wm  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
o “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POSA-GRADUAQAO EM CIENCIAS DA MOTRICIDADE
(BIODINAMICA DA MOTRICIDADE HUMANA)

INFLUENCIA DO TREINAMENTO FISICO DE ALTA INTENSIDADE SOBRE O
METABOLISMO DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

RODRIGO AUGUSTO DALIA

Dissertacao apresentada

Instituto de Biociéncias do Campus
de Rio Claro, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo

de Mestre em Ciéncias
Motricidade.

Rio Claro
Estado de Sao Paulo
Abril - 2010



wm  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
o “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POSA-GRADUAQAO EM CIENCIAS DA MOTRICIDADE
(BIODINAMICA DA MOTRICIDADE HUMANA)

INFLUENCIA DO TREINAMENTO FISICO DE ALTA INTENSIDADE SOBRE O
METABOLISMO DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

RODRIGO AUGUSTO DALIA

Orientadora; Profa. Dra. Eliete Luciano
Co-Orientadora: Profa. Dra. Maria Alice Rostom de Mello

Dissertacao apresentada

Instituto de Biociéncias do Campus
de Rio Claro, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo

de Mestre em Ciéncias
Motricidade.

Rio Claro
Estado de Sao Paulo
Abril - 2010
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sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de WKYT, ANOVA p<0,05...........
Figura 7B: DNA Gastrocnémio por¢cdo Branca dos grupos ao final das oito
semanas de experimento. Resultados expressos em média + desvio padréo, n= 9
animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado;
WKY'S = normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado............ccceeveevnee.
Figura 7C: DNA Gastrocnémio por¢cdo Vermelha dos grupos ao final das oito
semanas de experimento. Resultados expressos em média + desvio padréo, n= 9
animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado;
WKYS = normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRS,
ANOVA P0,05.......c0oeeieeeeeeseeseesseesesseessesssssss s ssssssesss s essssessssansessenees
Figura 7D: DNA do musculo Soleo dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por
grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS =
normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRS, ANOVA

Figura 8A: Proteina/DNA Hepatico dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por
grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS =
normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado............ccoeverenecncicienenns
Figura 8B: Proteina/DNA Gastrocnémio por¢cdo Branca dos grupos ao final das
oito semanas de experimento. Resultados expressos em média * desvio padréo, n=
9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado;
WKYS = normotenso sedentério; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT ¢
WKY'S, ANOVA P<O,05.......ciiiiiiiieieiteiee st sttt
Figura 8C: Proteina/DNA Gastrocnémio porcdo Vermelha dos grupos ao final das
oito semanas de experimento. Resultados expressos em média * desvio padréo, n=
9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado;
WKYS = normotenso sedentério; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT ¢
WKY'S, ANOVA P<O,05.......ciiiiiiiieieitesieese sttt sre e
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Figura 8D: Proteina/DNA do musculo S6leo dos grupos ao final das oito semanas
de experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por
grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS =
normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT e WKYS,
ANOVA PK0,05.... oottt ettt sttt st re st ene st
Figura 9: IGF-1 do musculo Gastrocnémio dos grupos ao final das oito semanas
de experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por
grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS =
normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT e WKYS,
ANOVA PK0,05.... ettt ettt sttt e ne e
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RESUMO

Apesar dos avancos nas pesquisas na area de atividade fisica e medicina, ainda existem
diversas contradi¢Oes a respeito do real risco e beneficio da utilizacdo do exercicio fisico
resistido, principalmente o de for¢a de alta intensidade, para hipertensos no que tange suas
variaveis metabdlicas. Desta forma, o objetivo desta dissertacdo foi analisar a influéncia de
um programa de treinamento fisico de alta intensidade sobre o metabolismo glicidico,
protéico, lipidico e hormonal de ratos espontaneamente hipertensos. Para isso utilizamos ratos
machos da linhagem de animais espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto
(WKY), com 20 semanas de vida. Os animais foram divididos em quatro grupos: SHR
Sedentario (SHRS); SHR Treinado (SHRT); WKY Sedentario (WKYS); WKY Treinado
(WKYT). O treinamento fisico de alta intensidade constituia de natacdo em tanques
individuais, na qual os animais realizavam saltos através de uma mochila com velcro acoplada
ao torax do animal, na qual continha uma resisténcia equivalente a 50% da massa corporal do
mesmo, na forma de chumbinhos. Eram realizadas quatro séries de 10 saltos, tendo um
intervalo de 1 minuto entre cada série, em cinco dias na semana, durante um periodo de oito
semanas consecutivas. Apés o final do treinamento fisico os animais passaram pelos testes de
tolerancia oral a glicose e tolerdncia a insulina, e apds este periodo os animais forma
eutanasiados e coletado soro, através do sangue coletado diretamente do coracdo, apara as
dosagens de glicose, triglicerideos, colesterol total, HLD e LDL colesterol, proteinas totais,
albumina e creatina quinase (CK) e CK-MB, insulina e IGF-1, GH e &cidos graxos livres
(A.G.L). Amostras do musculo gastrocnémio, porcGes brancas e vermelhas, soleo, figado e
coracdo foram coletados e utilizados para avaliacdo do conteudo de glicogénio, proteina e
DNA. Nos tecidos hepaticos e cardiacos ainda foram coletadas amostras para analise do IGF-
1 e do triglicerideo. Foram retiradas as glandulas supra-renais para avaliagdo dos niveis de
colesterol total através de método enzimatico colorimétrico. No musculo séleo foram retiradas
fatiadas para as analises da sintese muscular e outra para sua degradacdo e ambos incubados
em meio adequado. A linhagem de animais SHR apresenta alteracGes metabdlicas importantes
como intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia, aumento das enzimas CK e CK-
MB. O treinamento fisico de alta intensidade melhorou a sensibilidade a insulina, aumentou
da producéo de IGF-1 pelo figado, diminuicdo das concentracbes de IGF-1 cardiaco, diminuiu
da razdo proteinassDNA do coracdo, melhorando o metabolismo musculo esquelético e
cardiaco, porém ndo reverteu o quadro de dislipidemia.

Palavras chave: hipertensdo arterial, exercicio de alta intensidade, metabolismo, SHR
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ABSTRACT

In spite of progress in researches in exercise and medicine area, still several contradictions
exist regarding the real risk and benefit of use resistance exercise, mainly the high-intensity,
for hypertension in what plays their metabolic variables. This way, objective of this
dissertation was to analyze the influence of a high-intensity training program on the glucose,
protein, lipids and hormonal metabolism of spontaneously hypertensive rats. For that we used
male of lineage of spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY), with
20 weeks of life. The animals were divided in four groups: Sedentary SHR (SHRS); Trained
SHR (SHRT); Sedentary WKY (WKYS); Trained WKY (WKYT). The high intensity training
constituted of jumps in the water, in individual tanks, wearing a jacket coupled to the thorax
containing a lead overload equivalent to 50% of the body mass. Four series of 10 jumps were
accomplished, with an interval of 1 minute among each series, five days a week, during eight
consecutive weeks. After the end of exercise training the animals went by the glucose
tolerance tests and insulin tolerance test, and after this period all animals were killed and
serum collected, through the blood collected directly of heart, it trims the glucose,
triglycerides, total cholesterol, HLD and LDL cholesterol, total proteins, albumin and creatine
kinase (CK) and CK-MB, insulin and IGF-1, GH and free fat acids (FFA). Samples of muscle
gastrocnemius, white and red portions, soleus, liver and heart were collected and used for
glycogen content, protein and DNA. In the hepatic and heart samples were still collected for
analysis of IGF-1 and triglycerides. The supra-renal glands were removed for evaluation
levels of total cholesterol through method enzymatic colorimeter. In the soleus muscle they
were removed sliced for analyses synthesis and degradation for muscle, both incubated in half
appropriate. The lineage of SHR animals presents important metabolic alterations as glucose
intolerance, hyperinsulinemia, dyslipidemia, increase of enzymes CK and CK-MB. The high-
intensity exercise training improved the insulin sensibility, increased production of liver IGF-
1, decrease concentrations of heart IGF-1, decreased rate proteins/DNA of heart, improving
the skeletal metabolism and heart muscle, however it didn't revert the dyslipidemia.

Key words: hypertension, high-intensity exercise, metabolism, SHR
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1 - INTRODUCAO

Dados recentes do World Health Organization e International Society Of
Hypertension Writing Group (2003) indicam a existéncia de quase um bilhdo de hipertensos.
A tendéncia é que com o passar dos anos e com o envelhecimento populacional acredita-se
que este numero alcance um bilhdo e meio de pessoas no ano de 2025 (KEARNEY et al.,
2005; MCLEAN et al., 2007). A prevaléncia aumenta com a idade, chegando a 50% em
individuos entre 60 a 69 anos, e aproximadamente 75% em individuos com mais de 70 anos
(BURT, WHELTON et al. 1995).

Segundo a V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2006) a prevaléncia de
individuos hipertensos no Brasil gira em torno de 23 a 44%, sendo que a divisdo por sexo
parece ser igualitaria, porem mulheres afro descendentes apresentaram uma prevaléncia de até
130% maior comparado com mulheres brancas. Nivel socioeconémico mais baixo, orientacao
nutricional deficitaria, excesso no consumo de sédio, consumo elevado de bebidas alcodlicas
e alto indice de sedentarismo elevam os indices de hipertensdo arterial na populacdo
brasileira. No ano de 2003 cerca de 27% dos 6bitos no Brasil foram causados por doencas
cardiovasculares, sendo que no mesmo ano a principal causa de morte foi o acidente vascular
cerebral, ambos tendo a hipertensdo arterial como principal fator de risco.

A hipertensdo arterial (HA), patologia clinica multifatorial, é conceituada como uma
sindrome caracterizada pela presenca de alteracBes metabdlicas, hormonais e fenbmenos
tréficos (hipertrofia cardiaca e vascular). Diversos estudos na literatura sugerem a carga
genética e histdria familiar de hipertensdo arterial como importante fator predisponente para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica (CORVOL, JEUNEMAITRE, 1997; CuUI,
HOPPER, HARRAP, 2002; HARRAP, 1994; HARRAP et. al., 2000; HAVLIK et al., 1979).

Dentre as alteracdes metabdlicas apresentadas, a resisténcia a insulina esta presente,
podendo alterar o metabolismo proteico, lipidico e também mecanismos celulares e
moleculares (CARVALHO-FILHO et al., 2007). Em individuos adultos jovens um aumento
significativo no peso corporal eleva a incidéncia de hipertensdo arterial, resisténcia a insulina
(RI) e dislipidemia, componentes chave da sindrome metabodlica. Nessa populacdo a
hiperinsulinemia inicial tem valor importante para o desenvolvimento de hipertensdo arterial e
dislipidemia (EVERSON et al., 1998).
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A terapéutica da HA inclui tanto medidas ndo-medicamentosas isoladas, quanto
associadas a farmacos anti-hipertensivos e outros farmacos. Das medidas nao
medicamentosas, a mais eficaz e eficiente € o exercicio fisico, o qual promove melhora da
qualidade de vida.

O sedentarismo tem sido implicado como fator de risco para o desenvolvimento da
HA. Estudos demonstram que a préatica regular de atividade fisica aerdbica € capaz de reduzir
0s niveis pressoricos de individuos hipertensos, sendo um importante item da terapia da HA
(KELLEY, KELLEY, 2000; WHELTON et al., 2002). Uma relacdo inversa entre a préatica de
exercicio fisico e a prevaléncia da HA tem sido demonstrada na literatura (FAGARD, 1985;
WORLD HYPERTENSION LEAGUE, 1991).

O exercicio fisico implica em beneficios cardiovasculares, metabdlicos e
autondmicos, por isso tém chamado atengdo de muitos pesquisadores a indicar o treinamento
fisico como uma conduta ndo-farmacoldgica importante no tratamento de diversas patologias
como o diabetes, a hipertensdo arterial e a insuficiéncia cardiaca (TIPTON 1991;
WALLBERG-HENRIKSSON; RINCON; ZIERATH, 1998). As explicacdes apresentadas
para a melhora hipertensiva decorrentes do exercicio fisico geram algumas adaptacdes do
sistema vascular, neuro-humoral e implicam em uma menor resisténcia vascular periférica,
menor producdo de catecolaminas e aumento da sensibilidade a insulina, alem de atenuacgdo da
resposta a norepinefrina, alteracfes na producéo e acdo de vasoconstritores e vasodilatadores
locais, dentre eles o Oxido nitrico e a endotelina-1, e ainda angiogénese e remodelamento
vascular (AMERICAN COLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004).

Apesar dessas investigagOes, ainda existem evidentes lacunas do conhecimento
cientifico a respeito do real risco e beneficio da utilizagdo do exercicio fisico resistido,
principalmente o de forca e alta intensidade, para hipertensos. Assim, estudos com modelo de
ratos espontaneamente hipertensos, submetidos ao treinamento fisico visando principalmente
a analise das variaveis metabdlicas e hormonais sdo fundamentais para a compreensdo dos

aspectos mencionados.
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2-0OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Analisar a influéncia de um programa de treinamento fisico de alta intensidade sobre

o metabolismo glicidico, protéico, lipidico e hormonal de ratos espontaneamente hipertensos.

2.2 — Objetivos Especificos:

Analisar:

o Tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina;

o Concentracdes séricas de glicose, acidos graxos livres, triglicerideos, colesterol
total, HDL e LDL colesterol, proteinas totais, albumina, creatina quinase, insulina e
IGF-1;

o ConcentracOes de glicogénio, proteinas teciduais, DNA e razéo proteina/DNA
no figado, coragdo e musculo estriado esquelético;

o Concentracdes de triglicerideos cardiacos e hepaticos;

o Concentrac@es cardiacas, hepéticas e musculares de IGF-1;

o Sintese e degradacao protéica muscular;
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3-REVISAO DA LITERATURA

3.1 — Hipertenséo Arterial

A hipertensdo arterial é o principal fator de risco para diversas doengas que
comprometem o sistema cardiovascular, como infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca,
acidente vascular cerebral, doencas renais e outras, sendo a causa de mais de a metade das
mortes ocorridas nos paises desenvolvidos (KAPLAN, 1995). Por outro lado, analises clinicas
demonstram que a diminuigdo da incidéncia de morte e doenca cardiovascular reduz
diretamente com a queda da pressdo arterial (HE; WHELTON, 1999). Estudos apontam
também que a diminuicdo de 2 mmHg na presséo diastolica reduz substancialmente o risco de
doencas associadas com a hipertensdo (COOK, 1995).

