.

A transferéncia foi confirmada através da coloragdo do gel com Azul de
Croomassie, onde se observou a auséncia de bandas no gel. As proteinas das
membranas foram fixadas e coradas com acido acético 1%, por 5 minutos, e coradas
com Ponceau- 0,1%; acido acético-1% durante 20 minutos. A descolororacdo das
membranas foi feita com uma sequéncia de lavagens iniciada com acido acético-1%,

seguida por agua e finalizando com o TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween
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20- 0,1 %). Todo este processo confirma a boa transferéncia das proteinas para o gel,
além proporcionar a fixacdo destas proteinas na membrana. As membranas foram entao
incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente e sob agitagdo com uma solucao

bloqueante (leite desnatado 5%, Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %).

4.10.3 Incubacédo com os anticorpos e deteccdo das proteinas

de interesse

Para a deteccdo das proteinas de interesse, as membranas foram
incubadas durante 15 horas com anticorpo primario a temperatura de 4°C e sob
agitacdo. Os anticorpos primarios sdo monoclonais contra as isoformas da NOS e da
Cu/Zn SOD , sendo utilizados em uma diluicdo de 1:1500 em solucdo bloqueante
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA). Em seguida, as membranas foram
lavadas 6 X 15 minutos com TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %),
sob agitacdo. Posteriormente, estas membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios: Imunoglobulina IgG Anti-coelho unida a peroxidase de rdbano (BioRad,
Hercules, CA, USA), em uma diluicdo de 1:1500 para deteccdo da isoforma eNOS, ou
Imunoglobulina IgG Anti-camundongo unida a peroxidase de rabano (BioRad,
Hercules, CA, USA), em uma diluicao de 1:1500 para deteccao das isoformas da nNOS
e da SOD. Os anticorpos secundarios foram diluidos em solu¢do bloqueante e
incubados por 90 minutos, a temperatura ambiente e sob agitacdo. Ao final, o excesso
dos anticorpos secundarios foram lavados com solu¢do de TBS-T em 6 lavagens
sucessivas de 15 minutos cada. As proteinas de interesse foram detectadas por uma
reacdo de quimioluminescéncia utilizando um sistema de deteccio (ECL Plus,

Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). A seguir, as membranas foram
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colocadas em contato com um filme fotografico (Hyperfilm, Amersham Biosciences,

Piscataway, NJ, USA), e as bandas impregnadas foram posteriormente reveladas.

Apoés detecgdo da expressdo das diferentes proteinas de interesse, as
membranas foram incubadas com solugdo para limpeza (Tris-62,5 mM, SDS-10%, B-
Mercaptoetanol-100 mM) por 40 minutos a 50°C e lavada por duas vezes com TBS-T
por 30 minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada com a solucao bloqueante e
todo o protocolo de incubacao foi repetido com anticorpo primario monoclonal anti -
actina na dilui¢ao 1:3000 (Sigma-Aldrish Co., Saint Louis, MO, USA). A expressao da

a-actina foi medida para normalizacdo da expressdo das isoformas da NOS e da SOD.

As bandas das proteinas separadas pela técnica de Western blot foram
quantificadas mediante analise densitométrica. Para tal, os filmes com as bandas
proteicas impregnadas foram gravados por um scanner e para analise e quantificagao
das bandas foi utilizada o programa de analise de imagens Scion Image for Windows

(Scion Corporate, Frederick, MD, USA).

4.11 Analise estatistica

Os dados estdo expressos como média £ erro padrao da média (EPM)
para n experimentos. Foi realizada andlise de varidncia (ANOVA two-way) para
determinagdo das diferencas entre os grupos utilizando o programa SPSS 10.0, e foi

adotado um nivel de significancia de p<0,05.
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S. RESULTADOS
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5.1. PROTOCOLO TERAPEUTICO
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Peso corporal, gordura epididimal, pressao arterial e parametros
bioquimicos

O peso inicial dos animais ndo foi diferente entre os grupos. Os animais
tratados com dieta hipercalorica apresentaram um maior ganho de peso quando
comparados aos do grupo controle (6%). O exercico fisico por 4 semanas promoveu
reducdo do peso corporal tanto nos animais que consumiam rag¢ao padrao (11%) quanto
nos animais que consumiram dieta hipercaldrica (6%). Resultados semelhantes foram
verificados para a quantidade de gordura epididimal. O treinamento fisico reduziu a
quantidade de gordura epididimal, em cerca de 27% quando comparado ao grupo
sedentario com dieta normal. A dieta hipercalorica induziu aumento significativo deste
deposito de gordura (cerca de 56%, p<0,05) quando comparado ao grupo sedentario.
Este aumento foi significativamente reduzido nos animais que treinaram e que
consumiram a dieta hipercaldrica (tabela 1, figura 3).

A pressao arterial sistolica ndo foi modificada pela dieta hipercalérica ou
pelo treinamento fisico por 4 semanas (SD: 91 £ 3; TR: 87 £ 4; SDD: 86 + 4; e TRD:
85 £ 3 mmHg, para n= 6).

Com relacdo ao perfil lipidico, a dieta hipercalorica elevou
significativamente a concentracdo de triglicerideos. O treinamento fisico per se foi
eficaz em reduzir a concentragdo de triglicerideos em 31%, e aumentar a concentracao
de HDL-colesterol em 33% no grupo TR. J& a associa¢do da dieta hipercalorica por 8
semanas e o exercicio fisico durante 4 semanas produziu uma redugdo de 46% na
concentracgdo de triglicerideos no grupo TRD, sem nenhuma alteracdo na concentracao
de HDL-colesterol. Nenhuma alteragdo foi observada para os niveis de colesterol total

em todos os grupos. A avaliagdo do indice aterogénico mostra uma elevacao
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signifcativa do risco para aterosclerose para o grupo que consumiu a dieta

hipercaldrica, que ndo foi modificado pelo treinamento fisico. Os dados estdo

sumarizados na tabela 1.
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Figura 3. Evolucao do peso corporal durante as 8 semanas do protocolo experimental
(A) e peso da gordura epididimal ao final do estudo (B), para animais dos grupos
sedentario (SD), treinado (TR), sedentario dieta (SDD) e treinado dieta
(TRD).*diferente de SD; # diferente de SDD; ** diferente de TR; para p<0,05
(ANOVA two-way). Dados estao expressos como média £ EPM, n = 8 animais em cada
grupo.
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Tabela 1. Peso corporal, peso da gordura epididimal, perfil lipidico sérico e indice

aterogénico de ratos dos grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD)

e treinado dieta (TRD).

SD SDD TR TRD
Peso inicial (g) 271+£5 282+ 4 282+4 279+ 4
Peso final (g) 410+ 14 434 £+ 9* 366 = 10* 408 + 6"
Gordura epididimal (g) 8,4+0,7 14,9 + 0,6* 6,6 £0,5% 8,9+ 0,5#**
Trigliceridideos (mg/dl) 81,9+ 12,6 111,1 £9,1* 62,4 +8,1* 50,8 + 3,4#
Colesterol total (mg/dl) 26,6 £1,3 31,2+2,6 299 +1,8 30,4 +2,7
HDL- colesterol (mg/dl) 15,5+0,6 13,9+1,0 20,7 £1,5% 12,3 £ 1,6%*
Indice aterogénico 0,72+0,08 1,40+0,32* 0,86 £0,15 1,48 £0,25

Indice aterogénico= (colesterol total — HDL)/ HDL.*diferente de SD; # diferente de
SDD; ** diferente de TR; para p<0,05 (ANOVA two-way). Dados expressos como

média = EPM, n = 8 em cada grupo.

Com relagdo as concentragdes séricas de glicose e de insulina em jejum,
o consumo da dieta hipercalorica produziu um aumento significativo da glicemia em
torno de 10% para o grupo SDD (SD: 136,0 + 6,4; TR: 116,8 £ 6,7; SDD: 149,1 £ 7,0 ¢
TRD: 142,1 + 13,7 mg/ dl), e um aumento de 100% na insulinemia (SD: 0,62 + 0,14;
TR: 0,74 £ 0,13; SDD: 1,24 + 0,10 e TRD: 0,94 £ 0,24 ng/ ml). O exercicio fisico ndo
provocou alteragdo destes parametros. O calculo do indice HOMA para avaliagao de
resisténcia a insulina mostra que o grupo SDD apresenta valores significativamente

maiores que o seu grupo controle (figura 4).
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Figura 4. Concentragdes séricas de glicose (A), insulina (B) e o indice HOMA (C) de
ratos dos grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado
dieta (TRD). Indice HOMA de resisténcia a insulina, HOMA RI = [insulina jejum (mU/
1) x glicemia jejum (mmol/ 1)] / 22,5. Dados estdo expressos como média = EPM, n = 8
animais em cada grupo. * diferente de SD, para p <0,05 (ANOVA two-way).
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Efeitos da dieta hipercalorica e do treinamento fisico sobre a resposta contratil e

relaxante a concentracdo de fenilefrina (PE) e acetilcolina (ACh) em anéis de

artéria aorta e mesentérica com endotélio

O consumo da dieta hipercaldrica por 8 semanas nao provocou diferenca
na resposta contratil a fenilefrina em anéis de artéria aorta (SD: 5,9 + 1,0; TR: 4,8
0,8; SDD: 5,2 £ 1,0 e TRD: 5,3 £ 1,4 mN), porém em anéis de mesentérica a tensao
gerada pela concentragdo de 1uUM de PE foi significativamente maior no grupo SDD
(SD: 4,6 £ 0,6; TR: 5,2 £ 0,4; SDD: 5,9 £ 0,6 e TRD: 5,5 £ 0,6). O treinamento fisico
nao modificou a resposta contratil em nenhum dos grupos (figura 5 painéis A e B).