A HA ¢ definida clinicamente pela medida da pressdo arterial sistlica (PAS) acima
de 140 mmHg e diastélica (PAD) acima de 90 mmHg. Recentemente uma reclassificacdo dos
niveis de pressao arterial foi proposta, tendo como base resultados de estudos populacionais
longitudinais, que demonstraram considerdvel aumento da mortalidade cardiovascular em
individuos com pressao entre 130-139/85-89 mmHg, quando comparados a individuos com
pressdo arterial abaixo de 120/80 mmHg (VASAN et al. 2001).

A HA pode ser secionadas em alguns estagios: estagio | ou leve ou limitrofe, PAS
entre 140 e 159mmHg e/ou PAD entre 90 e 99mmHg; estagio 11 ou moderado, PAS entre 160 e
179mmHg e/ou PAD entre 100 e 109mmHg e estagio 11l ou severo, PAS >180mmHg e/ou
PAD >110mmHg (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2004).

A pressdo arterial é definida como a combinacdo entre a resisténcia vascular
periférica e o débito cardiaco, sendo que, pequenas alteracbes em um desses componentes
isolados ou ambos, causam mudancas nos niveis pressoricos (IRIGOYEN et al , 2003)

Independente da etiologia, o nivel constantemente elevado de pressdo arterial tem
como principais causas o desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda (HVE),
hemorragias cerebrais e insuficiéncia renal, comprometendo orgdos-alvo como coracdo,
cérebro e rins (GUYTON; HALL, 2002). Essa hipertrofia caracteriza-se por ser concéntrica
reduzindo a cavidade interna do ventriculo esquerdo, situacdo esta que diminui a perfusdo
miocardica em relacdo a massa e, reduzindo a carga de trabalho, a forca de contracdo e o

enchimento diastélico ventricular.
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O aumento da Presséo arterial também esta associado diretamente com alteracdes
estruturais, morfoldgicas e principalmente funcionais na parede endotelial (FRIDEZ et al.,
2003). O endotélio é a porgdo interna vascular sensivel a tensdo de estiramento, o chamado
shear-stress, e é capaz de produzir substancias vasoativas que modulam o tonus vascular.
Entre as substancias vasodilatadoras o 6xido nitrico (NO) é o que produz maior efeito, mas o
endotélio também € capaz de produzir substancias vasoconstritoras como a endotelina
(GALLEY; WEBSTER, 2004; VERMA; ANDERSON, 2002).

Diversos estudos j& afirmam que pacientes hipertensos apresentam disfuncao
endotelial devido a uma liberacédo prejudicada de NO (PERTICONE et al., 2001; QUYYUMI,
1998; TADDEI et al., 1995). No entanto, o desenvolvimento da hipertensdo arterial e de
doencas ateroscleroticas pode ser precedente da disfuncdo endotelial (SCHACHINGER;
BRITTEN; ZEIHER, 2000; SHIMOKAWA, 1999).

3.2 — Modelos Experimentais de Hipertensio

Okamoto e Aoki em 1963 apresentaram um novo modelo experimental de
hipertensdo sem que nenhum recurso fisiolégico, farmacoldgico ou cirtrgico fosse necessario.
Este modelo foi denominado SHR. Os animais SHR foram desenvolvidos por uma
reproducdo genética meticulosa, entre irmdos e irmds, que uniformemente resultou em
animais naturalmente portadores de doenca hipertensiva em 100% dos descendentes.

O modelo SHR encontra-se entre os mais estudados; sua importancia esta na
similaridade fisiopatoldgica com a hipertensdo essencial em humanos. Os ratos SHR machos
e fémeas comecam a desenvolver HA com 4-5 semanas de vida; apresentam um nivel de
pressdo compativel com a hipertensdo espontanea entre a 72 e a 152 semanas, atingindo um
platd de presséo entre a 202 e 282 Entre as principais vantagens na utilizacdo de modelos
animais no estudo de doencas complexas como a HA estdo: a homogeneidade genética, a
possibilidade de selecdo dos cruzamentos, o grande numero de animais da progénie e o
relativo controle sob os fatores ambientais (OKAMOTO; AOKI, 1963).

A utilizacdo deste modelo como forma de estudo é bem sustentada em diversos
modelos, como o de Trippodo e Frohlich, 1981, que demonstram em seu estudo que ambas as
formas de hipertenséo espontanea (rato e homem) sejam expressdes idénticas de uma doenca
hipertensora determinada geneticamente, possuem origem poligénica e sdo influenciadas por

fatores ambientais.
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Animais da linhagem SHR apresentam uma elevacdo da frequéncia cardiaca, em
comparacdo com animais da linhagem Wistar Kyoto (WKY) ja na 32 semana de vida, e obtém
relacdo direta com os niveis de pressdo atingidos até a 62 semana de vida (DICKOUT; LEE,
1998), e com o desenvolvimento da hipertenséo arterial, o0 SHR desenvolve uma progressiva
hipertrofia cardiaca (THOMAS et al., 1997). A elevacao da pressao arterial nos animais SHR
estd diretamente relacionada a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), a qual parece
estar mais elevada nos SHR. Estes animais apresentam disfuncdo no mecanismo adrenérgico
central, originando um aumento na liberagdo de noradrenalina e subsequiente hipertensao
(GAVRAS; MANOLIS; GAVRAS, 2001; TRIANTAFYLLIDI et al., 2004).

Devido as alteragdes do sistema nervoso simpatico, esta linhagem acaba
desenvolvendo aumento da resisténcia periférica total (JUDY et al., 1976). As pequenas
artérias, arteriolas e, possivelmente, os esfincteres pré-capilares sejam os principais
responsaveis pelo aumento da resisténcia vascular periférica, sendo que tanto processos ativos
quanto estruturais podem ser responsaveis pelo aumento da resisténcia periférica. Este
aumento seria devido a alteracdes da geometria vascular (FOLKOW et al., 1975), membrana
celular da musculatura lisa vascular (OVERBECK, 1972) ou entdo diminui¢do da densidade
arteriolar da musculatura esquelética (HUTCHINS; DARNELL, 1974).

Outra alteracdo demonstrada neste modelo animal é disfungdes no metabolismo do
calcio, como a hipercalciuria, aumento dos niveis de paratormonio (PTH) e perda de célcio
0sseo (IZAWA et al., 1985).

Assim sendo, fica clara a necessidade de estudos envolvendo os aspectos enddcrinos
e metabolicos deste modelo de ratos espontaneamente hipertensos especialmente no que diz
respeito ao papel do treinamento fisico de intensidade elevada.

3.3 — Hipertenséo Arterial e Distirbios Metabdlicos

Segundo a | Diretriz Brasileira de Diagndéstico e Tratamento da Sindrome Metabolica
(2004), a hipertensdo arterial € um dos critérios de inclusdo para o diagnostico da chamada
Sindrome Metabdlica (SM). A SM consiste em um transtorno de complexidade multipla
representado por um conjunto de fatores de risco cardiovascular, relacionado ao acumulo
visceral de lipidios e a resisténcia a insulina. A associacdo da SM com a doenca
cardiovascular, aumenta a mortalidade cerca de 1,5 vezes e a cardiovascular em cerca de 2,5

vezes, isto é gera abertura para diversos métodos intervencionais. Os acidos graxos livres
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(AGL) tém importante participacdo nos mecanismos da sindrome metabdlica, tém valor
positivo para desenvolvimento futuro de hipertensdo e relacionamento direto com a
sensibilidade a insulina (FAGOT-CAMPAGNA et al., 1998).

Individuos hipertensos nédo diabéticos apresentam niveis sericos de glicose e insulina
maiores que individuos normotensos apds teste de sobrecarga oral a glicose (FERRANNINI,
1987). Em experimentacdo animal, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam
menor taxa de decaimento da glicose apds infusdo de insulina (Kitt) do que seus controles
normotensos (WKY), por menor envolvimento na sinalizagdo da insulina em tecido muscular
e hepatico (ZECCHIN et al. 2003). Dados epidemiologicos demonstram que
aproximadamente, entre um quarto a um terco dos pacientes hipertensos com peso normal tem
resisténcia a insulina pelo clamp euglicémico ou pelo teste de supressdo a insulina
(FERRANINI, 1992)

Um dos possiveis responsaveis pelas alteracdes patolégicas € a resisténcia a insulina
(R1) e hiperinsulinemia compensatéria, sendo a insulina diretamente interligada com outros
horménios como adrenalina, leptina e horménio do crescimento (GH) (CARVALHO-FILHO
et al. 2007).

Ferrari et al. (1991), demonstraram que niveis maiores de pressdo arterial estdo
diretamente relacionado a niveis maiores de triglicérides, insulina, colesterol total, LDL-
colesterol, maior relacao colesterol total/HDL-colesterol em individuos com historia familiar
positiva para hipertensao arterial, comparado com filhos de pais normotensos. Provavelmente,
os individuos com predisposicdo genética para hipertensdo também apresentam
polimorfismos genéticos para obesidade central e alteracdes metabdlicas.

A participacdo genética na hipertensdo tem papel importante no desenvolvimento da
SM e de fatores ambientais, tais como, 0 estresse psicossocial, dieta hipercalérica e a
exacerbacdo do consumo de sal da dieta contribuem para o aparecimento de fendtipos
intermediarios, como o aumento da atividade simpatica, do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a ativacao do eixo-hipotadlamo-hipofise adrenal e a RI, principalmente nos filhos
de hipertensos (LOPES, 2005).

Rosenson e Tangney (1998) mostraram que situacdes clinicas associadas a
hipertensdo arterial, como a sindrome metabélica, também apresentam maior risco trombotico
(disfuncéo endotelial, aumento de fibrinogénio, maior ativacao plaquetéria e da via intrinseca
e extrinseca da coagulacdo. Neste sentido, 0 aumento de LDL-colesterol e redugdo de HDL-

colesterol propiciam maior risco trombotico, pela maior ativacdo plaquetaria. Reducdo dos
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niveis séricos de HDL-colesterol esta tem sido associado a hipertensdo arterial, e maior risco
trombotico.

A HA e alguns dos fatores de risco para a o desenvolvimento da aterosclerose, como
as dislipidemias, parecem estar associadas ao surgimento e agravamento da doenca renal
hipertensiva (KNOWLES et al., 2000), hipertrofia miocardica ventricular (SU et al., 2000) e
distarbios cardiovasculares do paciente hipertenso (NEATON et al., 1992).

3.4 — Hipertensédo Arterial, Metabolismo e Exercicio Fisico

O sedentarismo tem sido caracterizado como fator de risco independente para
doengas cardiovasculares, incluindo a hipertensdo arterial (NATIONAL HEART
INSTITUTE, 1996). Estudos tém demonstrado associacdo inversa entre atividade fisica de
diferentes modalidades, quantidade e intensidade, e a incidéncia de hipertensdo arterial em
populacbes heterogéneas de ambos os sexos (HAAPANEN et al., 1997; HAYASHI et al.,
1999; PAFFENBARGER et al., 1991;).

Em pacientes hipertensos, a capacidade de exercicio é reduzida em 30% em relagdo
aos normotensos (LIM et al., 1996). O treinamento fisico e HA sdo bem discutidos na
literatura, diversos estudos relatam uma reducéo da PA em animais e humanos submetidos ao
exercicio fisico (HORTA et al., 2005; KOKKINOS; NARAYAN; PAPADEMETRIOU,
2001; TSAI et al.,2004; WALLACE, 2003), sendo que exercicio aerébio diminui a pressao
arterial em aproximadamente 75% dos individuos com HAS, com reduc@es de pressao arterial
sistolica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD) de 11 e 08 mmHg, respectivamente
(HAGBERG; PARK; BROWN, 2000).

Arakawa (1993) descreve que 0s possiveis efeitos anti-hipertensivos do treinamento
fisico podem estar relacionados a aspectos hormonais como atividade da renina, atividade
nervosa simpética e mudancas na interacdo genética-meio ambiente, como a sensibilidade ao
sal e a insulina. A atividade nervosa observada é a diminuicdo simpética que juntamente com
a diminuicdo dos niveis pressoricos poderiam ser responsaveis pela queda na atividade da
renina plasmatica, observada apos treinamento fisico (DUBBERT et al., 1994; TASHIRO et
al., 1993).

Em estudo classico proposto por Wallace (2003) demonstrou que exercicios fisicos

de intensidade alta, intensidade maior que 75% VO2 MAx, NAo apresentaram diminuicao
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efetiva nos niveis presséricos comparados com exercicios de intensidade modera e baixa.
Outro estudo proposto por Hagberg et al. (1989), mostrou que pacientes idosos e hipertensos,

submetidos a trinta e sete semanas de treinamento de intensidade moderada, 70% VO2 MAX,

apresentaram diminuicao nos valores séricos de norepinefrina e epinefrina concomitantemente
a diminuicdo da insulimenia. No mesmo estudo, idosos hipertensos que realizaram o

treinamento fisico de intensidade leve, 50% VO2 mAx apenas demonstram redugdo nos niveis

séricos de norepinefrina e epinefrina. Esses dados indicam que a intensidade do treinamento é
um fator determinante para o efeito do exercicio crénico sobre os pardmetros hormonais,
como sensibilidade a insulina.

Os valores da pressao arterial mensurados durante o exercicio resistido em individuos
normais apresentaram-se extremamente elevados (MACDOUGALL et al., 1985). Esta elevacdo
é resultado da interacdo entre o recrutamento da massa muscular, forca executada pelo
exercicio, tipo de contracdo muscular e a participacdo da manobra de Valsalva
(MACDOUGALL et al, 1992; MCCARTNEY, 1999; MITCHELL, 1985). Outro fator
importante que influencia 0 aumento da pressao arterial é a elevacdo do débito cardiaco (DC)
devido ao aumento da freqiiéncia cardiaca (FC) (MACDOUGALL et al., 1992).

Recentemente, o exercicio fisico resistido passou a ser recomendado para pacientes
hipertensos, na maioria das vezes associado com a modalidade aerébia (AMERICAN
COLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004). Esta modalidade de exercicio € bem conhecida
por seus beneficios no sistema musculo-esquelético e osteo-articular, mas ainda sdo poucos 0s
trabalhos cientificos existentes sobre 0 comportamento da pressao arterial durante esse tipo de
exercicio.

Com base no exposto anteriormente, nao resta divida com relacdo a importancia do
exercicio fisico como um excelente meio para evitar ndo somente a HA, mas também como
método de prevencdo de outros problemas cardiovasculares. No entanto, embora o nimero de
estudos avaliando os mecanismos deflagrados pelo exercicio fisico seja cada vez maior, as
alteragdes morfologicas, metabdlicas e hormonais a ele associadas sdo ainda motivo de

especulacao.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Animais

Para a realizagdo deste protocolo experimental foram utilizados ratos machos da
linhagem de animais espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY) como
controle normotenso. As colbnias originarias e obtidas do Centro de Bioterismo da Unicamp
(CEMIB/Unicamp), Campinas, SP, Brasil. Imediatamente ap6s sua chegada no Biotério do
Departamento Educacdo Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP, os animais foram
separados em gaiolas contendo cinco ratos, mantidos sob condi¢Ges controladas de
temperatura (23°C * 1), umidade e luminosidade (ciclos de 12 horas claro/escuro), com livre
acesso a agua e racdo para ratos de laboratério durante todo o experimento. Todos 0s
procedimentos experimentais iniciaram-se a partir da 202 semana de vida dos animais, sendo
esta idade onde atingem o platé de hipertensdo (OKAMOTO; AOKI, 1963). Todos o0s
procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal —
CEUA do Instituto de Biociéncia da UNESP — Campus de Rio Claro processo ndmero:

001/2009. O delineamento de todo experimento esta ilustrado na Figura 1.

Figura 1 — Delineamento das atividades no transcorrer do experimento.
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4.2 — Grupos Experimentais

ApoGs a chegada, os animais foram separados de forma aleatoria, de acordo com a
linhagem e a incluséo do treinamento fisico, da seguinte forma:

SHR Sedentario (SHRS): ratos que apresentavam hipertensdo arterial que néo
realizaram nenhum tipo de atividade fisica.

SHR Treinado (SHRT): ratos hipertensos que realizaram o protocolo de
treinamento fisico de alta intensidade.

WKY Sedentario (WKYS): ratos normotensos que néo realizaram nenhum tipo de
atividade fisica.

WKY Treinado (WKYT): animais normotensos que realizaram o protocolo de

treinamento fisico de alta intensidade.

4.3 — Protocolo Experimental de Treinamento Fisico

4.3.1 — Adaptacéo ao meio liguido

Duas semanas antes do inicio do protocolo de treinamento fisico em si, 0s animais
passaram por um periodo de adaptacdo ao meio liquido que consistia em 10 dias, sendo cinco
dias na primeira semana e consequente cinco dias na semana seguinte, em temperatura
controlada de 31° C £ 1 °C.

Esta adaptacdo tem como objetivo principal minimizar o estresse do animal quando
em contato com a agua, e adapta-lo, portanto a préatica do treinamento fisico proposto.

Inicialmente os ratos foram inseridos em agua rasa, por dois dias durante 10 minutos.
No terceiro, quarto e quinto dias, os animais foram acondicionados no tanque com agua no
nivel alto, na qual os mesmos ja realizavam a natacdo, sem apoio de cauda no fundo do
tanque, por um periodo de cinco, dez e vinte minutos, respectivamente. No inicio da segunda
semana de adaptacdo foi introduzida a bolsa de velcro, acoplado ao térax do animal e dentro
da mesma, colocado pesos em forma de chumbinho que serviram como instrumento de
resisténcia. Ao inicio do sexto e sétimos dias, 0s animais permaneceram com a bolsa de velcro
e a resisténcia de 50% do peso corporal em agua rasa, ja realizando alguns saltos. Os dias

seguintes, oitavo, novo e décimo e ultimo dia de adaptacdo, 0s animais permaneciam com a
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bolsa de velcro e a resisténcia de 50% até realizarem uma série de saltos, contendo 10
repeticdes, como pode observar na Figura 2. Este processo foi adaptado de Manchado-
Gobatto, 2007.

Figura 2 — llustracdo do periodo de adaptacdo ao meio liquido na qual os animais dos grupos
treinados passaram anteriormente ao inicio do protocolo de treinamento fisico de alta

intensidade.

4.3.2 — Protocolo de Intervencéo Fisica

Os animais selecionados para o treinamento realizaram exercicio de natagdo, que
constitui de saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia de 50% do peso
corporal do animal acoplado em seu térax através de bolsas em velcro, sendo esta resisténcia
na forma de chumbinhos. A temperatura da agua foi controlada, e mantida em 31° C + 1 °C,
durante a realizacdo do exercicio, por ser considerada termicamente neutra em relagdo a
temperatura do rato (AZEVEDO, 1994).

Cada sessdo de exercicio era composta por quatro séries de 10 saltos, tendo um
intervalo de 1 minuto entre cada série. O treinamento foi realizado cinco dias por semana,
tendo os finais de semana como descanso, durante um periodo de oito semanas consecutivas.
Os saltos eram realizados em tubo de PVC, individual, com 100 cm de comprimento, 70 cm
de didmetro, com agua numa profundidade correspondente a 150% do comprimento corporal
do rato, sendo contabilizado como salto efetivo apenas quando o animal conseguia ultrapassar
este limite da altura da &gua (ROGATTO et al., 2004). Todas as sessdes foram iniciadas no
periodo da manha (08h00).
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O modelo de treinamento fisico resistindo ou de alta intensidade em natagdo foi
padronizado e amplamente utilizado em nosso laboratério. Em estudo utilizando ratos Wistar
adultos, Rogatto, 2001, verificou que apds seis semanas de treinamento, 0s animais treinados
apresentaram aumento da sensibilidade periférica a insulina, aumento nos estoque de
glicogénio e ndo alteracdo da morfologia das glandulas supra-renais, indicando que o
treinamento ndo gerou estresse aos animais.

Utilizando ratos diabéticos experimentais com aloxana, ap6és o periodo de
treinamento fisico de alta intensidade favoreceu o crescimento somatico dos animais, aumento
na massa total muscular (gastrocnémio), concentracdes de glicogénio e proteinas do mesmo
musculo, alem de melhorar algum parametros séricos como reducdo nos niveis de acidos
graxos livres (A.G.L) e LDL colesterol (ROGATTO, 2004).

4.4 — AvaliacOes prévias ao sacrificio

4.4.1 — Avaliacdes gerais

Todos os animais tiveram peso corporal, comprimento naso-anal e ingestéo alimentar
e hidrica registrados uma vez por semana. Para fins estatisticos foi utilizado o método
trapezoidal de area sob a curva (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN
8.0.

4.4.2 — Teste de tolerancia oral & glicose — GTTo

O GTTo foi realizado com os animais 48 horas ap0s a ultima sessao de treinamento,
apos 15 horas de jejum. Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na
extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solucdo de glicose a 20% (2
g/kg de peso) foi administrada aos ratos por meio de sonda géstrica de polietileno. Amostras
de sangue foram coletadas apds 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e
calibrados para 25 pL, para a determinacdo das concentracdes de glicose e de insulina.

As concentragfes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (HENRY; CANNON; WILKEMAN, 1974),
usando kits comerciais da marca Laborlab® e aquelas de insulina pelo método de

radioimunoensaio (RIA). As areas sob a curva de glicose e de insulina durante o teste foram
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calculadas através do método trapezoidal (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o software
ORIGIN 8.0.

4.4.3 — Teste de tolerancia a insulina— ITT

O ITT foi realizado com os animais no estado alimentado, 48 horas apds o GTTo.
Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da cauda
do animal (tempo 0). Em seguida, uma solugéo de insulina na dose de 30 U1/100g de peso foi
administrada por via subcutanea. Amostras de sangue foram coletadas apdés 30, 60 e 120
minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a determinacdo das
concentragdes de glicose.

As concentragdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimético
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (HENRY; CANNON; WILKEMAN, 1974), com
kit comercial da marca Laborlab®. A constante de remocéo da glicose sérica (Kitt) durante o
teste foi calculada através da equacao 0,693/t1=2, onde t1=2 € a meia vida. A meia vida da
glicose foi calculada através de analise g-quadrado das concentracGes de glicose entre 0-60
min apo6s a injecdo subcutdnea de insulina, onde a glicemia reduziu-se linearmente
(LUNDBAECK, 1962) utilizando-se o software ORIGIN 8.0.

4.5 — Sacrificio dos animais e obtencéo de material bioldgico

4.5.1 — Soro

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados em camara de CO»,
48 horas ap0s a realizagdo do ultimo teste, sendo o sangue coletado diretamente do coragdo
através de agulhas e seringas descartaveis. Posteriormente o sangue foi centrifugado a 3000
rpm durante 15 minutos e seu sobrenadante, soro ,utilizado para dosagens de glicose,
triglicerideos, colesterol total, HLD e LDL colesterol, proteinas totais, albumina e creatina
quinase (CK) e CK-MB por métodos enzimaticos colorimétricos através de Kits comercias,
insulina e IGF-1 sérico pelo método ELISA, utilizando kits comerciais, hormonio do
crescimento (GH) pelo método de radioimunoensaio e &cidos graxos livres (A.G.L)
determinados pelo métodos de Regow, 1971.
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4.5.2 — Tecidos

Amostras do masculo gastrocnémio, por¢des brancas e vermelhas, séleo, figado e
coragdo foram coletados e utilizados para avaliacdo do conteudo de glicogénio, proteina e
DNA. Nos tecidos hepaticos e cardiacos ainda foram coletadas amostras para analise do IGF-
1 e do triglicerideo. Foram retiradas as glandulas supra-renais para avaliacdo dos niveis de
colesterol total através de método enzimatico colorimétrico.

* Glicogénio: Foi avaliado por meio do método do fenol em meio acido descrito por
Dubois et al. (1956) com posterior medida da absorbancia em espectrofotémetro.

» Proteinas: Obtidas pelo método proposto por Lowry et al. (1951), sendo
posteriormente lidas em espectrofotdmetro a 650nm.

* DNA: Determinado pelo método da difenilamina e lido em espectrofotdmetro a
595nm (GILES; MAYERS, 1965).

* Triglicerideos: As amostras foram colocadas em tubos contendo 0,5ml de TritonX-
100 a 0,1%. Em seguida foram homogeneizadas em Polytron® por 20 segundos em
velocidade maxima e, apos este procedimento, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm
por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi extraido para a determinagdo dos
triglicerideos pelo método fotoespectrometria através de kit comercial (BELMONT et al.,
2004).

* IGF-1 tecidual: Foram retiradas amostras de aproximadamente 100 a 200 mg e
colocadas em tubos contendo 500 pL de NaCl 0,9%, mantido em meio contendo gelo. As
amostras dos tecidos hepatico e cardiaco foram homogeneizadas em Polytron® por 20
segundos em velocidade maxima, em seguida, foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante 5
minutos a 4°C. Posteriormente foi retirado o sobrenadante obtido e utilizado para dosagem
por meio do método de ELISA, kit DSL®.

* Sintese e Degradacédo do Musculo Séleo

Para a realizacdo da sintese e degradacéo protéica foram retiradas fatias longitudinais
(70mg) musculares e posteriormente pré-incubadas por 30 minutos em meio RPMI-1640
(com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de sédio), suplementado com albumina
sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e insulina [100u/ml], saturado com mistura
gasosa (95% de O, e 5% de CO;). Em seguida, as fatias transferidas para novo meio RPMI
com a mesma suplementacdo, contendo 14C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2
horas. Ao final da incubacdo, as fatias musculares foram homogeneizadas em &cido tricloro
acético (TCA) 5% e centrifugadas a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O material TCA
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insoltvel foi lavado 3 vezes com TCA 5%. O precipitado resultante é dissolvido em (SDS)
10% a temperatura ambiente por 30 minutos, para a determinacéo do contetdo protéico e da
radioatividade incorporada as proteinas musculares (DARDEVET et al., 2000). O conteudo
de proteina muscular foi determinado pelo metodo folin fenol (LOWRY et al., 1951) e a
radioatividade incorporada a proteina muscular medida com o auxilio de um cintilador. A
sintese protéica foi calculada dividindo-se a radioatividade incorporada pela radioatividade
especifica da fenilalanina no meio de incubacdo e expressa como nanomoles de fenilalanina
por miligrama de proteina por 2 horas.

A liberacdo de tirosina pelo musculo isolado na presenca de ciclohexamida foi
utilizada como indice da degradacdo protéica. Este método vale-se do fato de que o
aminoacido tirosina ndo é sintetizado nem degradado pelo musculo esquelético. Fatias
longitudinais musculares (70mg) foram pré-incubadas em tampéo Krebs-Ringer [NaCl 1,2
mmol/L; KCI 4,8 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; CaCl, 2,5 mmol/L; KH,PO4 1,2 mmol/L e
87 MgSO, 1,2 mmol/L - pH 7,4] suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%],
insulina [5u/ml] e ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de O2 e
5% de CO2). Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma composi¢ao
e incubada por 2 horas. Ao final da incubagdo, amostras do meio de incubagdo foram
utilizadas para determinagéo do teor de tirosina (SEIDER et al., 1980).
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5 - ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de média + desvio padréo.
Inicialmente os dados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilks e posteriormente
aplicada a estatistica de analise de variancia (ANOVA two-way), seguida de teste post-hoc de
Tukey HSD. Quando opotuno foi utilizado o teste de analise de correlacdo de Pearson, para
determinar-se a correlacdo entre variaveis. Foi adotado como nivel de significancia pre-

estabelecido em 5%.
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6 - RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma de artigos cientificos, ja
concluidos, que estdo em processo de transcricdo para a lingua inglesa, e posteriormente

submetida aos seus periodicos correspondentes. Para isso, dividimos em trés estudos:

Estudo 1: “Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina de ratos espontaneamente
hipertensos submetidos ao treinamento fisico de alta intensidade”. Esse trabalho sera

submetido ao periédico Experimental Physiology

Estudo 2: “Influéncia do treinamento fisico de alta intensidade sobre o perfil lipidico
e triglicerideos teciduais de ratos espontaneamente hipertensos”. Esse trabalho sera submetido

ao periodico Metabolism: Clinical and Experimental.