Quanto ao relaxamento induzido pela concentracio de 1uM de
acetilcolina, nenhuma diferenca foi provocada pelo consumo da dieta hipercalorica em
anéis de artéria aorta (SD: 43,9 £ 2.3 e SDD: 46,5 £ 5,1%), mas esta resposta relaxante
foi significativamente reduzida em anéis de mesentérica (SD: 70,5 =+ 4,0 e SDD: 42,1 £
5,5%). Por outro lado, o treinamento fisico aumentou o relaxamento induzido pela
acetilcolina em anéis de aorta (TR: 56,9 + 3,4 ¢ TRD: 60,2 + 2,8%) e de mesentérica
(TR: 81,7+ 2,9 e TRD: 71,8 £ 3,5%). Os resultados estdo ilustrados na figura 5, painéis

CeD.
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Figura 5. Efeito da dieta hipercaldrica e do exercico fisico sobre a resposta contratil a
dose de 1uM de fenilefrina em artéria aorta (A) e mesentérica (B). Os painéis inferiores
referem-se ao relaxamento a dose de 1 uM de acetilcolina em anéis de aorta (C) e
mesentérica (D) pré-contraidos com 1 uM de fenilefrina. Anéis de artérias provenientes
de ratos dos grupos: sedentério (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado
dieta (TRD). Dados apresentados como média + EPM para n=6 animais. = diferente de
SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Efeitos da dieta hipercaldrica e do treinamento fisico sobre a resposta relaxante da

acetilcolina (ACh) em anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio

AORTA

A ACh promoveu um relaxamento de anéis de aorta que foi dependente
da concentrac¢do. O consumo da dieta hipercaldrica ndo provocou qualquer alteracdo na
resposta maxima a ACh em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (SD: 77,0 +
1,3% vs SDD: 76,6 £ 2,3%). O treinamento fisico per se ou associado ao consumo da
dieta hipercalérica promoveu aumento significativo da resposta méxima
(aproximadamente de 15%) em ambos os grupos. Um aumento de 2,5 vezes na
poténcia da acetilcolina foi observado somente para o grupo TR. Os dados estdo
sumarizados na tabela 2 e as curvas concentracgao efeito estdo ilustradas na figura 6A.

A pré-contragdo com KCI (80 mM) em presenca de indometacina,
reduziu significativamente a resposta maxima em todos os grupos. Os anéis de aorta de
animais que consumiram a dieta hipercaldrica, tanto aqueles do grupo sedentério (SDD)
quanto do treinado (TRD), mostraram-se mais resistentes a reducao da resposta maxima
a ACh quando comparados aos resultados de seus respectivos controles. A poténcia a
ACh foi reduzida de maneira semelhante em todos os grupos (tabela 2 e figura 6C). A
adi¢do de L-NAME no banho, aboliu completamente a resposta relaxante a acetilcolina

em anéis de aorta com endotélio pré contraidos com fenilefrina (figura 6E).
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MESENTERICA

O consumo da dieta hipercalorica provocou redugdo da resposta
relaxante 8 ACh em cerca de 15%. O treinamento fisico per se provocou um aumento
de aproximadamente 7% na resposta maxima a acetilcolina nos animais TR e um
aumento de 18% no relaxamento nos animais TRD, revertendo assim a diminuigdo do
relaxamento provocada pelo consumo da dieta hipercalorica. Nenhuma alteracdo na
poténcia da ACh foi observada em todos os grupos (tabela 2 e figura 6B).

A pré-contragdo com KCI (80 mM), na presenca de indometacina,
reduziu a resposta maxima a acetilcolina em anéis de artéria mesentérica para todos os
grupos de maneira similar. A poténcia da ACh também foi reduzida em todos os
grupos, porém no grupo TR essa redugdo foi de menor amplitude (tabela 2 e figura 7D).
A adi¢do de L-NAME no banho reduziu tanto a resposta maxima quanto a poténcia a
acetilcolina em anéis de mesentérica, porém os anéis de artérias provenientes dos
animais do grupo SD mostraram-se mais resistentes a inibicdo provocada pelo L-

NAME (tabela 2 e figura 6F).
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Tabela 2. Valores de poténcia (pECsg) e de resposta méaxima (En.x) a acetilcolina em

anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio de animais sedentario (SD); treinado

(TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA

PE

pECso 6,52 + 0,02 6,92 + 0,02* 6,64 + 0,06 6,53 +0,03
Ernax 77,0+ 1,3 88,1 £2,3% 76,6 £2,3 89,8 +2,6"
KCIH+INDO

pECso 5,75 + 0,04 5,84 + 0,04 5,96 + 0,02 5,92 + 0,04
Ernax 20,9 +2,1 23,1422 33,9 +3,4% 31,5 +£2,1%*
PE+LNAME

Ernax 42+04 4,5+ 0,5 4,8 0,9 3,6+0,9
MESENTERICA

PE

pECso 7,11 £0,01 7,19 + 0,04 7,00 + 0,04 6,97 0,08
Einax 87,6+ 1,7 93,3 £0,8% 76,2+ 1,9% 90,7 + 3,0"
KCI+INDO

pECso 6,28 0,16 6,60 + 0,08* 6,13+0,13 6,22 + 0,12
Ernax 53,0+ 1,8 55,6 £2.,6 46,2 +3,7 59,2430
PE+L-NAME

Ernax 39,4 +2,8% 24,1+ 3,1 22,0+3,2 17,9 +1,9

Valores sdo expressos como média + EPM para n = 6 animais.* diferente de SD; *

diferente de SDD; ** diferente de TR, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Figura 6. Curvas concentragdo-efeito a acetilcolina (ACh) em anéis de artéria aorta (A,
C, E) e mesentérica (B, D, F) com endotélio de ratos sedentario (SD); treinado (TR);
sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis pré-contraidos com fenilefrina
(PE; 1 pM) sdao mostrado nos painéis A e B, pré-contraidos com KCl 80mM na
presenga de indometacina (5 UM) painéis C e D e pré-contraidos com fenilefrina (PE)
na presenca de L-NAME (100 pM) nos painéis E e F. Dados apresentados como média
+ EPM para n=6 animais. Simbolos apontam diferenca na resposta maxima em % de
relaxamento. = diferente de SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Efeitos da dieta hipercalorica e do treinamento fisico sobre a
resposta relaxante ao nitroprussiato de sédio (SNP) em anéis de artéria aorta e

mesentérica com endotélio intacto (E+) e mecanicamente removido (E-)

AORTA COM ENDOTELIO

A resposta maxima e a poténcia ao vasodilatador com acdo independente
do endotélio (SNP) ndo foi diferente entre os grupos estudados (tabela 3 e figura 7A).

A pré-contragdo com KCI (80 mM), na presenca de indometacina,
produziu redugdo significativa tanto na resposta maxima quanto na poténcia a este
doador de 6xido nitrico em todos os grupos de maneira similar (tabela 3 e figura 7C). A
presenga de ODQ no banho aboliu a resposta ao SNP em anéis de aorta, porém os anéis
de artérias provenientes dos grupos treinados mostraram-se mais resistentes a inibicao

provocada pelo ODQ (tabela 3 e figura 7E).

MESENTERICA COM ENDOTELIO

As respostas ao SNP em anéis de artéria mesentérica foram semelhantes
as observadas na aorta. Tanto a reposta maxima quanto a poténcia ao doador de 6xido
nitrico ndo foram modificadas pela dieta hipercaldrica ou pelo exercicio fisico (tabela 3
e figura 7B).

A pré-contracdio com KCl (80 mM), na presenga de indometacina,
provocou reducdo da resposta e da poténcia nos anéis de mesentérica para todos os
grupos (tabela 3 e figura 7D). A adicdo de ODQ aboliu a resposta ao SNP em anéis de

artéria mesentérica em todos os grupos (tabela 3 e figura 7F).
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AORTA SEM ENDOTELIO
A resposta maxima ao SNP em anéis sem endotélio ndo foi diferente
entre os grupos estudados. A poténcia ao doador de NO estd aumentada em 2,3 vezes

no grupo TRD quando comparado ao grupo SDD (tabela 4 e figura 8A).