Estudo 3: “Analise do metabolismo cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos
perante o treinamento fisico de intensidade alta”. Esse trabalho sera submetido ao periddico

American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology
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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo analisar in vivo a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina de animais espontaneamente hipertensos (SHR) apos o treinamento fisico de alta
intensidade. Foram utilizados ratos machos da linhagem de animais espontaneamente
hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY), com 20 semanas de vida, separados
aleatoriamente em SHRS (sedentario) (n=9), SHRT (treinado) (n=9), WKYS (sedentario)
(n=9) e WKYT (treinado) (n=9). Antes do inicio do protocolo de treinamento os animais
passaram por duas semanas de adaptacdo ao meio liquido. Apos a adaptacdo 0s animais
iniciaram o treinamento fisico com exercicio de natagdo, que constitiu de saltos em tanque
com &gua, com uma forca de resisténcia equivalente a 50% do peso corporal do animal
acoplado ao torax dos ratos. Cada sessdo de exercicio era composta por quatro séries de 10
saltos, tendo um intervalo de 1 minuto entre cada série. O periodo de treinamento foi de cinco
dias por semana durante oito semanas consecutivas. Foram feitas avaliacdes do peso corporal,
ingestBes alimentar e hidrica e os teste de tolerancia oral a glicose (GTTo) e tolerancia a
insulina (ITT). Os animais SHRS e SHRT apresentaram peso significativamente menor,
aumento significativo da ingestdo tanto alimentar quanto hidrica comparados com animais
controle. Durante GTTo ambos 0s grupos hipertensos, apresentaram glicemia
significativamente maior comparados com 0s grupos normotensos. Ja para os dados de
insulinemia, o grupo SHRS obteve maiores valores comparado com os grupos WKYS e
WKYT. No ITT os ratos do grupo SHRT apresentaram valores significativamente maiores de
Kitt comparados com o grupo WKYS. Em conclusdo, o exercicio fisico de alta intensidade
foi eficaz para melhora a sensibilidade a insulina e o metabolismo da glicose de rato

espontaneamente hipertensos.
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ABSTRACT

The present study has as objective analyzes in vivo glucose tolerance and insulin sensibility of
spontaneously hytpertensive rats (SHR) after high-intensity training. They were used male
rats of lineage spontaneously hytpertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto (WKY), with 20
weeks life were separate in four groups: sedentary SHR (n =9), trained SHR (n =9), sedentary
WKY (n =9) and trained WKY (n =9). Before the beginning the protocol training the animals
went by two weeks of adaptation to the liquidate half. After the adaptation animals began the
physical training with swimming exercise, constituted of jumps in the water, in individual
tanks, coupled to the thorax containing overload equivalent to 50% of the body mass. Each
exercise session was composed by four series of 10 jumps, with an interval of 1 minute
among each series. The training period was five days a week for eight consecutive weeks.
They were made evaluations body weight, food and drink ingestions and glucose tolerance
test (GTTo) insulin tolerance test (ITT). The animals SHRS and SHRT presented a weight
significantly smaller, significant increase of food and drink ingestion compared with control
animals. During GTTo both hypertensive groups, presented glycemia significantly increased
compared with normotensive group. Already for plasma insulin data, SHRS group obtained
larger values compared with WKYS and WKYT groups. In ITT rats of SHRT group
presented values significantly larger of Kitt compared with WKYS. In conclusion, high-
intensity training was effective for improvement the insulin sensibility and glucose

metabolism of spontaneously hypertensive rats.
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INTRODUCAO

Diversos estudos na literatura mostram que pacientes que apresentam o quadro de
hipertensdo arterial sistémica, desenvolvem concomitantemente um quadro de alteracfes no
metabolismo da glicose, hiperinsulinemia e uma comprometimento na acdo da insulina nos
tecidos periféricos (1, 2, 3, 4, 5). A presenca de um quadro de resisténcia a insulina e uma
hiperinsulimenia compensatoria levam a alteragdes também no metabolismo dos lipidios (6),
resultando em um quadro de diminuigdo nas concentracdes de HLD-colesterol, elevacdo dos
niveis de LDL e VLDL-colesterol e hipertrigliceridemia, conhecido comumente como
dislipidemia (7, 8). Diversos estudos também apontam uma ligacéo entre resisténcia a insulina
e hiperinsulinemia e aumento na formacdo trombotica pela inibigdo do processo fibrinolitico
(33, 34). Estas alteragcOes consolidadas elevam substancialmente o risco do desenvolvimento
de doencas cardiacas (5, 11, 12).

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é a mais utilizada no
modelo genético para o estudo da hipertensdo arterial humana. Semelhantemente como
acontece com humanos, a linhagem de animais hipertensos também apresenta algumas
alteracGes metabdlicas como intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
apos teste te tolerancia oral a glicose (13, 14, 15).

Diversos estudos tém demonstrado uma direta relacdo entre os niveis de atividade
fisica e sensibilidade a insulina (16, 17, 18). O treinamento fisico provoca uma melhora na
tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina em individuos saudaveis, em obesos néo-
diabéticos e em portadores de diabetes tipo 1 e 2. (19, 20). O efeito benéfico do exercicio
pode variar também devido a intensidade do exercicio, tanto 0s exercicios aerobios quanto
com exercicios de forca apresentaram efeito positivo sobre a sensibilidade a insulina (21, 22).

Porém o exercicio fisico resistindo ou de alta intensidade para a populagdo hipertensa
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apresenta ainda algumas restricGes e controvérsias. Por isso ainda sdo escassos os trabalhos
relacionando o exercicio fisico de alta intensidade para hipertensos sobre parametros
metabolicos.

Para isso 0 presente estudo tem como objetivo principal analisar in vivo a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina de animais espontaneamente hipertensos (SHR) apds o

treinamento fisico de alta intensidade.

MATERIAL E METODOS

Populacéo Estudada

Foram utilizados ratos machos da linhagem de animais espontaneamente hipertensos
(SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY) como controles normotensos com 20 semanas de vida
separados aleatoriamente em SHR sedentario (n=9), SHR treinado (n=9), WKY sedentario
(n=9) e WKY treinado (n=9), separados em gaiolas contendo cinco ratos, mantidos sob
condigdes controladas de temperatura, umidade e luminosidade (ciclos de 12 horas
claro/escuro), com livre acesso a 4gua e racdo. Todos os procedimentos experimentais estao
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal — CEUA do Instituto de Biociéncia da

UNESP - Campus de Rio Claro.

Protocolo Experimental de Treinamento Fisico

Duas semanas antes do inicio do protocolo de treinamento fisico, 0s animais

passaram por um periodo de adaptacdo ao meio liquido durante 10 dias, tendo como objetivo
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minimizar o estresse do animal quando em contato com a agua, e adapta-lo, portanto a préatica
do treinamento fisico proposto.

Apds a adaptacdo os animais iniciaram o treinamento fisico com exercicio de
natacao, que consistiu de saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia de 50% do
peso corporal do animal acoplado ao toérax dos ratos através de bolsas com velcro, sendo esta
resisténcia na forma de chumbinhos. A temperatura da agua foi controlada, e mantida em 32°
C = 1 °C, por ser considerada termicamente neutra em relacdo a temperatura do rato (23).
Cada sessao de exercicio era composta por quatro séries de 10 saltos, tendo um intervalo de 1
minuto entre cada série. O periodo de treinamento foi de cinco dias por semana durante oito
semanas consecutivas. Os saltos eram realizados em tubo de PVC, individual, com 100 cm de
comprimento, 70 cm de didmetro, com agua numa profundidade correspondente a 150% do
comprimento corporal do rato, sendo contabilizado como salto efetivo apenas quando o

animal conseguia ultrapassar este limite da altura da agua (24).

Avaliacdes de Peso, Ingestdo Hidrica e Alimentar

Todos os animais tiveram peso corporal e ingestdo alimentar e hidrica registrados

uma vez por semana. Para fins estatisticos foi utilizado o método trapezoidal de area sob a

curva (25), utilizando-se o software ORIGIN 8.0.

Teste de tolerancia oral a glicose — GTTo

O GTTo foi realizado com 0s animais na sétima semana de treino, ap6s 15 horas de

jejum. Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da

cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solucéo de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi
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administrada aos ratos por meio de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram
coletadas ap6s 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL,
para a determinacdo das concentracdes de glicose e de insulina.

As concentracfes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (26), usando kits comerciais da marca Laborlab®
e as de insulina pelo método de radioimunoensaio (RIA). As areas sob a curva de glicose e de
insulina durante o teste foram calculadas atraves do método trapezoidal (25), utilizando-se o

software ORIGIN 8.0.

Teste de tolerancia a insulina - ITT

O ITT foi realizado com os animais no estado alimentado, 48 horas ap6s 0 GTTo.
Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da cauda
do animal (tempo 0). Em seguida, uma solugéo de insulina na dose de 30 U1/100g de peso foi
administrada por via subcutanea. Amostras de sangue foram coletadas apdés 30, 60 e 120
minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando & determinacdo das
concentracgdes de glicose.

As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (26), com kit comercial da marca Laborlab®. A
constante de remocdo da glicose sérica (Kitt) durante o teste foi calculada através da equacao
0,693/t1=2, onde t1=2 é a meia vida. A meia vida da glicose foi calculada atraves de anélise
g-quadrado das concentracfes de glicose entre 0-60 min apds a injecdo subcutdnea de

insulina, onde a glicemia reduziu-se linearmente (27) utilizando-se o software ORIGIN 8.0.
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Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de média + desvio padrdo. Foi
aplicada a estatistica de analise de variancia (ANOVA two-way), seguida de teste post-hoc de

Tukey HSD. Foi adotado como nivel de significancia pré-estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Os resultados referentes a média do peso corporal e a area sob a curva durante as oito
semanas de experimento estdo expressos na Figura 1A e B. Durante todo o experimento
podemos observar um peso significativamente menor de ambos 0s grupos hipertensos,
sedentérios e treinados, comparados com ambos 0s ratos controles. Um Resultado similar foi
observado na ingestdo alimentar e hidrica dos grupos e estes dados estdo demonstrados nas
Figuras 1C e D e 1E e F, respectivamente. Para melhor compreensdo de o comportamento
alimentar e hidrico, foi utilizado o método de area sob a curva das ingestdes e esta apontou
um aumento significativo da ingestdo tanto alimentar quanto hidrica dos animais hipertensos,
comparados com animais controle, sendo que o exercicio fisico ndo provocou alteracdes nas
ingestdes.

Nas Figuras 2A e C, podemos observar os dados de glicemia e insulimenia,
respectivamente, obtidos durante o teste de tolerancia oral a glicose (GTTo0). Mais uma vez
foi realizada a anélise através de area sob a curva, sendo que a glicemia apresentada durante
todo o teste foi significativamente maior para ambos 0s grupos hipertensos comparados com
0S grupos normotensos. J& para os dados de insulinemia, o grupo SHRS obteve maiores
valores comparado com os grupos WKYS e WKYT. Os valores referentes a &rea sob a curva

estdo demonstrados nas Figuras 2B e D.



46

O teste de tolerancia a insulina (ITT), valores de glicemia durante todo o teste e a
constante de remocdo da glicose sérica, estdo apresentados nas Figuras 3A e B. Os ratos do
grupo SHRT apresentaram valores significativamente maiores de Kitt comparados com o
grupo WKYS, demonstrado maior sensibilidade a insulina apds as oito semanas de

treinamentos dos animais hipertensos.



47

Figura 1 — A: Grafico representativo da evolucéo peso corporal dos grupos durante
as oito semanas de experimento; B: Area sob a curva da evolugio do peso corporal dos grupos
durante as oito semanas de experimento#ade WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05; C:
Gréfico representativo da evolucdo da ingestdo alimentar dos grupos durante as oito semanas
de experimento; D: Area sob a curva da evolucéo da ingestdo alimentar dos grupos durante as
oito semanas de experimento.£ade WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05. E: Gréfico
representativo da evolucdo da ingestdo hidrica dos grupos durante as oito semanas de
experimento; F: Area sob a curva da evolugio da ingestdo hidrica dos grupos durante as oito
semanas de experimento. a # de WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05. Resultados expressos em
média = desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentério; SHRT =
hipertenso treinado; WKY'S = normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado.
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Figura 2 — A: Glicose sérica dos animais durante o teste de tolerancia oral a glicose;
B: Area sob a curva da glicose sérica dos animais durante o teste de tolerancia oral a glicose. a
# de WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05; C: Insulina sérica dos animais durante o teste de
tolerancia oral a glicose; D: Area sob a curva da insulina sérica dos animais durante o teste de
tolerancia oral a glicose. a# de WKYS, ANOVA p<0,05. Resultados expressos em meédia +
desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentério; SHRT = hipertenso
treinado; WKY'S = normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado.
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Figura 3 — A: Glicose sérica dos animais durante o teste de tolerancia a insulina; B:
Constante de remocdo da glicose serica (Kitt) dos animais durante o teste de tolerancia a
insulina. a# de WKYS, ANOVA p<0,05; Resultados expressos em média + desvio padréo,
n=9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS
= normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado.
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DISCUSSAO

A prevaléncia mundial da hipertensao arterial esta em constante crescimento, sendo
gue em muitos paises chega de 15 a 25% da populacdo adulta. Para tentar reverter estes
numeros alarmantes, um dos tratamentos nao farmacolégico mais eficiente e eficaz € a
incorporacdo de um programa de atividade fisica, sendo este para diminui¢do dos valores
pressoricos ja existentes quanto para diminuicdo do risco de desenvolvimento futuro de
hipertensdo em pessoas normotensas (28).

No presente estudo, os principais achados foram a presenca de hiperfagia e aumento
na ingestdo hidrica de animais espontaneamente hipertensos, aumento da sensibilidade a
insulina e a manutencdo da intolerancia a glicose depois de oito semanas de treinamento fisico
de alta intensidade. Como podemos observar nas Figuras 1D e 1F os animais hipertensos
apresentaram um comportamento de hiperfagia e aumento da ingestdo hidrica durante todo o
experimento e o treinamento fisico ndo conseguiu rever este quadro. Este quadro é semelhante
ao apresentado em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina (29) e que devido as
baixas concentragdes de insulina (30), apresentam baixas produgdes de leptina, aumentos nas
concentracOes de grelina e ambas atuam nas regifes hipotalamicas responsaveis pelo controle
da fome e saciedade (31). Os animais hipertensos diferentemente dos animais com um quadro
de diabetes ja instalado apresentam um quadro de hiperinsulinemia, apds teste de sobrecarga
oral de glicose, podendo esta hiperinsulimenia atuar diretamente nos centros hipotalamicos da
ingestdo alimentar, dificultando a passagem da prépria insulina, leptina e grelina para os
meios intracelulares.

Os dados deste estudo corroboram com as achados na literatura que mostram que 0s
animais espontaneamente hipertensos apresentam um quadro de intolerancia a glicose,

resisténcia periférica a acdo da insulina e insulimenia compensatoria (4, 13, 14, 15, 32, 33, 3,
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34). Os mecanismos responsaveis por estas alteracbes ainda ndo estdo completamente
desvendados, porem alguns estudos revelam que os animais SHR apresentam uma resisténcia
a fosforilacdo do receptor de insulina em tirosina e aumento da fosforilacdo em serina (35),
alteracdo no gene Cd36 (4), alteracdo nas concentracdes de oxido nitrico (NO) e endotelina-1
(36) e aumento da atividade da glicoguinase nas ilhotas, alterando a sensibilidade a glicose
das células betas (34).

Estudo proposto por Véras-Silva et. al. (1997) (37), demonstrou que 18 semanas de
exercicio fisico de alta intensidade em esteira, ndo foi suficiente para diminuir as pressoes
sistolica, diastdlica, média e os batimentos cardiacos de SHR. Porem os efeitos metabdlicos
desse treinamento fisico para estes animais ainda sdo desconhecidos. O exercicio resistido
esta altamente relacionando com a diminuicdo da incidéncia da sindrome metabdlica e das
causas de mortalidade e morbidade (38, 39). Alguns fatores como a intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia compensatoria estdo entre os fatores principais da
sindrome metabdlica (5). Os dados apresentados neste estudo reforcam a teoria que o
treinamento fisico de alta intensidade provoca melhoras na sensibilidade a insulina, tolerancia
a glicose e diminuicdo da hiperinsulinemia. Diversos estudos que utilizaram o exercicio
fisico aerdbio, tanto em animais (40) quanto em humanos (41, 42), apresentaram respostas
semelhantes a encontradas neste estudo.

Estudos anteriores ja vém demonstrando os efeitos do exercicio resistido em
individuos que apresentaram alteracGes na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina,
como no caso de individuos hipertensos e diabéticos tipo 2, na qual apdés um periodo de
treinamento houve melhoras tanto na sensibilidade a insulina quanto a glicose (43, 44). Esta
melhora se deve a necessidade de concentracfes menores de insulina para o transporte da
glicose do meio extra para 0 meio intracelular (45) e também ao aumento do numero e na

ativacdo dos receptores de insulina na membrana (46). Apds a estimulacéo através de insulina,
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0 musculo de ratos que foram submetidos ao treinamento apresentou um aumento também na
fosforilacdo das proteinas intracelulares IRS-1 e IRS-2, estas por sua vez ativando o complexo
de sinalizacdo molecular da insulina por meio da proteina P13-quinase e por fim ocorrendo
um aumento na captacdo de glicose atraves da translocacdo do seu transportador no tecido
muscular o GLUT-4 e também no tecido adiposo (40).

Outra alteracdo que leva a mudancas no metabolismo da glicose é a diminuicdo na
producdo endotelial de oxido nitrico (NO), um vasodilatador, sintetizado ou liberado por
animais e individuos hipertensos e que provoca uma menor captacao e utilizacdo da glicose e
resisténcia a insulina nos tecidos, principalmente muscular e vascular (47). Porem o exercicio
resistido leva a um aumento do fluxo sanguineo nas regides musculares, através da neo-
vascularizagdo e aumento da perfusdo de capilares e este fendmeno faz com que aumente a
producdo de NO pelo tecido endotelial, podendo estar relacionado com o aumento na
sensibilidade a insulina e metabolismo da glicose (48).

Devido as diversas alteragdes provocadas pela hipertensdo arterial, outros estudos
serdo necessarios para investigar melhor, em niveis moleculares, quais alteragdes o exercicio
fisico resistido ou de alta intensidade estaria induzindo diretamente relacionado com a
melhora na sensibilidade aos tecidos periférica a acdo da insulina e ao metabolismo da
glicose.

Em resumo, nosso trabalho demonstrou que o exercicio fisico de alta intensidade foi
eficaz para melhora a sensibilidade a insulina e o metabolismo da glicose de rato
espontaneamente hipertensos, através de provavelmente dos mecanismos de sinalizacao
intracelular da insulina e também na melhora do fluxo sangulineo periférico muscular,

altamente relacionado com o oxido nitrico.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia de um programa de treinamento fisico de alta
intensidade sobre o perfil lipidico e sobre a concentracdo de triglicérides teciduais de ratos
espontaneamente hipertensos. Foram utilizados de ratos machos da linhagem de animais
espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY), com 20 semanas de vida,
divididos em quatro grupos: SHRS (sedentario), SHRT (treinado), WKYS (sedentario) e
WKYT (treinado). O treinamento fisico de alta intensidade consistiu de exercicio de natacéo,
utilizando saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia de 50% do peso corporal
do animal acoplado ao térax dos ratos através de bolsas com velcro, sendo esta resisténcia na
forma de chumbinhos. Cada sessdo de exercicio era composta por quatro séries de 10 saltos,
tendo um intervalo de 1 minuto entre cada série. O periodo de treinamento foi de cinco dias
por semana durante oito semanas consecutivas. Ao final do periodo experimental, 0s animais
foram eutanasiados e o soro utilizado para dosagens de triglicerideos, colesterol total, HLD e
LDL colesterol e acidos graxos livres (AGL). Amostras do coracédo e do figado foram pesadas
em balanca analitica e utilizadas para avaliagdo do contetdo de triglicerideos teciduais. Como
resultado o colesterol total e LDL colesterol dos animais dos grupos hipertensos,
apresentaram valores significativamente maiores em relagdo aos grupos normotensos, HDL
colesterol dos animais dos grupos SHRS e SHRT apresentavam valores significativamente
menores comparados com os grupos WKYS e WKYT. Em conclusdo, 0s animais
espontaneamente hipertensos apresentam alteraces no perfil lipidico e desenvolvimento um
quadro de dislipidemia. Apds um periodo de treinamento fisico de alta intensidade, os animais

hipertensos nao reverteram o quadro de dislipidemia.
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ABSTRACT

Objective of this study was verifying the influence of high-intensive program exercise on
lipids profile and tissue triglycerides in spontaneously hypertensive rats. The experiment used
lineage of male spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY), with
20 weeks of life, divided in four groups: SHRS (sedentary), SHRT (trained), WKYS
(sedentary) and WKYT (trained). The high-intensive training constituted of jumps in the
water, in individual tanks, wearing a jacket coupled to the thorax containing a lead overload
equivalent to 50% of the body mass. Each exercise session was composed by four series of 10
jumps, with an interval of 1 minute among each series. The training period was five days a
week for eight consecutive weeks. At the end of experimental period, the animals were killed
and serum used for triglycerides, total cholesterol, HLD and LDL cholesterol and free fat
acids (FFA). Samples of heart and liver they were heavy in analytical scale and used for
content of tissue triglycerides. As result total cholesterol and LDL cholesterol the animals of
hypertensive groups, presented values significantly larger in relation to normotensive groups,
HDL cholesterol of SHRS and SHRT groups presented values significantly minors compared
with WKYS and WKYT groups. In conclusion, the spontaneously hypertensive rats present
alterations in lipids profile, development dyslipidemia. After period of high-intensive training,

hypertensive animals didn't revert the dyslipidemia.
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INTRODUCAO

O risco de morbidade e mortalidade de adultos e pessoas idosas aumenta
consideravelmente quando associamos a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e a
arteriosclerose. Ferrari et. al. (1991) (1), demonstraram que niveis maiores de pressao arterial
estdo diretamente relacionados com niveis maiores de triglicérides, insulina, colesterol total,
LDL-colesterol e maior relacdo colesterol total/HDL-colesterol em individuos com historia
familiar positiva para hipertensdo arterial, comparado com filhos de pais normotensos.
Provavelmente, individuos com predisposicdo genética para hipertensdo também apresentam
polimorfismos genéticos para obesidade central e alteragdes metabdlicas.

Situagdes clinicas associadas a hipertensdo arterial, como a sindrome metabdlica,
também apresentam maior risco trombético (disfuncdo endotelial, aumento de fibrinogénio,
maior ativacdo plaquetaria) e da via intrinseca e extrinseca da coagulagdo. Neste sentido, o
aumento de LDL-colesterol e reducdo de HDL-colesterol propiciam maior risco trombético,
pela maior ativagdo plaquetaria (2). Alem do risco cardiaco, a associacdo da hipertenséo
arterial e alterac6es no perfil lipidico leva a conseqiiéncias danosas no sistema glomerular dos
rins (3) e aumenta substancialmente o risco de acidente vascular encefalico (4).

Para que ocorra a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares, renal e reducdo
na arteriosclerose, é necessario a diminuicdo nos niveis séricos de colesterol total, através de
dietas, utilizacdo de farmacos e principalmente inclusdo de um programa de atividade fisica
regular (5, 6). O exercicio fisico de carater aerobio, ap6s um periodo de treinamento contribui
para diminuicdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e elevacdo de lipoproteina de alta densidade (HDL) (7). Em outro estudo
utilizando individuos negros, na qual a incidéncia da hipertensao arterial e suas conseqiiéncias

sdo maiores, hipertensos, idade entre 35 e 76 anos, forma submetidos a um periodo de 16
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semanas de exercicio fisico moderado com variacdo da intensidade de 60% a 80% da
freqliéncia cardiaca maxima, onde ndo apresentaram mudan¢a na massa corporea, mas a taxa
de HDL colesterol aumentou significativamente em 10% (8).

A partir da modalidade de treinamento fisico de alta intensidade ou resistido, 0s
resultados encontrados sdo ainda contraditorios, na qual estudos mostram uma reducdo nos
niveis de colesterol total em individuos praticantes de um protocolo de treinamento resistido
(9), porém outro estudo apontou nenhuma alteracdo de HDL-colesterol e LDL-colesterol apos
sessOes de treinamento resistido (10). Quanto a associagédo entre alteracdes do perfil lipidico,
hipertensdo arterial e suas respostas apés um treinamento fisico de alta intensidade as
respostas encontradas na literatura sdo praticamente inexistentes.

Contudo o presente estudo tem por finalidade principal verificar a influéncia de um
programa de treinamento fisico de alta intensidade sobre o perfil lipidico sérico e de

triglicérides teciduais de ratos espontaneamente hipertensos.

MATERIAL E METODOS

Animais

O protocolo experimental consistiu na utilizacdo de ratos machos da linhagem de
animais espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY) como controle
normotensos, com 20 semanas de vida, acomodados em gaiolas contendo cinco ratos,
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (23°C = 1), umidade e luminosidade
(ciclos de 12 horas claro/escuro), com livre acesso a agua e racdo. Todos os procedimentos

experimentais estdo de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
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Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal — CEUA do

Instituto de Biociéncia da UNESP Processo 001/2009.

Grupos Experimentais

SHR Sedentario (SHRS): ratos que apresentavam hipertensdo arterial e que néo
realizaram nenhum tipo de atividade fisica (n=9); SHR Treinado (SHRT): ratos hipertensos
que realizaram o protocolo de treinamento fisico de alta intensidade (n=9); WKY Sedentario
(WKYS): ratos normotensos que ndo realizaram nenhum tipo de atividade fisica (n=9); WKY
Treinado (WKYT): animais normotensos que realizaram o protocolo de treinamento fisico de

alta intensidade (n=9).

Protocolo de Treinamento Fisico

Antes do inicio do protocolo de treinamento fisico, os animais passaram por duas
semanas de adaptacdo ao meio liquido, em 10 dias, sendo cinco dias na primeira semana e
cinco dias na semana seguinte. O objetivo principal era minimizar o estresse do animal
guando em contato com a agua, e adapta-lo a préatica do treinamento fisico proposto.

Apds a adaptacdo os animais iniciaram o treinamento fisico com exercicio de
natacao, que consistiu de saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia de 50% do
peso corporal do animal acoplado ao térax dos ratos através de bolsas com velcro, sendo esta
resisténcia na forma de chumbinhos. A temperatura da agua foi controlada, e mantida em 32°
C = 1 °C, por ser considerada termicamente neutra em relacdo a temperatura do rato (11).
Cada sessao de exercicio era composta por quatro séries de 10 saltos, tendo um intervalo de 1

minuto entre cada série. O periodo de treinamento foi de cinco dias por semana durante oito
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semanas consecutivas. Os saltos eram realizados em tubo de PVC, individual, com 100 cm de
comprimento, 70 cm de didametro, com agua numa profundidade correspondente a 150% do
comprimento corporal do rato, sendo contabilizado como salto efetivo apenas quando o

animal conseguia ultrapassar este limite da altura da 4gua (12).

Meétodos Bioquimicos

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados em camara de COs,
48 horas ap0s a realizacdo da Ultima sessao de treino, sendo o sangue coletado diretamente do
coracgdo através de agulhas e seringas descartaveis. Posteriormente o sangue foi centrifugado a
3000 rpm durante 15 minutos e seu sobrenadante, soro ,utilizado para dosagens de
triglicerideos, colesterol total, HLD e LDL colesterol por métodos enzimaticos colorimétricos
através de Kkits comerciais e acidos graxos livres (AGL) determinados pelo métodos de
Regow, 1971 (13).

Amostras do coracdo e do figado foram pesadas em balanca analitica e utilizadas
para avaliacdo do contetdo de triglicerideos. As amostras foram colocadas em tubos contendo
0,5ml de TritonX-100 a 0,1%. Em seguida foram homogeneizadas em Polytron® por 20
segundos em velocidade maxima e, apds este procedimento, as amostras foram centrifugadas
a 4.000 rpm por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi extraido para a determinacao

dos triglicerideos pelo método espectrofotometria através de kit comercial (14).

Estatistica
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Os resultados obtidos foram apresentados na forma de média + desvio padréo. Foi
aplicada a estatistica de analise de variancia (ANOVA two-way), seguida de teste post-hoc de

Tukey HSD. Foi adotado como nivel de significancia pré-estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo demonstrados os dados referentes ao perfil lipidico, como AGL,
colesterol total, HDL e LDL colesterol e triglicerideos. Nos casos de colesterol total e LDL
colesterol os animais dos grupos hipertensos, SHRS e SHRT, apresentaram valores
significativamente maiores em relagcdo aos grupos normotensos, WKYS e WKYT. Quando a
variavel em destaque é o HDL colesterol, ocorre 0 comportamento inverso ao anterior, 0s
animais dos grupos SHRS e SHRT apresentavam valores significativamente menores
comparados com os grupos WKYS e WKYT. Para as varidveis AGL e triglicerideos néo
foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos.