MESENTERICA SEM ENDOTELIO
Os resultados obtidos em anéis sem endotélio mostram que a dieta ou o
exercicio fisico ndo promoveram alteragdo tanto na resposta maxima quanto na

sensibilidade ao doador de NO utilizado (tabela 4 e figura 8B).
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Tabela 3. Valores de poténcia (pECsp) e de resposta maxima (E.x) ao nitroprussiato de

sodio em anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio (E+) dos grupos sedentario

(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA (E+)
PE
pECso 8,18+ 0,01 8,39 + 0,03 8,40 + 0,01 8,22 + 0,02
Ennax 102,7+1,5 104,1 £ 1,0 107,5+ 1,8 106,8 +2,4
KCIHINDO
pECso 7,39 +0,01 7,40 £ 0,02 7,57 0,02 7,54 + 0,04
Ennax 76,7+ 1,7 83,1 £2,6 80,6 + 3,0 84,8 +2,4
PE + ODQ
Enax 16,0+ 1,7 252437 102+ 1,7 26,3 + 4,0
MESENTERICA (E+)
PE
pECso 8,32+ 0,01 8,44 0,01 8,35+ 0,01 8,28 + 0,02
Enmnax 105,6 +1,9 105,5+ 1,1 106,3+ 1,3 105,0 + 3,3
KCIHINDO
pECso 7,83 £0,03 7,87 0,02 8,00 + 0,03 7,93 £0,03
Enmnax 88,6 + 2,8 88,1 +2,8 90,4 + 4,4 89,0 £3,2
PE + ODQ
Enmnax 18,8 £2,0 195+ 1,9 20,8 + 1,4 22,0+ 1,3

Valores expressos como média + EPM para n = 6. * diferente de SD; * diferente de

SDD; para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Figura 7. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sddio (SNP) em anéis de
artéria aorta (A, C, E) e mesentérica (B, D,F) com endotélio de ratos sedentario (SD);
treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis pré-contraidos
com fenilefrina (1 pM) sao mostrado nos painéis A e B, pré-contraidos com KCI
80mM na presen¢a de indometacina (5 M) nos painéis C e D, e pré-contraidos com
fenilefrina na presenga de ODQ (1 pM) nos painéis E e F. Dados apresentados como
média + EPM para n=6 animais. Simbolos apontam diferenca na resposta maxima em
% de relaxamento.” diferente de SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-
way).
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Tabela 4. Valores de poténcia (pECsp) e de resposta maxima (Ex) ao nitroprussiato de

sodio em anéis de artéria aorta e mesentérica sem endotélio (E-) dos grupos sedentario

(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA (E-)

PE

pECso 8,23 + 0,04 8,40 + 0,06 8,11 0,03 8,47 + 0,02*
Enmax 111,9 +4,3 110,0 £2,2 117,6 3,8 113,7 £ 4,0
MESENTERICA (E-)

PECso 8,43 £ 0,05 8,51+ 0,03 8,54 £ 0,06 8,47 £ 0,03
Enmax 117,5 3,9 124,6 +4,3 114,6 + 3,1 108,2 0,8

Valores expressos como média £ EPM para n = 6. * diferente de SD; para p<0,05

(ANOVA two-way).
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Figura 8. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sddio (SNP) em anéis de
artéria aorta (A) e mesentérica (B) sem endotélio de ratos sedentario (SD); treinado
(TR); sedentério dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis foram pré-contraidos
com fenilefrina (1 pM). Dados apresentados como média + S.E.M para n=6 animais.
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Efeitos da dieta hipercalorica e do treinamento fisico sobre a

resposta contratil a fenilefrina (PE) em anéis de artéria aorta e mesentérica

AORTA

O agonista a-adrenérgico, fenilefrina, promoveu resposta contratil que
foi concentragdo dependente em anéis de aorta. A resposta maxima e a poténcia a
fenilefrina ndo foram modificadas pelo consumo da dieta hipercalorica ou pelo

exercicio fisico (tabela 5 e figura 9A).

MESENTERICA
Os resultados obtidos em anéis de mesentérica com endotélio intacto
ndo apontam diferenca tanto na resposta maxima quanto na poténcia a fenilefrina para

todos os grupos estudados (tabela 5 e figura 9B).
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Tabela 5. Valores de poténcia (ECsp) e de resposta maxima (En.x) a fenilefrina em

anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio intacto para os grupos sedentario

(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA E+
pECso 7,23 £0,05 7,17 £ 0,05 7,06 £ 0,05 7,06 £ 0,03
Emmax (mN) 44+0,5 3,0£0,2 3,9 40,5 5,6+£0,7
MESENTERICA E+
pECso 7,19 £ 0,05 7,12 £ 0,06 6,97 £ 0,05 6,99 £ 0,05
Emax (mN) 6,9+ 0,6 7,5%0,6 92+1,3 7,6 £1,5
Valores expressos como média + EPM para n = 6.
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Figura 9 Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (PE; 1 nM — 3 pM) na presenga de
propranolol (100 nM) em anéis de artéria aorta (A) e em anéis de mesentérica (B), para
os grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta
(TRD). Simbolos apontam diferenga na resposta maxima em mN.
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Os niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NO,/NOj3") revelaram que tanto
o treinamento fisico quanto o consumo da dieta hipercaldrica ndo produziram qualquer
alteragdo na concentracdo de NO,/NO3  Por outro lado, a associagdo do treinamento
fisico com o consumo da dieta hipercaldrica produziu uma elevagao significativa, cerca
de 40%, nos niveis de NO,/NOj3™ no grupo TRD (SD:27,0 + 3,5; TR: 30,0 £ 4,1; SDD:

30,4 £4,0 e TRD: 41,7 £ 3,5 pM). Os dados estao ilustrados na figura 10.
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Figura 10. Concentragao plasmatica de nitrito/nitrato de ratos dos grupos sedentério
(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os dados estdo
apresentados como média + EPM, para n=6 animais. ” diferente de SDD, ** diferente
de TR, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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A atividade da enzima anti-oxidante SOD no soro ndo foi modificada
pelo consumo da dieta hipercalorica. Por outro lado, o treinamento fisico por 4 semanas
foi suficiente para aumentar significativamente (em torno de 17%) a atividade desta
enzima nos animais do grupo TR (SD:5,09 £ 0,21; TR: 5,93 £ 0,33; SDD: 5,55+ 0,22 ¢

TRD: 5,20 + 0,30 pM). Os dados estao ilustrados na figura 11.
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Figura 11. Atividade da SOD no soro de ratos dos grupos sedentério (SD); treinado
(TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os dados estdo apresentados
como média + EPM, para n=5 animais. " diferente de SD, para p<0,05 (ANOVA two-
way).
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A expressdo das isoformas endotelial e neuronal da oxido nitrico sintase
(eNOS e nNOS) determinadas em artéria aorta pela técnica de Western blot ndo foi
modificada pelo consumo da dieta hipercalérica ou pelo exercicio fisico, como
ilustrado na figura 12. Resultados confidveis da quantificacdo da expressdo destas

proteinas em artéria mesentérica ndo foram obtidos por problemas metodoldgicos.
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Figura 12. Expressdo da eNOS (A) e da nNOS (B) em artéria aorta de ratos dos grupos
sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os
dados estdo apresentados como média + EPM, para n=7-8 animais em cada grupo.
Pesos moleculares: eNOS: 145 KDa; nNOS: 155 KDa; a-actina: 40 KDa.
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A expressdo da enzima antioxidante SOD foi quantificada nas duas
artérias estudadas. Os resultados mostram que o consumo da dieta hipercalorica
provoca diminui¢do da expressdo desta enzima em artéria mesentérica (Figura 13B),
mas ndo em aorta (figura 13A). O exercicio fisico realizado durante 4 semanas foi
eficiente em aumentar significativamente a expressdo da SOD em artéria aorta em
ambos os grupos treinados (figura 13A). J4 em artéria mesentérica, pode-se observar
uma tendéncia ao aumento da expressdo da SOD nas artérias obtidas de animais

treinados (figura 13B).
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Figura 13. Expressdao da SOD em artéria aorta (A) e mesentérica (B) de ratos dos
grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD).
Os dados estao apresentados como média + EPM, para n=6-8 animais em cada grupo. *
diferente de SD; # diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-way).

Pesos moleculares: Cu/Zn SOD: 19 KDa; a-actina: 40 KDa.



62

5.2. PROTOCOLO PREVENTIVO
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Peso corporal, gordura epididimal, pressao arterial e parametros
bioquimicos

O peso inicial dos animais ndo foi diferente entre os grupos. Os animais
tratados com dieta hipercalorica apresentaram um maior ganho de peso quando
comparados aos do grupo controle (13%). O exercico fisico por 12 semanas promoveu
uma reducdo de 16% no ganho de peso tanto dos animais que consumiram ragao padrao
quanto nos animais que consumiram dieta hipercalérica. Quanto ao depdsito de gordura
epididimal, a dieta hipercaldrica induziu aumento significativo (cerca de 85%),
enquanto que o treinamento fisico reduziu em cerca de 50% essa gordura, em ambos 0s
grupos (tabela 6, figura 14).

A pressao arterial sistolica ndo foi modificada pela dieta hipercaldrica ou
pelo treinamento fisico por 12 semanas (SD: 95 £+ 3; TR: 92 + 2; SDD: 100 + 4; e TRD:
97 £ 3 mmHg, para n=7-8).

Com relacdo ao perfil lipidico, a dieta hipercalorica elevou
significativamente a concentragdo de triglicerideos e de colesterol total, sem modificar
a concentracao de HDL colesterol. O treinamento fisico per se foi eficaz em reduzir a
concentragdo de triglicerideos em 39%, e aumentar a concentragdo de HDL-colesterol
em 28% no grupo TR. J4 a associag¢do do exercicio fisico durante 12 semanas e da dieta
hipercaldrica por 8 semanas produziu uma redugdo de 143% na concentracdo de
triglicerideos, redugdo de 54% do colesterol total e um aumento de 29% na
concentracdo de HDL colesterol no grupo TRD.

A avaliagdo do indice aterogénico mostra uma elevagdo significativa do

risco para aterosclerose para o grupo que consumiu a dieta hipercalérica, e o exercicio
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fisico provocou uma pequena redugdo, embora ndo significativa, deste risco para o

grupo TRD. Os dados estdo sumarizados na tabela 6.

Tabela 6. Peso corporal, peso da gordura epididimal, perfil lipidico sérico e indice

aterogénico de ratos dos grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD)

e treinado dieta (TRD).

SD SDD TR TRD
Peso inicial (g) 306 £7 306 £8 297+6 301 £8
Peso final (g) 478 +£9 538 £ 11%* 401 + 8* 452 + 14"
Gordura epididimal (g) 11,5+0,8 20,4 + 1,8* 6,1 +0.8% 10,1+ 1,2%*
Trigliceridideos (mg/dl) 90,6 £ 11,0 216,0+£25,1* 554+7,7* 88,7+ 8,8#**
Colesterol total (mg/dl) 30,3 £3,5 53,0 + 4,4% 32,4423 345+ 1,7"
HDL- colesterol (mg/dl) 143+1,4 14,1 £0,8 18,3 £0,9* 183 +1,1%
Indice aterogénico 1,12+0,19  2,76+0,38* 0,77+027 0,88 +0,15

Indice aterogénico= (colest total - HDL)/ HDL.
*diferente de SD; # diferente de SDD; ** diferente de TR; para p<0,05 (ANOVA two-

way). Dados expressos como média = EPM, n = 8 em cada grupo.
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Figura 14. Evolucdo do peso corporal durante as 12 semanas do protocolo
experimental (A) e peso da gordura epididimal ao final do estudo (B), para animais dos
grupos sedentario (SD), treinado (TR), sedentario dieta (SDD) e treinado dieta
(TRD).*diferente de SD; # diferente de SDD; ** diferente de TR; para p<0,05
(ANOVA two-way). Dados estdo expressos como média + EPM, n = § animais em cada

grupo.

O consumo da dieta hipercalorica produziu um aumento de 25% na
concentracdo de glicose sangiliinea nos animais do grupo SDD, o exercicio fisico por 12
semanas nao provocou qualquer modificacdo neste parametro bioquimico (SD: 125,8 +
6,0; TR: 140,0 £ 8,3; SDD: 156,3 £ 8,1 ¢ TRD: 152,9 £ 9,0 mg/ dl). Um aumento
expressivo, em torno de 194%, foi verificado na insulinemia de ratos que consumiram a
dieta hipercalorica, sendo que o treinamento fisico foi efetivo em promover redugao
significativa dos niveis de insulina, tanto nos animais que consumiram rac¢ao padrao
(38%), quanto nos animais que consumiram a dieta hipercalorica, cerca de 52% (SD:
0,87 £ 0,10; TR: 0,54 + 0,10; SDD: 2,57 + 0,32 ¢ TRD: 1,24 £ 0,32 ng/ml). O célculo
do indice HOMA, para avaliacdo de resisténcia a insulina, mostra elevacao signficativa
deste indice no grupo SDD comparado aos animais do grupo SD. O treinamento fisico
reduziu significativamente esse indice no grupo TRD (SD: 0,61 + 0,11; TR: 0,45 +

0,09; SDD: 2,42 £ 0,24 ¢ TRD: 1,08 £ 0,32). Esses dados estao ilustrados na figura 15.
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Figura 15. Concentracdes séricas de glicose (A), insulina (B) e o indice HOMA (C) de
ratos dos grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado
dieta (TRD). Indice HOMA de resisténcia a insulina, HOMA RI = [insulina jejum (mU/

1) x glicemia jejum (mmol/ 1)] / 22,5. Dados estdo expressos como média = EPM, n = 8

animais em cada grupo. * diferente de SD, * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA
two-way).
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Efeitos da dieta hipercalorica e do treinamento fisico sobre a resposta contratil e
relaxante a concentracdo de fenilefrina (PE) e acetilcolina (ACh) em anéis de

artéria aorta e mesentérica com endotélio

Em anéis de artéria aorta, nao foi observada diferenga na forga de
contracdo produzida pela concentracdo de 1 UM de fenilefrina (PE) entre os grupos
estudados (SD: 3,4 + 0,2; TR: 4,1 £ 0,5; SDD: 3,8 £ 0,5 ¢ TRD: 4,0 £ 0,7 mN). Por
outro lado, em anéis de artéria mesentérica, a tensdo gerada pela concentragdo de 1 pM
de PE foi significativamente maior no grupo TRD quando comparado ao seu controle
sedentario (SD: 4,4 + 0,4; TR: 5,5 + 0,4; SDD: 49 + 0,4 ¢ TRD: 6,6 £ 0,4). As
respostas estdo ilustradas na figura 16, painéis A e B, respectivamente.

Quanto ao relaxamento induzido pela concentracdo de 1 UM de
acetilcolina em anéis de aorta, uma pequena reducao foi observada nos anéis de animais
que consumiram dieta hipercaldrica (SD: 55,7 £ 4,5 e SDD: 46,6 + 5,2%), mas essa
redu¢do ndo atingiu significdncia estatistica. O treinamento fisico aumentou o
relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de aorta (TR: 72,7+ 2,9 e TRD: 71,4 +
4,2%). Em anéis de artéria mesentérica, a resposta relaxante a acetilcolina foi
significativamente reduzida no grupo que consumiu dieta hipercaldrica (SD: 72,3 + 3,8
e SDD: 55,2 + 4,0%). Semelhante aos dados obtidos em aorta, o treinamento fisico
aumentou a resposta relaxante a acetilcolina em anéis de artéria mesentérica (TR: 86,1

+ 2,0 e TRD: 85,7 + 2,8%). Os resultados estdo ilustrados na figura 16, painéis C e D.
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Figura 16. Efeito da dieta hipercaldrica e do exercico fisico sobre a resposta contratil a
concentracdo de 1uM de fenilefrina em artéria aorta (A) e mesentérica (B). Os painéis
inferiores referem-se ao relaxamento a dose de 1 uM de acetilcolina em anéis de aorta
(C) e mesentérica (D) pré-contraidos com 1 uM de fenilefrina. Anéis de artérias
provenientes de ratos dos grupos: sedentario (SD); treinado (TR); sedentdrio dieta
(SDD), e treinado dieta (TRD). Dados apresentados como média £+ EPM para n=6
animais. = diferente de SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Efeitos da dieta hipercalorica e do treinamento fisico sobre a resposta relaxante a

acetilcolina (ACh) em anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio

AORTA

O consumo da dieta hipercalorica durante 8 semanas ndo provocou
qualquer alteragdo tanto na poténcia quanto na resposta maxima induzida pela
acetilcolina em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina. Por outro lado, o
exercicio fisico realizado durante 12 semanas provocou aumento significativo na
resposta maxima a este agonista em cerca de 28% no grupo TR e de 16% para o grupo
TRD. Nenhuma modificacdo na poténcia a ACh foi provocada pelo exercicio fisico
(tabela 7 e figura 17A).

A pré-contragdo com KCl 80 mM em presenga de indometacina reduziu
tanto a poténcia quanto a resposta maxima a acetilcolina, de maneira similar, em todos
os grupos (tabela 7 e figura 14C). A adi¢do de L-NAME aboliu a resposta relaxante a

acetilcolina em anéis pré-contraidos com fenilefrina (tabela 7 e figura 17E).

MESENTERICA

Reducdo significativa do relaxamento a acetilcolina, em torno de 10%,
foi observada em anéis de mesentérica provenientes de animais que consumiram a dieta
hipercalorica. Esta reducdo foi totalmente revertida pelo treinamento fisico durante 12
semanas nos animais do grupo TRD. Além disso, o exercicio fisico per se foi eficaz em
aumentar o relaxamento dependente do endotélio nos animais do grupo TR (tabela 7 e

figura 17B).



70

A pré-contragao dos anéis com KC1 80mM na presenga de indometacina
reduziu a resposta maxima e a poténcia a ACh em todos os grupos estudados (tabela 7 e
figura 17D). A adi¢ao de L-NAME provocou redu¢do da resposta maxima, sendo que
todos os grupos estudados apresentaram relaxamento maximo em torno 20% (tabela 7 e

figura 17F).
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Tabela 7. Valores de poténcia (pECsg) e de resposta méaxima (En.x) a acetilcolina em

anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio de animais sedentario (SD); treinado

(TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA

PE

pECso 6,40 + 0,02 6,53 +0,01 6,51 £0,03 6,44 0,01
Ennax 70,7 1,7 90,2 +3,2% 72,7432 84,6 + 3,4%
KCIHINDO

pECso 6,00 + 0,04 5,91+ 0,06 5,90 + 0,07 6,00 + 0,03
Ennax 247426 33,2442 30,7 +2,7 34,7+4,1
PE+LNAME

Ernax 2,93+1.8 38+1,9 6,1 +0,7 6,2+ 1,4
MESENTERICA

PE

pECso 6,93 £ 0,02 6,94 + 0,03 6,70 + 0,03 6,71 £ 0,03
Einax 89,1 £1,9 98,3 £ 1,3* 77,4 +1,9% 90,4 +2,1"
KCIHINDO

pECso 6,17 £ 0,04 6,10 £ 0,03 6,22 0,03 6,35 + 0,06
Enmnax 56,6 £ 1,4 53,0 +2,1 62,0 £5,8 54,5+32
PE+L-NAME

Ennax 204+12 21,8409 19,1 +1,8 21,6 2,7

Valores sdo expressos como média + EPM para n = 6 animais. * diferente de SD; *

diferente de SDD; ** diferente de TR, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Figura 17. Curvas concentracao-efeito a acetilcolina (ACh) em anéis de artéria aorta
(A, C, E) e mesentérica (B, D, F) com endotélio de ratos sedentario (SD); treinado
(TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis pré-contraidos com
fenilefrina (PE; 1 pM) sdo mostrado nos painéis A e B, pré-contraidos com KCI 80mM
na presen¢a de indometacina (5 PM) painéis C e D e pré-contraidos com fenilefrina
(PE) na presenga de L-NAME (100 pM) nos painéis E e F. Dados apresentados como
média = EPM para n=6 animais. Simbolos apontam diferenca na resposta maxima em
% de relaxamento. = diferente de SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-

way).
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Efeitos da dieta hipercaldrica e do treinamento fisico sobre a resposta relaxante ao
niroprussiato de sodio (SNP) em anéis de artéria aorta e mesentérica com

endotélio intacto (E+) e endotélio removido (E-)

AORTA COM ENDOTELIO

A resposta maxima ao doador de 6xido nitrico ndo foi alterada pelo
consumo da dieta hipercaldrica ou pelo treinamento fisico por 12 semanas, porém os
anéis de aorta provenientes do grupo TR apresentaram um aumento de
aproximadamente 2 vezes na sensibilidade ao doador de NO utilizado (tabela 8 e figura
18A).