As concentracGes de triglicerideos do musculo cardiaco e do figado estdo
apresentadas na Figura 1A e B, respectivamente. O triglicerideo do musculo cardiaco
apresenta como resultado principal e significante um aumento das concentragfes no grupo
normotenso treinado em relacdo ao grupo hipertenso sedentario. Ja para o parametro hepatico
de triglicerideos, observar-se uma concentragdo significativamente maior no grupo

normotenso treinado, comparado com os hipertensos treinados.
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Tabela 1- Acidos Graxos Livres séricos (MEqQ/L), Colesterol Total sérico (mg/dL), HDL
Colesterol sérico (mg/dl), LDL Colesterol sérico (mg/dl) e Triglicerideos sérico (mg/dL) dos

animais ao final das oito semanas de experimento.

Colesterol HDL LDL o,
Grupos AGL Total Colesterol Colesterol Triglicerideos
sRs 62426 145 40 + 47,20 + 7117 + 136.94 +
112,96 20.27* 2 89 14,98* 31,70
Ry 67924+ 13845 + 44.40 + 7458 + 13472 +
171,82 15.59* 3,68* 12,73* 20,29
606,31 + 85,57 + 82,20 + 48.74 + 140,04 +
WKYS 178,64 436 10,69 5,24 33,36
531,76 + 81,05 + 75.01 + 44,08 + 169.99 +
WKYT 111,99 733 5,75 6,51 38,00

Resultados expressos em média * desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de WKYS ¢ WKYT, ANOVA p<0,05.
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Figura 1 — A: Triglicerideos Cardiacos dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. a # de WKYT, ANOVA p<0,05.; B: Triglicerideos Hepético dos grupos ao final
das oito semanas de experimento. a# de WKYS, ANOVA p<0,05. Resultados expressos em
média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT =
hipertenso treinado; WKY'S = normotenso sedentario; WKYT = normotenso treinado.
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DISCUSSAO

As alteracbes nos lipidios e nas lipoproteinas circulantes além de serem um dos
fatores de risco para o surgimento de doencas cardiovasculares (DCV) (15), geram um
elevado custo para o sistema publico de salde e atualmente estdo sendo considerada um
problema de salde publica. O tratamento medicamentoso e visitas medicas constantes tém
elevado cada vez mais o custo do tratamento das DCV, porém a implementacdo da mudanca
do estilo de vida tendo como principal vertente o exercicio fisico, tem sido recomendado
como o melhor tratamento e diminui¢do dos custos terapéuticos desta doenga (16).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que 0s animais hipertensos
apresentam uma alteracdo no perfil lipidico, desenvolvendo um quadro de dislipidemia e a
intervencdo com o exercicio fisico de alta intensidade ndo conseguiu reverter este quadro. Os
dados corroboram com alguns estudos da literatura que nao apresentam alteracdes nos lipidios
e lipoproteinas apos sessdes de exercicio resistido (15, 17-20). Provavelmente uma das razdes
para esta este achado seria o baixo volume de exercicio aplicado por sessdo, sendo apenas alta
a intensidade do treinamento (21).

Outra explicacdo possivel denotaria de alguns mecanismos fisiologicos comumente
desenvolvidos pelo exercicio aer6bio ou de endurance. Aumento da atividade da enzima
lipase lipoproteica presente no musculo esquelético, enzima lipase hormonio sensivel,
aumento da densidade capilar e da massa muscular levando estes, a um aumento da
mobilizacdo e utilizacdo de lipidios como substrato energético durante e apds o exercicio (22,
23)

Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) representam o modelo de hipertensdo
animal mais utilizado para estudos, o qual cujas alteragbes mais se assemelham ao humano

como sindrome metabdlica associado a dislipidemia e resisténcia a insulina (24). Estas
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alteracdes presentes no modelo animal podem ser principalmente deficiéncias apresentadas no
gene cd36, o qual possui papel importante no transporte de acidos graxos, comprometendo a
utilizacdo e captacdo deste pelos tecidos periféricos (25). A consequéncia desta alteracdo
genética pode ser observado nos nossos resultados nas Figuras 1A e B, na qual os animais
hipertensos apresentam concentragdes menores de triglicerideos tanto no musculo cardiaco
quanto no tecido hepatico, comparado com 0s animais normotensos.

Estudos prévios em humanos (26-28) demonstram principalmente um aumento das
concentracdes de HDL-c e diminuicdo de triglicerideos circulantes ap6s um periodo de
treinamento resistido. Algumas das respostas encontradas levam em conta aspectos tantos
fisiologicos do exercicio fisico quanto as mudancas no estilo de vida adotado pelos
participantes, como melhora nos habito alimentares, adotando uma dieta mais saudavel.
Muitas vezes esta mudanca decorre da implementagdo da atividade fisica, porém em alguns
casos, ndo revelam fidedignamente o papel do exercicio fisico resistido proposto. Outro
estudo apresenta como limitagdo o controle dos habitos e consumo alimentares de seus
participantes durante o periodo experimental (29). A utilizacdo de modelos animais consegue
sanar e controlar esta vertente, que em casos de experimentos clinicos parece influenciar nas
respostas finais.

Em conclusdo, os animais espontaneamente hipertensos apresentam alteracdes no
perfil lipidico, desenvolvendo um quadro de dislipidemia possivelmente agravando o risco de
doencas cardiovasculares. Apds um periodo de treinamento fisico resistido ou de alta
intensidade, os animais hipertensos néo reverteram o quadro de dislipidemia, provavelmente
pelo volume de treinamento fisico e a ndo ativacdo de enzimas que alteram o metabolismo

que sdo mais comumente ativadas nos exercicios aerobios.
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RESUMO

O objetivo proposto por este estudo é analisar 0 metabolismo cardiaco de ratos da linhagem
espontaneamente hipertensos ap0s um periodo de treinamento fisico de alta intensidade.
Foram utilizados ratos machos da linhagem de animais espontaneamente hipertensos (SHR) e
ratos Wistar Kyoto (WKY), separados aleatoriamente em SHR sedentario (n=9), SHR
treinado (n=9), WKY sedentério (n=9) e WKY treinado (n=9). Antes do inicio do protocolo
de treinamento os animais passaram por duas semanas de adaptacdo ao meio liquido. Apés a
adaptacdo os animais iniciaram o treinamento fisico com exercicio de natacdo, que constituiu
de saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia equivalente a 50% do peso
corporal do animal acoplado ao térax dos ratos. Cada sessdo de exercicio era composta por
quatro séries de 10 saltos, tendo um intervalo de 1 minuto entre cada série. O periodo de
treinamento foi de cinco dias por semana durante oito semanas consecutivas. Ao final do
periodo experimental, os animais foram eutanasiados e o soro coletado e dosado proteinas
totais, creatina quinase (CK) e CK-MB. Amostras do musculo cardiaco utilizadas para
avaliacdo de proteina, DNA e IGF-1 e também IGF-1 do figado. As enzimas Creatina Quinase
e sua isoforma MB o grupo SHRS apresenta valores significativamente maiores comprado
com os grupos SHRT e WKYS. Ja& para o hormbnio GH o grupo SHRS apresentou
concentracbes menores comparado com ratos controles, WKYS. As concentracdes de
proteinas do tecido cardiaco do grupo SHRT diminuiram significativamente comparadas com
os animais SHRS. N&o foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos para a
variavel DNA cardiacos. Para razdo proteina/DNA o grupo SHRS apresenta valores maiores
comparados com o grupo SHRT. As concentra¢es de IGF-1 no musculo cardiaco, o0 SHRS
apresentou valores significativamente maiores comparado com os demais grupos. No figado o
exercicio fisico elevou significativamente a producdo de IGF-1 nos animais espontaneamente
hipertensos. Em concluséo, os animais espontaneamente hipertensos apresentam hipertrofia
cardiaca, representada pelo aumento da razdo proteina/DNA e aumento das concentracOes
circulantes de CK-MB. O periodo de treinamento fisico de alta intensidade foi efetivo para
diminuicdo da hipertrofia cardiaca, via diminuicdo do IGF-1 cardiaco e conseglientemente
diminuicdo da ativacdo dos fatores hipertroficos relacionados a Akt. Além disso, houve uma

diminuicdo também na liberacéo da enzima CK-MB.
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ABSTRACT

The objective proposed by this study is analyze the heart metabolism of spontaneously
hypertensive rats after period of high-intensity exercise training. Male of spontaneously
hypertensive rats lineage were used (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY), separate in
sedentary SHR (n =9), trained SHR (n =9), sedentary WKY (n =9) and trained WKY (n =9).
Before the beginning the protocol training the animals went by two weeks of adaptation to the
liquidate half. After the adaptation animals began the physical training with swimming
exercise, constituted of jumps in the water, in individual tanks, coupled to the thorax
containing overload equivalent to 50% of the body mass. Each exercise session was
composed by four series of 10 jumps, with an interval of 1 minute among each series. The
training period was five days a week for eight consecutive weeks. At the end of experimental
period, the animals were Killed and collected serum and dosed total proteins, creatine kinase
(CK) and CK-MB. Samples of heart muscle used for protein, DNA and IGF-1 and also IGF-1
of liver. The enzymes creatine kinase and his isoform MB the SHRS group presents values
significantly larger bought with the SHRT and WKY'S groups. Already for the GH, SHRS
group presented smaller concentrations compared with controls rats, WKYS. Concentrations
of proteins in heart of SHRT group decreased significantly compared with the SHRS animals.
They were not found significant differences among the groups for variable heart DNA. For
rate protein/DNA the SHRS group presents larger values compared with SHRT group. The
concentrations of IGF-1 in heart muscle, SHRS presented values significantly larger
compared with the other groups. In liver the exercise training production significantly
elevated of IGF-1 in spontaneously hypertensive rats. In conclusion, the spontaneously
hypertensive rats present heart hypertrophy, acted by the increase rate protein/DNA and
increase of the circulating concentrations of CK-MB. The period of high-intensity exercise
training went effective for decrease heart hypertrophy, through decrease of heart IGF-1 and
consequently decreases the activation of hypertrophy factors related to Akt. Besides, there

was a decrease also liberation of enzyme CK-MB.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica é uma doenca multifatorial que apresenta diversas
manifestacdes como alteracbes hormonais, vasculares e a hipertrofia cardiaca que é de
fundamental importancia para evolucdo do quadro clinico. Dados epidemiol6gicos apontam
que cerca de 25 a 40% dos pacientes hipertensos apresentam um quadro desenvolvido de
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) (1,2). A HVE esta associada como fator de risco para
0 desenvolvimento de doengas que aumentam o risco de mortalidade e morbidade entre
pacientes hipertensos, como infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca (2).

Diversas mudancgas ocorrem no tecido cardiaco devido & hipertenséo arterial. Dentre
as principais alteracOes esta 0 aumento da parede e da massa do ventriculo esquerdo, devido
principalmente a proliferacdo de sarcomeros e midcitos, células especializada da musculatura
cardiaca (3,4). A insulina e angiotensina Il apresentam também uma relacdo com a hipertrofia
miocardica, pelas suas caracteristicas em favorecer a sintese protéica (5,6).

As terapias para o tratamento ou prevencdo da HVE passam por farmacos anti-
hipertensivos até terapias ndo-farmacologicas, como por exemplo, o exercicio fisico. Este
pode proporcionar algumas adaptacdes para a melhora da funcéo cardiaca. O exercicio fisico
aerobio provoca uma melhora em alguns fatores de crescimento celular no tecido cardiaco
como mitocondrias e miofibrilas em modelos animais que apresentam alterac6es cardiacas (7,
8). Também proporcionam uma melhora no transporte de célcio e no colageno presente no
tecido do coragédo (9, 10). Além disso, alteracdes concretas causadas pelo exercicio aerobio
como diminuicdo da pressdo arterial (11-14) e melhora na resisténcia a insulina (15-17),
auxiliam na melhora do metabolismo cardiaco.

O exercicio fisico resistido ou de alta intensidade comumente estdo relacionados a fatores

hipertréficos. A maioria dos estudos relaciona o treino resistido a suas caracteristicas
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hipertréficas do musculo esquelético (18-21). Outros estudos relacionam a hipertrofia
cardiaca fisioldgica causada pelo treinamento fisico resistido (22-24). Porém quando nos
deparamos com quadros patologicos de hipertrofia cardiaca, como a gerada pela hipertenséo
arterial, os resultados presentes na literatura ainda sdo muito escassos, tanto em humanos ou
utilizando modelos animais.

Com tudo, ainda sdo pouco exploradas as relacbes entre a hipertrofia cardiaca
patoldgica e algumas enzimas e fatores de crescimento metabolicos, como creatina quinse
(CK) e sua isoforma MB (CK-MB) e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1).
Ainda se acrescentarmos 0 exercicio fisico resistido, é praticamente inexistente as respostas
geradas por este tipo de modalidade sobre aspectos metabdlicos cardiacos. Sendo assim
objetivo proposto por este estudo é analisar o metabolismo cardiaco de ratos da linhagem

espontaneamente hipertensos apds um periodo de treinamento fisico de alta intensidade.

MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizamos ratos machos da linhagem de animais espontaneamente hipertensos
(SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY) como controles normotensos com 20 semanas de vida
foram separados aleatoriamente em SHR sedentario (n=9), SHR treinado (n=9), WKY
sedentario (n=9) e WKY treinado (n=9), separados em gaiolas contendo cinco ratos, mantidos
sob condicdes controladas de temperatura, umidade e luminosidade (ciclos de 12 horas
claro/escuro), com livre acesso a dgua e racdo. Todos os procedimentos experimentais estao

de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
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aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal — CEUA do Instituto de Biociéncia da

UNESP - Campus de Rio Claro.

Protocolo de Treinamento Fisico

Antes do inicio do protocolo de treinamento fisico, os animais passaram por duas
semanas de adaptacdo ao meio liquido, em 10 dias, sendo cinco dias na primeira semana e
cinco dias na semana seguinte. O objetivo principal eram minimizar o estresse do animal
quando em contato com a agua, e adapta-lo a pratica do treinamento fisico proposto.

Apds a adaptacdo os animais iniciaram o treinamento fisico com exercicio de
natacao, que constitui de saltos em tanque com agua, com uma forca de resisténcia de 50% do
peso corporal do animal acoplado ao torax dos ratos através de bolsas com velcro, sendo esta
resisténcia na forma de chumbinhos. A temperatura da agua foi controlada, e mantida em 32°
C £ 1 °C, por ser considerada termicamente neutra em relacdo a temperatura do rato (25).
Cada sessdo de exercicio era composta por quatro séries de 10 saltos, tendo um intervalo de 1
minuto entre cada série. O periodo de treinamento foi de cinco dias por semana durante oito
semanas consecutivas. Os saltos eram realizados em tubo de PVC, individual, com 100 cm de
comprimento, 70 cm de didmetro, com &gua numa profundidade correspondente a 150% do
comprimento corporal do rato, sendo contabilizado como salto efetivo apenas quando o

animal conseguia ultrapassar este limite da altura da dgua (26).