A pré-contragdo com KCl 80 mM em presenca de indometacina
provocou reducdo em torno de 20% da resposta maxima em todos os grupos estudados.
Quanto a poténcia ao SNP, todos os grupos apresentaram redu¢do neste parametro,
porém o grupo SDD apresentou valor de poténcia maior comparado aos grupos SD e
TRD (cerca de 2 vezes). Os dados estdo sumarizados na tabela 8 e ilustrados na figura
18C. A adi¢do do inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ, aboliu a resposta

relaxante em todos os grupos estudados (tabela 8 e figura 18E).

MESENTERICA COM ENDOTELIO

Nao foram observadas modificagdes provocadas pelo consumo da dieta
hipercalérica ou pelo treinamento fisico, na resposta maxima e na poténcia ao doador
de oxido nitrico em anéis de mesentérica pré-contraidos com fenilefrina, em todos os

grupos estudados (tabela 8 e figura 18B).
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A pré-contragdo dos ané¢is com KCI 80 mM na presenca de
indometacina reduziu a resposta ao SNP. A poténcia foi reduzida de forma similar entre
os grupos estudados (tabela 8 e figura 18D). A adigdo de ODQ ao banho, praticamente
aboliu as respostas relaxantes dos anéis de mesentérica, porém os anéis de artéria dos
animais treinados mostraram-se mais resistentes a inibi¢cao provocada pelo ODQ (tabela

8 e figura 18F).

AORTA SEM ENDOTELIO
A remogdo do endotélio ndo provocou diferenga na resposta maxima ou
mesmo na poténcia ao SNP entre os grupos estudados. Os dados estdo sumarizados na

tabela 9 e ilustrados na figura 19A.

MESENTERICA SEM ENDOTELIO
Os resultados obtidos em anéis de mesentérica com endotélio removido
ndo apontam diferenca tanto na resposta maxima quanto na poténcia ao SNP entre os

grupos estudados. Os dados estdo sumarizados na tabela 9 e ilustrados na figura 19B.
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Tabela 8. Valores de poténcia (pECsp) e de resposta maxima (E,.x) ao nitroprussiato de

sodio em anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio (E+) dos grupos sedentario

(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA (E+)

PE

pECso 8,05 + 0,03 8,31 +0,03* 8,16 + 0,02 8,25+ 0,02
Ennax 108,3 +2,3 105,1 £1,3 108,5 + 3,1 105,3+1,2
KCIHINDO

pECso 7,22 + 0,04 7,29 + 0,09 7,60 +0,03* 7,30 +0,08"
Ennax 83,8+2,4 85,4 +2,6 83,0+ 1,4 83,4+38
PE + ODQ

Enax 7.6+ 1,4 8,7+2,9 1,9+ 1,0% 72+2,7"
MESENTERICA (E+)

PE

pECso 8,15+ 0,03 8,13+ 0,02 8,18 + 0,02 8,27 + 0,02
Enmnax 105,9 + 1,8 104,5+ 1,6 107,8 £2,1 102,1 £1,2
KCIHINDO

pECso 7,80 £ 0,03 7,99 0,01 7,89 £ 0,09 8,14 + 0,04
Enmnax 95,7 +2,0 98,0 + 1,8 93,9+2,0 95,9+2,2
PE + ODQ

Ernax 11,8+ 1,0 19,3 + 1,0% 13,7+ 1,0 20,2+ 0,97

Valores expressos como média + EPM para n = 6. * diferente de SD; * diferente de
SDD; ** diferente de TR, para p<0,05 (ANOVA two-way).
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Figura 18. Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP) em anéis de
artéria aorta (A, C, E) e mesentérica (B, D,F) com endotélio de ratos sedentéario (SD);
treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis pré-contraidos
com fenilefrina (1 pM) sdo mostrado nos painéis A e B, pré-contraidos com KCI 80
mM na presenca de indometacina (5 UM) nos painéis C e D, e pré-contraidos com
fenilefrina na presenga de ODQ (1 pM) nos painéis E e F. Dados apresentados como
média = EPM para n=6 animais. Simbolos apontam diferenca na resposta maxima em
% de relaxamento.” diferente de SD; * diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-
way).
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Tabela 9. Valores de poténcia (pECsp) e de resposta maxima (E,.x) ao nitroprussiato de
sodio em anéis de artéria aorta e mesentérica sem endotélio (E-) dos grupos sedentario

(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA (E-)
pECso 8,44 + 0,07 8,42 + 0,06 8,34 + 0,08 8,50 £ 0,08
Emax 112,7+3,7 109,2+2,0 117,4+4,0 113,1+6,1
MESENTERICA (E-)
pECso 8,65 + 0,02 8,62 + 0,03 8,76 + 0,02 8,68 £ 0,01
Ennax 107,8 2,1 113,2+3,8 114,6 £ 1,1 109,9 +2,9

Valores expressos como média = EPM para n = 6.

A PE B PE
0 0 ° sb
e TR
g 25 g 9 o SDD
o [e]
% 50 % 50 = TRD
IS IS
% 754 % 759
© o)
~ 100 = 1004
125- 125-
10 9 8 7 10 9 8 7
Log [SNP] : M Log [SNP] : M

Figura 19. Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sodio (SNP) em anéis de
artéria aorta (A) e mesentérica (B) sem endotélio de ratos sedentario (SD); treinado
(TR); sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD). Os anéis foram pré-contraidos
com fenilefrina (1 uM). Dados apresentados como média + S.E.M para n=6 animais.
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Efeitos da dieta hipercalodrica e do treinamento fisico sobre a resposta contratil a

fenilefrina (PE) em anéis de artéria aorta e de mesentérica, com endotélio intacto

AORTA

O consumo da dieta hipercaldrica ndo provocou qualquer alteracdo na
resposta maxima e na poténcia ao agonista a-adrenérgico em anéis de aorta com
endotélio intacto. O exercicio fisico por 12 semanas promoveu uma reducao de 2 vezes

na poténcia a fenilefrina somente no grupo TR (tabela 10 figura 20A).

MESENTERICA
Nenhuma diferenga na resposta maxima ou na poténcia a fenilefrina foi
provocada pelo consumo da dieta hipercaldrica e pelo exercicio fisico em anéis de

artéria mesentérica (tabela 10 e figura 20B).
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Tabela 10. Valores de poténcia (ECsp) e de resposta maxima (Enax) a fenilefrina em
anéis de artéria aorta e mesentérica com endotélio intacto (E+) e mecanicamente

removido (E-) para os grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentério dieta (SDD) e

treinado dieta (TRD).

SD TR SDD TRD
AORTA E+

ECso 7,19 + 0,06 6,88 + 0,03* 7,00 + 0,05 7,15+ 0,05
Emax (mN) 10,8 +1,2 75+1,1 11,1+0,8 10,6 £ 0,8
MESENTERICA E+

ECso 7,14+ 0,03 7,08 + 0,08 7,06 + 0,06 7,13+ 0,05
Emax (mN) 9,6 + 1,4 9,1 £0,6 10,3+0,5 83+13

Valores expressos como média £+ EPM para n = 6. * diferente de SD; para p<0,05
(ANOVA two-way).
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Figura 20 Curvas concentragio-efeito a fenilefrina (PE; 1 nM — 3 pM) na presenca de
propranolol (100 nM) em anéis de artéria aorta com endotélio (A) e em anéis de
mesentérica com endotélio (B), para os grupos sedentario (SD); treinado (TR);
sedentério dieta (SDD) e treinado dieta (TRD)
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A concentragdo plasmatica de nitrito/ nitrato (NO,/NOj3) mostra que

tanto o consumo da dieta hipercalérica quanto o treinamento fisico ndo provocaram
qualquer alterag¢do na concentragdo destes metabolitos, (SD: 26,9 + 4,1; TR: 28,4 + 6,0;

SDD: 27,4 £ 2,6 e TRD: 30,0 + 2,4 uM). Os dados estdo ilustrados na figura 21.
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Figura 21. Concentra¢do plasmatica de nitrito/nitrato de ratos dos grupos sedentario
(SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os dados estao

apresentados como média + EPM, para n=6 animais.
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A atividade da enzima anti-oxidante SOD no soro ndo foi modificada

pelo consumo da dieta hipercaldrica. Por outro lado, o treinamento fisico por 12
semanas foi eficaz em aumentar de maneira significativa, em torno de 14%, a atividade
desta enzima, (SD:5,22 + 0,16; TR: 5,93 £ 0,18; SDD: 5,08 £ 0,41 ¢ TRD: 4,86 + 0,68

MM). Os dados estdo ilustrados na figura 22.
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Figura 22. Atividade da SOD no soro de ratos dos grupos sedentario (SD); treinado
(TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os dados estdo apresentados
como média £ EPM, para n=5 animais. " diferente de SD, para p<0,05 (ANOVA two-
way).
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A analise dos resultados obtidos pela técnica de Western blot mostra que
a expressdo das isoformas endotelial e neuronal da oxido nitrico sintase (eNOS e
nNOS) em artéria aorta ndo apresentou diferenca significativa decorrente do consumo
da dieta hipercalodrica ou do exercicio fisico, como ilustrado na figura 23. Resultados
confiaveis da quantificacdo da expressdo destas proteinas em artéria mesentérica nao

foram obtidos por problemas metodoldgicos.

eNOS/qg -actina
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Figura 23. Expressao da eNOS (A) e da nNOS (B) em artéria aorta de ratos dos grupos
sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD). Os
dados estao apresentados como média = EPM, para n=7-8 animais em cada grupo.
Pesos moleculares: eNOS: 145 KDa; nNOS: 155 KDa; a-actina: 40 KDa.
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Os resultados acerca da expressdo da enzima antioxidante SOD foram
obtidos nas duas artérias estudadas. Pode-se observar que assim como no protocolo
terapéutico, o consumo da dieta hipercaldrica provoca diminui¢ao da expressao da SOD
em artéria mesentérica (figura 24B), mas ndo em aorta (figura 24A). O exercicio fisico
realizado por 12 semanas foi eficiente em aumentar significativamente a expressao da

SOD em artérias aorta € mesentérica em ambos os grupos treinados (figura 24A e B).
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Figura 24. Expressdo da SOD em artéria aorta (A) e mesentérica (B) de ratos dos
grupos sedentario (SD); treinado (TR); sedentario dieta (SDD), e treinado dieta (TRD).
Os dados estao apresentados como média £ EPM, para n=7-8 animais em cada grupo. *
diferente de SD; # diferente de SDD, para p<0,05 (ANOVA two-way).

Pesos moleculares: Cu/Zn SOD: 19 KDa; a-actina: 40 KDa.
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6. SUMARIO DOS RESULTADOS
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PROTOCOLO TERAPEUTICO
O consumo da dieta hipercalorica por 8 semanas provocou:
Aumento de 10% na glicemia;
Aumento de 100% na insulinemia;
Aumento de 35% nos triglicerideos
Diminuicao do relaxamento dependente do endotélio em artéria mesentérica,
mas nao em aorta;

Dimunuicdo da expressdo da superoxido dismutase em artéria mesentérica.

O exercicio fisico por 4 semanas foi eficiente em:
Reduzir a concentracdo de triglicerideos em 23% no grupo TR e em 54% no
grupo TRD;
Aumentar em 26% a fracdo HDL colesterol no grupo TR;
Aumentar o relaxamento dependente do endotélio em artéria aorta e mesentérica
nos grupos TR e TRD;
Aumentar a atividade da superdxido dismutase em 17% no grupo TR;
Aumentar significativamente a expressao da superoxido dismutase em artéria

aorta.
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PROTOCOLO PREVENTIVO
O consumo da dieta hipercalorica por 8 semanas provocou:
Aumento de 25% na glicemia;
Aumento de 194% na insulinemia;
Aumento de 138% nos triglicerideos
Aumento de 75% no colesterol total
Diminui¢do do relaxamento dependente do endotélio em artéria mesentérica,
mas nao em aorta;

Diminuicao da expressao da superdxido dismutase em artéria mesentérica.

O exercicio fisico por 12 semanas, iniciado previamente ao consumo da

dieta hipercalorica, foi eficiente em:

Diminuir a insulinemia em 38% no grupo TR e em 52% no grupo TRD;
Dimunuir os triglicerideos em 39% no grupo TR e em 143% no grupo TRD;
Diminui¢do de 54% no colesterol total nos animais do grupo TRD;

Aumentar em 29% na fragdo HDL colesterol nos grupos TR e TRD;

Aumentar o relaxamento dependente do endotélio em artéria aorta e mesentérica
nos grupos TR e TRD;

Aumentar a atividade da superdxido dismutase em 14% no grupo TR;

Aumentar significativamente a expressdo da superoxido dismutase em artéria

aorta e mesentérica.
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7. DISCUSSAO
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O consumo de dieta hipercalérica utilizada neste estudo promoveu, em
ambos os protocolos estudados terapéutico e preventivo, maior ganho de peso corporal
e acumulo de gordura epididimal, aumento significativo das concentragdes de
triglicerideos, glicose e insulina, além de reduzir a resposta relaxante a ACh em artéria
mesentérica de ratos SDD.

O treinamento fisico realizado durante 4 semanas ou durante 12 semanas
promoveu a reducdo do peso corporal, do depdsito de gordura epididimal e da
concentragdo de triglicerideos, de maneira tempo dependente. O treinamento fisico
também promoveu aumento do relaxamento induzido pela ACh das artérias aorta e
mesentérica dos animais dos grupos TR e TRD. A concentragdo de HDL-colesterol foi
aumentada somente no grupo TR apds 4 semanas de exercicio, porém quando os
animais foram submetidos a 12 semanas de treinamento se observou um aumento do
HDL-colesterol também no grupo TRD. A glicemia ndo foi alterada pelo exercicio
fisico tanto em 4 quanto em 12 semanas de exercicio. Entretanto, a concentracdo de
insulina foi significativamente reduzida somente nos grupos treinados por 12 semanas,
mostrando que alteragdes neste pardmetro sdo tempo dependentes.

Estudos mostram que o exercicio fisico, preferencialmente o aerdbio, €
uma ferramenta eficaz que pode ser utilizada para o controle do peso corporal, e para a
prevencdo ou tratamento de doengas cardiovasculares e metabdlicas em humanos
(OBERBACH et al., 2006) e em animais de laboratério (ESTADELLA et al., 2004;
CLAUDINO et al., 2004). Neste estudo, o protocolo terapéutico tinha a finalidade de
avaliar a eficacia do exercicio fisico na redugdo de alteragdes antropométricas,
metabolicas e vasculares dos animais que consumiram a dieta hipercalérica. Podemos

notar uma reduc¢do significativa do peso corporal dos animais exercitados a partir da 5*
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semana do estudo, quando foi iniciado o treinamento fisico, inclusive para os animais
do grupo que consumiam a dieta hipercalérica. No protocolo preventivo, onde o
treinamento fisico foi iniciado previamente ao consumo da dieta hipercaldrica, o ganho
de peso dos animais treinados ¢ mais lento durante todo o periodo experimental,
inclusive para os animais alimentados com a dieta hipercalorica, demonstrando que o
volume do treinamento fisico utilizado em nosso estudo foi eficaz, ou seja, a
intensidade (medida pelo consumo de utilizagdo de oxigénio, VO,max); a duracdo (4
ou 12 semanas), e a frequéncia (5 dias por semana, 60 minutos por dia) foram
suficientes para reduzir ou prevenir o ganho de peso corporal.

As dietas hipercaloricas com altos indices de agucares e gorduras sio
utilizadas para indu¢do do modelo de obesidade em animais de laboratorio e tém-se
mostrado eficazes em induzir alteracdes metabolicas (NADERALI et al., 2004;
BURNEIKO et al., 2006). A dieta utilizada neste estudo, também promoveu um maior
ganho de peso, além de alteracdes metabolicas como aumento dos triglicerideos,
glicemia e da insulinemia.

A resisténcia a insulina ¢ caracterizada pela reducdo da a¢do insulina na
captagdo de glicose e de aminodcidos pelas células, além da ineficiéncia em suprimir a
producdo de glicose no figado. No estdgio inicial da resisténcia a insulina, as células 3
pancredticas aumentam a producdo de insulina como um mecanismo compensatorio a
ineficiéncia periférica do hormonio mantendo a condicdo normoglicémica do
organismo. Nos estdgios mais avancados de resisténcia a insulina, ocorre a intolerancia
a glicose e o aparecimento de sintomas clinicos do diabetes tipo 2 (SALTIEL E KAHN,

2001). Ao nivel celular, a insulina liga-se ao seu receptor de membrana (IR) levando a

307 612 632
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fosforilagdo do IRS-1 nos sitios Ser e Ser”* o que ativara seqliencialmente as
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proteinas IP 3-k e Akt, produzindo os efeitos da insulina na célula. Sabe-se que outras
substancias podem fosforilar o receptor de insulina, como o Fator de Necrose Tumoral
o (TNFa) e os acidos graxos livres (AGL) que se ligam ao RI fosforilando o sitio
Ser’”’, tornando-o indisponivel para a ligagio com a insulina (GUAL et al., 2005).
Além disso, hormonios secretados pelos adipocitos, como a leptina e a adiponectina,
também estdo envolvidos na regulacdo da sensibilidade celular a insulina. Estudos
mostram que quadros de resisténcia a insulina sdo verificados em animais com
deficiéncia ou resisténcia a leptina (SHIMOMURA et al., 1999) e em animais obesos
com baixos niveis de adiponectina (YAMAUCHI et al., 2001). Assim, podemos
especular que a grande elevacdo da concentragdo plasmatica de insulina em nosso
modelo de obesidade poderia ser devida aos niveis reduzidos de adiponectina ou aos
niveis elevados de 4cidos graxos livres.