Avaliacbes do Soro

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados em camara de CO,,
48 horas ap0s ultima sessé@o de treinamento, sendo o sangue coletado diretamente do coracdo

através de agulhas e seringas descartaveis. Posteriormente o sangue foi centrifugado a 3000
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rpm durante 15 minutos e seu sobrenadante, soro ,utilizado para dosagens de proteinas totais,
creatina quinase (CK) e CK-MB (ambas lidas a 37°C) por métodos enzimaticos
colorimétricos através de kits comercias, IGF-1 sérico pelo método ELISA e GH pelo método

de radioimunoensaio.

AvaliacOes Teciduais

Amostras do musculo cardiaco foram coletadas e utilizadas para avaliagdo do
contetdo de proteina, DNA e IGF-1. No tecido hepético ainda foram coletadas amostras para
analise do IGF-1. As proteinas foram obtidas pelo método proposto por Lowry et al. (1951)
(27), sendo posteriormente lidas em espectrofotdmetro a 650nm, DNA determinado pelo
método da difenilamina e lido em espectrofotdmetro a 595nm (28) e posteriormente feito a
razdo proteina/DNA. Para o IGF-1 tecidual foram retiradas amostras de aproximadamente 100
a 200 mg e colocadas em tubos contendo 500 puL de NaCl 0,9%, mantido em meio contendo
gelo. As amostras dos tecidos hepatico e cardiaco foram homogeneizadas em Polytron® por
20 segundos em velocidade maxima, em seguida, foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante
5 minutos a 4°C (29). Posteriormente foi retirado o sobrenadante obtido e utilizado para

dosagem por meio do método de ELISA, kit DSL®.

Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de média + desvio padrdo. Foi
aplicada a estatistica de analise de variancia (ANOVA two-way), seguida de teste post-hoc de
Tukey HSD. Foi adotado como nivel de significancia pré-estabelecido em 5%. Foi realizada a

analise de correlacé@o de Pearson, para determinar-se a correlacdo entre variaveis.
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RESULTADOS

Os valores séricos de proteinas totais, enzimas Creatina Quinase e sua isoforma MB
e 0s hormonais de IGF-1 e GH estdo apresentados na Tabela 1. Para os valores de proteinas
totais ndo houve diferencas entre os grupos. As enzimas Creatina Quinase e sua isoforma MB
0 grupo SHRS apresenta valores significativamente maiores comprado com os grupos SHRT
e WKYS. Na andlise estatistica feita para o IGF-1 ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos, mas ja para o horménio GH o grupo SHRS apresentou
concentragdes menores comparado com ratos controles, WKYS.

A Figura 1A demonstra as concentracdes de proteinas do tecido cardiaco e
verificamos que apds o periodo de treinamento fisico, a concentracdo de proteinas no coragédo
dos grupos de ratos hipertensos treinados diminuiu significativamente comparada com 0s
animais hipertensos sedentarios. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos para a variavel DNA cardiaco, observado na Figura 1B. Para constatar se houve ou
ndo hipertrofia do tecido cardiaco, realizou-se a razdo proteina tecidual e seu respectivo valor
de DNA, onde apontou que o grupo SHRS apresenta valores maiores, indicando uma
hipertrofia do tecido cardiaco e que o treinamento fisico proporcionou uma diminuicao desses
valores, tornando semelhante aos valores do grupo controle, WKYS, visto na Figura 1C.

As concentracdes teciduais de IGF-1, especificamente no tecido cardiaco e hepatico,
estdo demonstradas nas Figuras 2A e B, respectivamente. Para as concentrages de IGF-1
presente no musculo cardiaco, o grupo hipertenso sedentario, SHRS, apresentou valores
significativamente maiores comparado com 0s demais grupos experimentais e que 0 exercicio
de alta intensidade conseguiu retornar aos valores basais nos animais hipertensos treinados.
Em sua regido de maior producdo, o figado, o exercicio fisico elevou significativamente a
producdo de IGF-1 nos animais espontaneamente hipertensos, nivelando assim a niveis

normais.
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Na Tabela 2 esta apresentada o teste de correlacdo de Pearson entre a variavel razdo
proteina/DNA analisada com as variaveis CK-MB e IGF-1 cardiaco. Ambas as analises
apresentaram correlacbes positivas, com um grau considerado moderado e também

significativo.

Tabela 1 - Creatina Quinase, Creatina Quinase MB, IGF-1 sérico e GH dos animais ao final

das oito semanas de experimento.

SHR WKY

Sedentério Treinado Sedentério

(SHRS) (SHRT) (WKYS)

Proteinas Totais (g/dL) 74+0,2 71+0,3 7,2+05
CK (U/L) 164,3 + 62,3 104,7 £ 46,5 88,0 £ 40,7
CK-MB (U/L) 45,0 +11,2° 17,4+ 4,0 17,3+6,4

GH (ng/mL) 1,0+0,2° 1,8 +0,4 25+14
IGF-1 sérico (ng/mL) 232+138 22,7+138 22,1+18

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKY'S = normotenso sedentério.
8+ de SHRT e WKYS, ANOVA p<0,05; b~ de WKYS, ANOVA p<0,05;
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Figura 1 — A: Proteinas do Coragdo dos grupos ao final das oito semanas de experimento. ® #
de SHRT, ANOVA p<0,05; B: DNA do Cora¢do dos grupos ao final das oito semanas de
experimento; C: Proteina/DNA do Coracdo dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. * # de SHRT, ANOVA p<0,05. Resultados expressos em média + desvio
padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado;

WKYS = normotenso sedentario.

Tabela 2 — Correlagdo entre Proteinas/DNA e Creatina Quinase MB e IGF-1 cardiaco.

Correlagdo Proteinas/DNA versus r p
CK-MB (U/L) 0,659 0,001
IGF-1 cardiaco (ng/g de tecido) 0,560 0,008

SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso
sedentério.
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Figura 2 — A: IGF-1 Cardiaco dos grupos ao final das oito semanas de experimento. ® # de
SHRT, ANOVA p<0,05; B: IGF-1 Hepatico dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. ® # de SHRT, ANOVA p<0,05; Resultados expressos em média * desvio padrao,
n=9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS

= normotenso sedentario.
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DISCUSSAO

A principal resposta obtida por este estudo foi a melhora da funcdo e do metabolismo
do musculo cardiaco apés um periodo de treinamento fisico de alta intensidade em ratos
hipertensos. O aumento constante da pressdo sanguinea no coracdo acaba resultando em
respostas deletérias ao coracdo, uma delas € a hipertrofia do tecido cardiaco (30). Além de ser
observada em humanos hipertensos, a hipertrofia cardiaca patoldgica também pode ser
constatada em animais, como nos animais espontaneamente hipertensos (SHR), na qual em
nosso estudo é sustentado pela maior razdo proteina/DNA no musculo cardiaco dos animais
sedentarios comparados com os demais grupos. Este dado corrobora com o estudo de Christe
e Rodgers, 1994 (31) na qual os animais SHR apresentam diversas alteracdes energéticas e
estruturais cardiacas. Utilizamos em nosso estudo o dado de razédo proteinas/DNA por ser um
fidedigno na constatacdo de hipertrofia (32) e estar altamente relacionado com adaptacdes
metabolicas.

Os animais hipertensos treinados também apresentaram uma maior producdo de IGF-
1 pelo figado. Este dado corrobora com estudos em nosso laboratério na qual o exercicio
fisico aerobio também elava a producéo de IGF-1 em ratos diabéticos induzidos com aloxana
(33). O aumento na producdo de IGF-1 esta diretamente relacionado a producdo e liberacdo
do GH (33-35). Nao foram encontradas até 0 momento estudos que observaram a respostas do
GH em modelo animais de hipertensdo, como no modelo SHR, sendo este o primeiro estudo.
Dessa forma observamos que os animais hipertensos apresentam uma deficiéncia na liberacéo
ou producdo de GH, influindo na producdo de IGF-1 pelo figado.

Em oposigdo, o exercicio fisico resistido ou de alta intensidade, aumentou a

producéo ou liberacdo de GH. Diversos estudos mostram a elevacgao nas concentragdes de GH
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apos o treinamento resistido (36-38). Com isso 0 aumento das concentracGes de GH levou ao
aumento na producéo de IGF-1 pelo tecido hepatico.

Diferentemente do figado, no tecido cardiaco o exercicio resistido provocou uma
diminuicdo nas concentracGes de IGF-1. Ainda é controvérsia e incerta a participacdo de
diferentes cascatas de sinalizacdo e relacbes hormonais entre a hipertrofia cardiaca fisiologica
e patoldgica. Provavelmente duas cascatas de sinalizacdo estdo relacionadas, a vida de
sinalizagcdo da Insulina/IGF-1 e a via da calcitonina/calmobulina (39). Umas das proteinas
chave da via de sinalizacdo da insulina/IGF-1 é a proteina quinase B (Akt), que pode ser
ativada por hormonios e alguns fatores de crescimento, como por exemplo, o IGF-1. (40).
Uma vez ativada através de toda cascata de sinalizacdo, a Akt desenvolve um importante
papel de modulador do crescimento dos midcitos, levando a um quadro de hipertrofia cardiaca
(40-42). A diminuicdo das concentracbes de IGF-1 no tecido cardiaco produzido pelo
exercicio fisico de alta intensidade pode ter levado a uma diminui¢do da fosforilagdo e da
ativacdo da Akt e conseqlientemente provocando diminuigdo do fator hipertréfico.

A Tabela 2 demonstra o teste estatistico de correlacdo de Pearson entre a razdo
proteina/DNA, um dado de hipertrofia e as concentra¢bes de IGF-1 no coracdo. Quando
relacionamos a razdo proteina/DNA e o IGF-1 cardiaco, estid relacdo apresenta-se grau
positivo, indicando correlacdo moderada e significativa, demonstrando realmente que a
diminuicao da hipertrofia ocorreu-se pela diminuicdo das concentracGes de IGF-1.

Outro marcador importante que diz respeito a funcéo cardiaca é a enzima creatina
quinase (CK). A enzima possui diversas isoenzimas, entre elas a CK-MB, encontrada no
musculo cardiaco. O aumento das concentracfes circulantes de CK-MB é utilizada na préatica
clinica como um excelente indicador da existéncia e da intensidade do infarto do miocardio
(43, 44). Porem estudos também mostram que em casos de hipertrofia cardiaca a enzima CK-

MB também se apresenta elevada (45, 46). Isto pode ser demonstrado também em nosso
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estudo, onde os animais hipertensos sedentarios que apresentam uma hipertrofia cardiaca,
também apresentavam elevadas concentragdes séricas de CK e CK-MB.

Semelhantemente ao que ocorreu com o IGF-1 do coracgdo, o exercicio fisico de alta
intensidade, apds as oito semanas de treinamento, diminuiu as concentracdes de CK e sua
isoforma MB. Normalmente sdo reportadas na literatura dados que demonstram a elevacéo
dessas enzimas ap0s o exercicio fisico, principalmente em atletas de alto nivel, sendo um
marcador fidedigno de overtraining (47-50). Porém ainda ndo foram reportados na literatura
as repostas da CK e CK-MB apds uma sessdo aguda ou um periodo de treinamento resistido
ou de alta intensidade em individuos ou animais hipertensos, sendo este um estudo pioneiro.

Nossa hipdtese de que a diminuigdo da CK-MB esta intimamente relacionada com a
diminuicdo da hipertrofia cardiaca e conseqlientemente melhora da funcdo é sustentada
quando realizamos a correlacdo entre CK-MB e a razdo proteina/DNA. O resultado também é
semelhante ao IGF-1 cardiaco, apresentando também uma relacdo positiva e significante,
onde a diminui¢do da hipertrofia cardiaca representa concomitantemente a diminui¢do da
liberagdo da CK-MB provocada pelo treinamento fisico resistido.

Em concluséo, os animais espontaneamente hipertensos apresentam alteracGes
importantes no sistema cardiovascular, entre elas a hipertrofia cardiaca, representada pelo
aumento da razdo proteina/DNA e aumento das concentracbes circulantes de CK-MB. O
periodo de treinamento fisico de alta intensidade foi efetivo para diminuicdo da hipertrofia
cardiaca, via diminuicdo do IGF-1 cardiaco e consequentemente diminuicdo da ativacdo dos
fatores hipertroficos relacionados a Akt. Além disso, houve uma diminuicdo também na

liberacdo da enzima CK-MB.
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6.4 — Outros Resultados

6.4.1 — Resultados Prévios ao Sacrificio
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Na Tabela 1 e na Figura 1A estdo apresentados as médias do comprimento naso-anal

dos animais. O teste estatistico de ANOVA detectou uma diferenca significativa na area sob a

curva do comprimento naso-anal entre 0s animais hipertensos comparado com 0s animais

normotensos, sendo os hipertensos de comprimento menor, demonstrado na Figura 1B.

Tabela 1 — Evolucdo do comprimento naso-anal (cm) e area sob a curva (cm X 8 semanas)

dos animais durante as oito semana de experimento.

Semana Area Sob
Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 Curva
SHRS 222+ 228+ 230+ 235+ 232+ 239+ 232+ 236 1627+
0,7 0,4 0,4 0,6 0,4 0,5 0,2 0,4 2,3*
SHRT 232+ 229+ 228+ 231+ 235+ 233+ 231+ 235+ 1621+
0,5 0,5 0,7 0,5 0,4 0,6 0,3 0,6 2,8*
WKYS 258+ 257+ 26,1+ 264+ 268+ 26,7+ 268+ 273+ 1853+
0,5 0,4 0,5 0,4 0,4 0,7 0,8 0,5 34
WKYT 258+ 257+ 26,1+ 266*+ 266+ 265+ 266+ 27,0+ 1846+
0,5 0,3 0,6 0,2 0,4 0,5 0,4 0,3 1,2
Resultados expressos em media + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso

sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado. * # de WKYS ¢ WKYT, ANOVA p<0,05.
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Figura 1A: Gréfico representativo da evolucdo do comprimento naso-anal dos grupos durante
as oito semanas de experimento. Resultados expressos em média, n= 9 animais por grupo.
SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso

sedentario; WKYT = normotenso treinado.
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Figura 1B: Area sob a curva da evolugdo do comprimento naso-anal dos grupos durante as
oito semanas de experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais
por grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKY'S = normotenso
sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05.
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6.4.2 — Resultados Apds o Sacrificio

6.4.2.1 — Soro

O valor sérico de albumina esta apresentado na Tabela 2 e nas Figuras 2. O grupo
SHRT apresentou valor significativamente menor de albumina comparado com os demais

grupos, SHRS, WKYS e WKYS. Para os valores de glicose e proteinas totais ndo houve
diferencas entre 0s grupos.