Além de distirbios no metabolismo glicidico, a ingestdo de uma dieta
rica em carboidratos provoca aumento da concentragdo dos triglicerideos em
decorréncia de maior sintese hepatica de lipoproteinas (VLDL-TG) e de um menor
catabolismo de lipoproteinas ricas em colesterol (FRIED E RAO, 2003; McCARTY,
2004) e sabe-se que, a administragdo aguda de insulina promove redu¢do dos niveis
plasmaticos de triglicerideos (LEWIS et al., 1993; MALMSTROM et al., 1997).
Estados de resisténcia a insulina promovem altos niveis de triglicerideos circulantes
(McLAUGHLIN et al., 2000). Assim, em nosso modelo, seria plausivel afirmar que os
altos indices de trigliceridemia apresentados pelos animais que consumiram a dieta
hipercalérica sdo gerados por problemas na sinalizacdao hepatica da insulina.

O exercicio fisico regular, principalmente o aerdbio, provoca algumas

adaptacdes morfologicas, uma delas ocorre ao nivel dos transportadores de glicose
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principalmente nos das células musculares (GLUT-4), e a contracdo muscular per se
aumenta o transporte de glicose para a célula independente da ag¢do da insulina
(PLOUG et al., 1984), sendo que um dos estimulos para a ocorréncia deste fenomeno
estd relacionado a via contragdo/ hipdxia durante a contragdo muscular (HOLLOSZY,
2005). O treinamento fisico esta associado ao aumento da captagdo de glicose, mediado
ou ndo pela acdo da insulina, em aproximadamente 20-30%. Além do aumento da
translocagdo dos GLUT-4 otimizando a sinalizagdo da insulina, outra adaptacdo
causada pelo exercicio ¢ a melhor perfusdo decorrente do maior fluxo sangiiineo e da
angiogénese somado ao aumento da atividade enzimatica muscular (KIRWAN E DEL
AGUILA, 2003).

Em nosso estudo, ndo foi verificada reducdo significativa da glicemia
nos grupos treinados, semelhante ao resultado encontrado por Kim et al (2000). Por
outro lado, redugdo significativa da insulinemia foi observada nos animais dos grupos
TR e TRD submetidos ao treinamento por 12 semanas, estes resultados podem estar
relacionados a maior sensibilidade a insulina e a reducdo de acidos graxos livres (AGL)
circulantes provocada pelo aumento da capacidade de oxida¢dao de AGL pelo musculo
ativo (SIGAL et al., 2004).

Com relagdo ao perfil lipidico, observa-se que o exercicio fisico
promove, em geral, um aumento nos niveis de HDL-colesterol e uma reducdo na
concentracdo plasmatica de triglicerideos. Em humanos, programas de exercicio fisico
de intensidade moderada, com freqiiéncia de 3 vezes por semana promovem
modificacdes nos niveis de triglicerideos e de HDL-colesterol (DUSTINE et al., 2001).
Em ratos da linhagem Wistar, foi verificada redu¢dao de 50% na concentracdo dos

triglicerideos e de 38% no colesterol total de animais submetidos a natagdo durante 8
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semanas, ¢ que consumiram racdo padrao (BURNEIKO et al., 2006). Outro trabalho,
utilizando a mesma linhagem de ratos e tipo de exercicio, mostrou redu¢do dos niveis
de triglicerideos em torno de 40%, e um aumento de 13% na concentracdo de HDL-
colesterol (ESTADELLA et al., 2004). Os resultados obtidos em nosso estudo, que
utilizou protocolos de exercicio em esteira com diferentes duragdes, mostram que a
redugdo dos niveis de triglicerideos tanto em animais que consumiram ra¢do padrao
quanto nos que consumiram a dieta hipercaldrica ocorre mesmo ap6s um curto periodo
de treinamento (4 semanas), e esta redugdo ¢ tempo dependente, uma vez que o0s
animais que exercitaram-se por 12 semanas apresentaram maior reducdo. O aumento na
concentracdo de HDL-colesterol para o grupo TR foi observado apds curto ou longo
periodo de treinamento, porém os animais do grupo TRD, que consumiram a dieta
hipercalérica, tiveram a concentragdo de HDL-colesterol aumentada somente apds 12
semanas de exercicio, mostrando a importancia do treinamento fisico no controle da
concentracdo de HDL colesterol.

Com relagdo a reatividade vascular das artérias aorta e mesentérica, o
consumo da dieta hipercaldrica provocou em ambos os protocolos experimentais, uma
reducdo do relaxamento dependente do endotélio induzido pelo agonista muscarinico
acetilcolina em anéis de artéria mesentérica, mas ndo em anéis de aorta. Estudos
prévios mostraram resultados similares, onde se observou reducdo da resposta relaxante
a acetilcolina em artéria coronaria ¢ nenhuma modifica¢ao foi encontrada em artéria
braquial de porcos submetidos a dieta hipercolesterolémica (THOMPSON et al., 2004;
WOODMAN et al.,, 2005). Estes resultados sugerem que os efeitos de dieta

hipercalorica variam conforme o leito vascular estudado.
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Diversos trabalhos mostram reducdo da resposta relaxante dependente
do endotélio em artéria mesentérica de ratos Wistar que consumiram dieta com altos
teores de acucar e de gordura, onde a duragdo do protocolo experimental variou de 3
dias até 15 semanas (NADERALI et al., 2001; NADERALI E WILLIAMS, 2003;
NADERALI et al., 2004). Assim, nosso modelo de obesidade mostrou-se efetivo em
provocar alteracdes na resposta relaxante dependente de endotélio em artéria
mesentérica. Diferentes mecanismos tém sido apontados como fator causal para
explicar a redu¢do do relaxamento vascular em resposta a ingestdo de dieta
hipercalérica. Entre eles, redu¢do da produ¢do do NO pelas células endoteliais,
aumento da producao das espécies reativas de oxigénio e/ou das enzimas pro-oxidantes
e a redugdo da expressdo e/ou atividade das enzimas anti-oxidantes (RUSH et al., 2003,
THOMPSON et al., 2004, ROBERTS et al., 2006). Nossos achados mostram uma
associacdo entre a redugdo da resposta relaxante dependente do endotélio e reducao da
expressdo da Cu/Zn SOD em artéria mesentérica de animais que consumiram a dieta
hipercalorica.

O efeito do exercicio fisico sobre a reatividade vascular tem sido
extensivamente estudado em animais de laboratério (WANG et al., 1993; SUN et al.,
1994; YEN et al, 1995; CHEN et al., 1996; DELP E LAUGHLIN, 1997,
MCcALLISTER E LAUGHLIN, 1997; CHEN et al.,, 1999; CHOATE et al. 2000;
LAUGHLIN et al., 2002; GRAHAN E RUSH, 2004). Estes estudos mostram que a
resposta relaxante dependente de endotélio ¢ significativamente aumentada apds um
programa de treinamento fisico, € uma correlagdo positiva entre o exercicio fisico e os
efeitos benéficos a satide tem sido relatada. Especificamente, o efeito do exercicio

fisico em modelos de obesidade foi estudado sistematicamente em porcos. Woodman et
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al (2003), mostraram que as respostas relaxantes a bradicinina e acetilcolina de artéria
braquial de porcos submetidos a exercicio fisico e dieta eram significativamente
melhoradas pelo treinamento fisico. Confirmando estes achados, Thompson et al
(2004) mostraram que o exercicio fisico promove aumento da resposta relaxante a
bradicinina em artéria corondria de porcos apds 16-20 semanas de exercicio fisico,
porém este aumento foi observado, somente em artérias provenientes de animais que
consumiram uma dieta hipercolesterolémica durante o protocolo experimental. Os
autores atribuem este resultado a maior expressdo da enzima superdxido dismutase
presente nas artérias, ¢ & diminui¢do na liberacdo de um agente constritor derivado da
cicloxigenase. Por outro lado, um estudo avaliando coronéria de porcos submetidos a
dieta hipercolesterolémica e exercicio fisico ndo encontrou qualquer alteragdo na
resposta relaxante a bradicinina (HENDERSON et al., 2004).

Embora a medida da produgdo de NO e/ou a expressdo da eNOS sejam
usados como marcadores para avaliar os efeitos do exercicio na resposta vascular, nem
todos os trabalhos conseguiram encontrar uma direta correlagdo entre estes marcadores
e os efeitos benéficos do exercicio no sistema cardiovascular (OLTMAN et al., 1992;
MCcALLISTER et al.; 1996; JASPERSE E LAUGHLIN; 1999, RUSH et al., 2003;
WOODMAN et al.; 2005, DELBIN et al.; 2006). Em nosso estudo, o exercicio fisico
per se, em ambos os protocolos de treinamento promovou aumento da resposta
relaxante derivada do endotélio tanto em anéis de aorta quanto em anéis de
mesentérica. Este resultado ocorreu de maneira independente do aumento da expressao
das isoformas eNOS e nNOS quantificadas em artéria aorta. Além disso, nossos
resultados mostram que ndo houve associagdo entre o aumento da resposta relaxante a

acetilcolina em anéis de aorta e mesentérica e a concentracdo plasmatica de nitrito e
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nitrato em animais treinados. Assim, a melhora da resposta relaxante a acetilcolina em
aorta e mesentérica de animais treinados ndo esta relacionada a expressdo da eNOS e
nem a concentragdo plasmatica de nitrito e nitrato. Passamos a investigar entdo, o papel
da enzima anti-oxidante Cu/Zn superéxido dismutase no aumento da resposta relaxante
dependente do endotélio provocado pelo exercicio fisico.

A reagdo do anion superdéxido com o NO produzido pela célula
endotelial reduz a biodisponibilidade deste agente vasodilatador e da origem a uma
molécula altamente instavel, o peroxinitrito, capaz de oxidar proteinas, lipidios e acidos
nucleicos provocando danos celulares (BECKMAN E KOPPENOL, 1996). Estudos
mostram que o aumento do stress oxidativo, caracterizado pelo aumento do anion
superoxido, provoca resisténcia a insulina (HOUSTIS et al., 2006) e disfuncao
endotelial (FORTUNO et al., 2005; ROBERTS et al., 2006). O exercicio fisico de
intensidade moderada contribui de maneira positiva para a redug¢do do stresss oxidativo,
e isso pode ocorrer pelo aumento da atividade antioxidante como também em alguns
casos pela reducdo da atividade pro-oxidante (HIGASHI E YOSHIZUMI, 2004;
KODJA E HAMBRECHT, 2005). Em nosso estudo, observamos aumento da expressao
da superoxido dismutase em artérias aorta (em ambos os protocolos de exercicio) e
mesentérica (somente em 12 semanas). Além disso, a atividade da superoxido
dismutase no soro esta aumentada nos animais do grupo TR. Assim, a redu¢do do stress
oxidativo com o aumento da atividade do sistema de defesa antioxidante pode ter
contribuido para a maior biodisponibilidade do NO e conseqiientemente promovido o
aumento da resposta relaxante observada em artérias dos animais dos grupos treinados.

Como esperado, a resposta relaxante ao agente doador de 6xido nitrico,

nitroprussiato de sodio, ndo foi modificada pela dieta hipercalérica e nem pelo
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exercicio fisico. Nosso trabalho estd em consonancia com trabalhos anteriores que
mostram que as respostas relaxantes independentes do endotélio ndo sdo afetadas pelo
consumo da dieta hipercalérica e/ou exercicio fisico (DORNYEI et al., 2000;
WOODMAN et al.,, 2003; HENDERSON et al., 2004; NADERALI et al.; 2004;
THOMPSON et al., 2004; WOODMAN et al., 2005).

Trabalhos prévios mostram que a resposta contratil induzida por
agonista o-adrenérgico fenilefrina em artérias aorta e mesentérica parece ndo ser
influenciada pelo consumo de uma dieta rica em agucar e gorduras (NADERALI et al.,
2001) e nem pelo treinamento fisico (CHIES et al., 2003; LAUGHLIN et al., 2001).
Confirmando achados anteriores, nossos resultados mostram que tanto a dieta
hipercalodrica quanto o treinamento fisico ndo afetaram a resposta contratil em anéis de
aorta e de mesentérica. Quanto a poténcia, reducdo em torno de 2 vezes foi observada
em anéis de aorta provenientes de animais treinados por 12 semanas. Alguns estudos
mostram que o exercicio fisico reduz a sensibilidade aos agonistas a-adrenérgicos

noradrenalina e fenilefrina (DELP et al., 1993; SPIER et al., 1999; CHIES et al., 2004).
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8. CONCLUSAO
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O exercicio fisico por 4 ou 12 semanas melhora a resposta relaxante
dependente do endotélio e aumenta a expressdo de Cu/Zn SOD nas artérias estudadas.
Além disso, reduz a concentracdo dos triglicerideos circulantes e da insulina de maneira

tempo dependente.
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Overweight and obesity are rising around the world as well as
cardiovascular and metabolic diseases incidence. Regular physical exercise has been
used as a non pharmacological tool to prevent and/or treat cardiovascular and metabolic
diseases. For this reason, this study aimed to evaluate the influence of regular physical
exercise on the vascular reactivity of aorta and mesenteric arteries from obese rats. The
obesity was induced by hyper caloric diet consumption during 8 weeks. The animals
were divided in four groups (SD: sedentary; TR: trained; SDD: diet sedentary; TRD:
diet trained) and underwent different experimental protocols (therapeutic: 4 weeks after
start highr caloric diet consumption and preventive: 4 weeks before the start of high
caloric diet consumption). The total duration of exercise training program was also
different between protocols, 4 and 12 weeks of training for therapeutic and preventive
groups, respectively. Vascular reactivity of aorta and mesenteric arteries, lipid profile
(total cholesterol, triglyceride and HDL cholesterol), blood glucose, insulin,
nitrite/nitrate plasma levels, serum SOD activity, arterial expression of eNOS, nNOS
and Cu/Zn SOD were measured. The consumption of hyper caloric diet per 8 weeks, in
therapeutic and preventive protocols, induced body weight gain, increase in glucose,
insulin and triglycerides levels. In addition, endothelium-dependent relaxation and the
expression of Cu/Zn SOD in mesenteric artery were reduced. Exercise training for 4 or
12 weeks reduced triglycerides concentration, increased endothelium-dependent
relaxation in aorta and mesenteric arteries and increased serum SOD activity.
Significant reduction in insulin concentration was seen only after 12 weeks of training.
The aortic Cu/Zn SOD expression increased in both 4 and 12 weeks of exercise
training. However, in mesenteric artery, a significant increase was verified only after 12

weeks of exercise training. In conclusion, exercise training for 4 and 12 weeks was
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efficient to increase endothelium-dependent relaxation in aorta and mesenteric arteries.
This improvement was associated with an increase in antioxidant enzyme Cu/Zn SOD
expression in both preparations. No alterations in plasma concentration of nitric oxide

metabolites and/or in the expression of eNOS were found in all studied groups.
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11. ANEXOS
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ANEXO1

Composi¢do das dietas normoproteica (utilizada na preparagdo da dieta
hipercalorica) e da dieta hipercalorica utilizada neste estudo.

DIETA HIPERCALORICA

Componentes e quantidade para 1 kg

AIG-93 G 330 g
Leite condensado Moga 330 g
Caseina 84% 919¢
Mistura de vitaminas 6,70 g
Mistura de minerais 2345¢
Oleo de soja 62¢g
Sacarose 11595 ¢

DIETA NORMOPROTEICA 17% - AIN-93

Componentes ¢ quantidade para | kg

Amido de milho 397¢g
Caseina 84% 202 g
Dextrina 130,5 g
Sacarose 100 g
Fibra 50g
Mistura vitaminas 10g
Mistura de sais 35¢
L-Cistina 3g
Oleo de soja 70 g
Colina 25¢g
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ANEXO II

Composicao da mistura de vitaminas e da mistura de sais minerais

utilizados na dietas AIN- 93G e na dieta hipercalorica.

Mistura de vitaminas

Componentes e quantidade para 1 kg

Acido nicotinico 30g
Pantotenato de calcio 1,6 g
Piridoxina HCL 0,7¢g
Tiamina HCL 0,6 g
Riboflavina 0,6 g
Acido folico 02¢g
D-Biotina 0,02 g
Vit B12 (cianocobalamina) 0,1% em manitol 25¢g
Vit E (tocoferol) 500 Ul/g 150¢g
Vit A (500.000 Ul/g) 0,8¢g
Vit D3 (400.000 Ul/g) 0,25¢g
Vit K (menadiona) 0,075 g

Sacarose 974 g
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Mistura de minerais

Componentes e quantidade para 1 kg

Carbonato de célcio anidro 357,0¢g
Fosfato de potassio monobasico 196,0 g
Citrato de potassio tripotassio.H,O 70,78 g
Cloreto de s6dio 74,0 g
Sulfato de potéssio 46,60 g
Oxido de magnésio 240 ¢
Citrato férrico 6,06 g
Carbonato de zinco 1,65¢
Carbonato manganoso 0,63 ¢
Carbonato cuprico 0,30 g
Iodeto de potassio 0,01 g
Selenato de sodio anidro 0,01025 g
Para-molibdato de amonia 4. H,O 0,00795 g
Metasilicato de s6dio 9. H,O 1,45 g
Sulfato de cromio e potassio 12 H,O 0,275 g
Cloreto de litio 0,0174 g
Acido bérico 0,0815 g
Fluoreto de sodio 0,0635 ¢
Carbonato de niquel 0,0318
Vanadato de amoénio 0,0066

Sacarose 221,026
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ANEXO III

PROTOCOLO TERAPEUTICO
Consumo alimentar semanal dos animais dos grupos sedentario (SD), treinado (TR),

sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD)

semana SD TR SDD TRD
1 135 125 101 109
2 91 91 84 82
3 96 88 89 82
4 92 92 88 84
5 73 80 72 70
6 81 75 88 78
7 90 80 88 72
8 92 78 90 78

Valores em gramas representam a média do consumo de ra¢ao Purina (SD e TR) ou
dieta hipercalorica (SDD e TRD) por caixa com quatro animais.
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PROTOCOLO PREVENTIVO
Consumo alimentar semanal dos animais dos grupos sedentario (SD), treinado (TR),

sedentario dieta (SDD) e treinado dieta (TRD)

semana SD TR SDD TRD
1 80 70 82 71
2 84 75 88 78
3 90 80 88 72
4 92 78 90 78
5 93 75 101 82
6 92 79 96 80
7 87 75 96 85
8 85 77 90 76
9 87 80 91 82
10 88 82 89 87
11 90 78 94 85
12 85 80 90 82

Valores em gramas representam a média do consumo de ragao Purina (SD e TR) ou
dieta hipercalérica (SDD e TRD) por caixa com quatro animais.
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