Tabela 2 - Albumina sérica (g/dL) dos animais ao final das oito semanas de experimento.

Grupos Albumina
SHRS 3,65+0,13
SHRT 3,49+0,11*
WKYS 3,75+0,12
WKYT 3,63 +0,09

Resultados expressos em média * desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso

sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado. * # de SHRS, WKYS e WKYT, ANOVA p<0,05.
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Figura 2: Albumina sérica dos grupos ao final das oito semanas de experimento. Resultados
expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario;
SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentdrio; WKYT = normotenso
treinado. * # de SHRS, WKYS ¢ WKYT, ANOVA p<0,05.

6.4.2.2 — Tecidual

Na Tabela 3 estdo presentes os dados de glicogénio cardiaco, hepéatico e do musculo
gastrocnémio porcdes branca e vermelha. O glicogénio cardiaco esta demonstrado na Figura
3A, onde podemos observar uma concentracdo significativamente menor do grupo
normotenso treinado, WKYT, comparado com os grupos SHRS e SHRT. As Figuras 3B e 3C
mostram, respectivamente, os dados de glicogénio hepético e glicogénio do musculo
gastrocnémio porcdo branca, onde o0s testes estatisticos ndo apontaram diferencas
significativas entre os grupos. As concentracGes de glicogénio da porcdo vermelha do
musculo gastrocnémio sdo apresentadas da Figura 3D, onde o grupo SHRT contém valores
significativamente maiores comparado com o grupo WKYT.

As concentragdes de colesterol total da glandula adrenal sdo apresentadas na Tabela
4, onde observamos uma maior concentracdo significativa do grupo WKYS em relacdo ao
SHRT, descritos também na Tabela 4.

A incubacdo do musculo soleo, sintese e degradacdo, estdo demonstradas na Tabela

5. Nenhuma diferenca significativa foi observada na sintese muscular, visto na Figura 5A. Na
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Figura 5B, podemos observar uma maior degradacao protéica do grupo hipertenso treinado,
SHRT, comparado com 0s animais normotensos sedentarios, WKYS.

Na Tabela 6 sdo descritos os valores quantitativos de proteina dos tecidos hepatico,
musculo gastrocnémio porcdo branca e vermelha e por fim musculo séleo. Ndo houve
diferencas significativas para o dado de proteina no tecido hepatico, como pode ser observado
na Figura 6A. A proteina do mudsculo gastrocnémico por¢do branca, mostrado na Figura 6B,
apresenta como diferenga significativa valores maiores presentes nos animais normotensos
treinados em relacdo aos sedentarios. Na porcdo vermelha do musculo gastrocnémio, as
proteinas apresentam-se em maior quantidade nos animais hipertensos sedentarios
comparados com 0s ratos normotensos também sedentarios, como demonstrado na Figura6C.
A Figura 6D apresenta apenas os dados de proteinas do musculo séleo onde nenhuma
diferenga foi apontada.

Os dados de DNA do figado, da musculatura do gastrocnémio porcdo branca e
vermelha e do séleo estdo demonstrado na Tabela 7. Para as concentragcdes de DNA hepatico,
mostrado na Figura 7A, os teste estatisticos apontaram uma diferenca significativa entre os
grupos SHRT e WKYT, sendo o grupo controle o de maior valor. O musculo gastrocnémio
por¢éo branca ndo apresentou diferenca para o dado de DNA, mostrado na Figura 7B. O DNA
do musculo gastrocnémio porcdo vermelha e séleo apresentaram 0 mesmo comportamento,
valores significativamente maiores para SHRT em relacdo ao grupo SHRS, apresentado nas
Figuras 7C e 7D respectivamente.

Para constatar se houve ou ndo hipertrofia do tecido, realizou-se a razdo proteina
tecidual e seu respectivo valor de DNA e estes dados estdo demonstrados na Tabela 8. Na
Figura 8A esta explicitada o dado de razdo proteina/DNA hepéatico onde ndo foram
constatadas diferencas significativas entre os grupos. No musculo gastrocnémio branco a
razdo proteina/DNA, demonstrado na Figura 8B, o grupo WKYT apresentou valores
significativamente maiores comparado com o0s grupos SHRT e WKYT. Ja em sua porcao
vermelha, o masculo gastrocnémio e o musculo séleo apresentaram-se semelhantes, sendo o
grupo hipertenso sedentario significativamente maior que 0s grupos hipertensos treinado e
normotensos sedentario, demonstrado respectivamente nas Figuras 8C e 8D.

Foram analisadas as concentracdes teciduais de IGF-1, especificamente no musculo
gastrocnémio como um todo, apresentados na Tabela 9. Na Figura 9 estdo as concentracGes de

IGF-1 encontradas no musculo gastrocnémio onde n&o houve diferencas significativas.
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Tabela 3 — Glicogénio Cardiaco (mg/100 mg), Glicogénio Hepatico (mg/100 mg); Glicogénio
Gastrocnémio porcdo Branca (mg/100 mg) e Glicogénio Gastrocnémio por¢do Vermelha

(mg/100 mg) dos animais ao final das oito semanas de experimento.

Glicogénio Glicogénio Glicogenio Glicogenio

Grupos A 2 Gastrocnémio Gastrocnémio
Cardiaco Hepatico

Branco Vermelho

SHRS 0,058 + 0,007 1,481 + 0,272 0,130 £ 0,034 0,134 + 0,033
SHRT 0,060 + 0,006 1,428 + 0,421 0,144 + 0,033 0,157 £ 0,0213#

WKYS 0,053 £ 0,005 1,542 + 0,326 0,130 + 0,041 0,120 + 0,034
WKYT 0,046 + 0,006* 1,749 + 0,247 0,180 + 0,048 0,112 + 0,036

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso

sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRS e SHRT; # # de WKYT, ANOVA p<0,05.
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Figura 3A: Glicogénio Cardiaco dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso

sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRS e SHRT, ANOVA p<0,05.
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Figura 3B: Glicogénio Hepatico dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado.
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Figura 3C: Glicogénio Gastrocnémio porcdo Branca dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padréo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;

WKYT = normotenso treinado.
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Figura 3D: Glicogénio Gastrocnémio por¢cdo Vermelha dos grupos ao final das oito semanas
de experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo.
SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso
sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de WKYT, ANOVA p<0,05.

Tabela 4 — Colesterol Total da glandula Adrenal (mg/100 mg) dos animais ao final das oito

semanas de experimento.

Grupos Colesterol Total Adrenal
SHRS 1,266 + 0,409
SHRT 1,026 + 0,256#
WKYS 1,695 + 0,574
WKYT 1,650 + 0,576

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso

sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de WKYT; # # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 4: Colesterol Total da glandula Adrenal dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de WKYS, ANOVA p<0,05.

Tabela 5 — Sintese do musculo séleo (pmol/mg X h) e Degradacdo do mdsculo séleo

(pmol/mg X h) dos animais ao final das oito semanas de experimento.

Grupos Sintese Muscular Degradacao Muscular
SHRS 12,455 + 4,336 260,060 + 44,961
SHRT 14,818 + 5,724 300,461 + 48,165*
WKYS 11,733 +4,034 236,131 + 39,853
WKYT 18,210 + 6,099 237,698 + 52,366

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 5A: Sintese do musculo séleo dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em media + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado.
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Figura 5B: Degradacdo do musculo sdleo dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em media + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario;

WKYT = normotenso treinado. * # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Tabela 6 — Proteinas Hepaticas (mg/100 mg), Proteinas Gastrocnémio por¢do Branca
(mg/100 mg), Proteinas Gastrocnémio porcdo Vermelha (mg/100 mg) e Proteinas do Séleo

(mg/100 mg) dos animais ao final das oito semanas de experimento.

. Proteinas Proteinas .
Proteinas N N Proteinas
Grupos - Gastrocnémio Gastrocnémio .
Hepaticas Soleo
Branco Vermelho
SHRS 5,753 + 5,787 + 2,780 + 4,848 +
1,444 1,183 0,412# 0,677
5,386 + 5,751 + 2,637 + 4715 +
SHRT 1,425 1503 0,539 0,491
6,282 + 4,403 + 2,200 + 4,259 +
WKYS 1,345 0,965 0,259 0,575
4714 + 6,949 + 2,623 + 4,429 +
WKYT 1218 1,320# 0,297 0,670

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRS, SHRT e WKYS; # # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 6A: Proteinas Hepaticas dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado.
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Figura 6B: Proteinas Gastrocnémio porcéo Branca dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 6C: Proteinas Gastrocnémio por¢do Vermelha dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 6D: Proteinas do musculo Soleo dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado.

Tabela 7 — DNA Hepatico (mg/g), DNA Gastrocnémio por¢do Branca (mg/g), DNA
Gastrocnémio porcao Vermelha (mg/g) e DNA do musculo Séleo (mg/g) dos animais ao final

das oito semanas de experimento.

DNA DNA
Grupos DNA Gastrocnémio Gastrocnémio D,NA
Hepatico Soéleo
Branco Vermelho

0,103 + 0,037 % 0,066 + 0,092 +

SHRS 0,021 0,006 0,017 0,017
0,097 + 0,041 % 0,086 + 0120 +

SHRT 0,015* 0,010 0,015# 0,0304
0,101 + 0,042 % 0072 % 0112 +

WKYS 0,012 0,011 0,010 0,015
0,125 + 0,029 + 0,075 + 0,105 +

(LS 0,020 0,008 0,008 0,014

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de WKYT; # # de SHRS, ANOVA p<0,05
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Figura 7A: DNA Hepético dos grupos ao final das oito semanas de experimento. Resultados
expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso sedentario;
SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT = normotenso
treinado. * # de WKYT, ANOVA p<0,05.
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Figura 7B: DNA Gastrocnémio por¢do Branca dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;

WKYT = normotenso treinado.
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Figura 7C: DNA Gastrocnémio porcdo Vermelha dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de SHRS, ANOVA p<0,05.
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Figura 7D: DNA do musculo Soleo dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRS, ANOVA p<0,05.
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Tabela 8 - Proteina/DNA Hepatico, Proteina/DNA Gastrocnémio por¢do Branca,
Proteina/DNA Gastrocnémio porcdo Vermelha e Proteina/DNA do masculo Soéleo dos

animais ao final das oito semanas de experimento.

Proteina/DNA Proteina/DNA

Proteina/DNA . ctrocnémio Gastrocnémio

Proteina/DNA
Grupos

Hepatico Branco Vermelho Soleo
SHRS 52,808 + 162,409 + 43,911 + 35,701 +
14,850 51,464 8.664* 8.908*
SHRT 57.979 + 153,867 + 30,677 + 38,426 +
20,103 61,961 3143 8,859
62.678 + 113,650 + 31,060 + 38,869 +
WKYS 14,400 46,950 5,664 8,718
30,333 ¢ 247,200 + 35,082 + 42,345 +
WKYT 15,841 66.781* 3,199 2 463

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRT e WKYS; ## de SHRT; § # SHRS, SHRT ¢ WKYS,
ANOVA p<0,05
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SHRS  SHRT  WKYS  WKYT

Grupos
Figura 8A: Proteina/DNA Hepatico dos grupos ao final das oito semanas de experimento.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =

normotenso treinado.
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Figura 8B: Proteina/DNA Gastrocnémio porcdo Branca dos grupos ao final das oito semanas
de experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo.
SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso
sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT ¢ WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 8C: Proteina/DNA Gastrocnémio por¢do Vermelha dos grupos ao final das oito
semanas de experimento. Resultados expressos em média £ desvio padrdo, n= 9 animais por
grupo. SHRS = hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso
sedentario; WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT ¢ WKYS, ANOVA p<0,05.
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Figura 8D: Proteina/DNA do musculo Soleo dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS
= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT e WKYS, ANOVA p<0,05.

Tabela 9 — IGF-1 do musculo Gastrocnémio (ng/g) dos animais ao final das oito semanas de

experimento.

Grupos IGF-1 Gastrocnémio
SHRS 10,979 + 2,156
SHRT 11,863 + 2,163
WKYS 10,773 £ 2,171
WKYT 10,667 + 2,544

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupos. SHRS = hipertenso
sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentario; WKYT =
normotenso treinado. * # de SHRT, WKYS e WKYT; # # de SHRS, ANOVA p<0,05.
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Figura 9: IGF-1 do musculo Gastrocnémio dos grupos ao final das oito semanas de
experimento. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n= 9 animais por grupo. SHRS

= hipertenso sedentario; SHRT = hipertenso treinado; WKYS = normotenso sedentério;
WKYT = normotenso treinado. * # de SHRT e WKYS, ANOVA p<0,05.
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7 — CONCLUSOES

Os animais espontaneamente hipertensos s&o um excelente modelo animais para
estudo da hipertensdo arterial sistémica e suas alteracbes metabolicas e estruturais. A
linhagem de animais SHR apresenta alteragdes metabodlicas importantes como intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, alteracdes no perfil lipidico, desenvolvendo um quadro de
dislipidemia. Além disso, apresenta alteracbes no sistema cardiovascular, entre elas a
hipertrofia cardiaca, representada pelo aumento da razdo proteina/DNA e aumento das
concentracgdes circulantes de CK-MB.

Apds um periodo de treinamento fisico resistido ou de alta intensidade, os animais
hipertensos nédo reverteram o quadro de dislipidemia, provavelmente pelo volume de
treinamento fisico e a ndo ativagdo de enzimas que alteram o metabolismo que sdo mais
comumente ativadas nos exercicios aerobios.

Porém o exercicio fisico de alta intensidade foi eficaz para melhora a sensibilidade a
insulina e o metabolismo da glicose de rato espontaneamente hipertensos, atraves de
provavelmente dos mecanismos de sinalizacdo intracelular da insulina e também na melhora
do fluxo sanguiineo periférico muscular, altamente relacionado com o oxido nitrico. Também
foi efetivo na diminuigdo da hipertrofia cardiaca, via diminuicdo do IGF-1 cardiaco e
conseqiientemente diminuicdo da ativacdo dos fatores hipertroficos relacionados a Akt. Além

disso, houve uma diminuic¢do também na liberacdo da enzima CK-MB.
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9 - ANEXOS

9.1 — Parecer do Comité de Etica
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