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RESUMO

As doencas cardiovasculares representam as maiores causas de morbi-mortalidade em individuos de
ambos os sexos. As mulheres apds a menopausa freqlentemente apresentam alteracbes no perfil
lipidico, que tem sido associado ao aumento do risco cardiovascular verificado nesse periodo. Por outro
lado, o treinamento fisico tem sido reconhecido como um tratamento ndo farmacol dgico para doencas
metabdlicas e cardiovasculares. O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do treinamento
fisico sobre o controle autondmico cardiovascular e perfil oxidativo e nitrosativo de camundongos
fémeas controle (C57) e LDL Knockout submetidas a privagdo dos horménios ovarianos. Foram
utilizados camundongos fémeas controle (C57) e Knockout para o receptor do colesterol LDL
ooforectomizadas (retirada bilateral dos ovérios) divididas em 4 grupos. controle ooforectomizado
sedentéario (COS, n=14), controle ooforectomizado treinado (COT, n=14), LDL Knockout sedentério
(LOS, n=19) e LDL Knockout treinado (LOT, n=19). Uma semana apos a retirada dos ovéarios os
grupos treinados foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico aerGbio em esteira
ergométrica, com intensidade moderada e duragdo progressiva (1h/dia; 5 dias/sem; 50-65% da
velocidade méxima de corrida no teste de esfor¢o) durante 4 semanas. As medidas dos parametros
metabdlicos de triglicerideos e o colesterol total sanguineo foram realizados apos jejum de 4 horas no
inicio e ao final do protocolo. O registro e o processamento dos sinais biologicos de presséo arterial
(PA) e frequéncia cardiaca (FC) foram realizados nos animais acordados, através de um sistema de
aquisicéo de dados (CODAS, 4KHz). A sensibilidade barorreflexa foi avaliada através das respostas
taquicardicas e bradicardicas reflexas a diminui¢bes ou aumentos da PA induzidos pela injecdo de
doses crescentes de nitroprussiato de sodio e fenilefring, respectivamente. A modulagdo autonémica foi
avaliada através da andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arteria sistdlica nos

dominios do tempo e da frequéncia (método da Transformada Rapida de Fourier, FFT). O perfil



oxidativo foi verificado avaliando-se a lipoperoxidacdo, medido pela quimiluminescéncia (QL), e pelas
medidas das atividades das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) no tecido cardiaco. O
perfil nitrosativo foi avaliado através da andlise da concentracéo de nitrito e nitrato no tecido cardiaco.
O peso corporal foi semelhante entre os 4 grupos estudados no inicio e ao final do protocolo. Os
triglicerideos sanguineos foram semel hantes entre os grupos no inicio do protocolo, e ao fina estavam
aumentado nos grupos LDL Knockout em relagdo aos grupos controles e também em relacdo aos seus
valoresiniciais. A ooforectomiainduziu aumento da concentracdo de colesterol total apenas nos grupos
LDL Knockout e o treinamento fisico reduziu o colesterol no grupo LOT (191 22,3 mg/dL) em
relacdo ao grupo LOS ( 250 9,2 mg/dL). O protocolo de treinamento fisico aplicado neste estudo foi
eficaz, pois induziu aumento da capacidade fisica determinada pela maior velocidade atingida no teste
de esforco pelos grupos treinados, e também se observou bradicardia de repouso nos grupos treinados
(COT: 501 18; LOT: 535 14 bpm) quando comparados aos grupos sedentarios (COS: 569 16;
LOS: 600 14 bpm). Adicionamente, os grupos treinados apresentaram valores reduzidos de PA
meédia (COT: 106 2,5; LOT: 101 2,7 mmHg) em relacdo aos grupos sedentarios (COS: 127  4;
LOS: 125 2,8 mmHg). A sensibilidade barorreflexa se mostrou reduzida para a resposta taquicardica
nos grupos LDL Knockout em relagdo aos grupos controles. O treinamento fisico induziu melhora na
sensibilidade barorreflexa por aumentar a resposta bradicardica nos grupos treinados (COT: -6,8 1,4e
LOT: -4,24 0,62 bpm/mmHg) em relacéo aos grupos sedentarios (COS: -1,63 0,04; LOS: -1,49

0,15 bpm/mmHg), além de aumentar a resposta taguicardica no grupo COT (3,97 0,76 bpm/mmHg)
em relacdo aos demais grupos (COS: 2,77 0,28, LOS: 1,51 0,17; LOT: 1,74 0,22 bpm/mmHg). A
variancia do intervalo de pulso foi maior nos grupos COT (90 25 ms’) e LOT (34 7,93 ms’) em
relacdo aos grupos sedentérios (COS: 28  14; LOS: 5 1,45 ms?). A banda de baixa frequéncia
normalizada do intervalo de pulso (IP) estava reduzida no grupo LOS (7 1,1 %) quando comparado

aos outros grupos estudados (COS: 32 10,7; LOS: 34,6 4,25; LOT: 31,3 3,2 %). Jaabanda de



alta frequéncia normalizada do IP estava maior no grupo LOT (52,6 6,6 %) em relacéo aos grupos
LOS (25,6 5%)eCOS (29,9 4 %) e se mostrou reduzida no grupo LOS em relagdo ao grupo COT
(42,7 4,2 %). Nao houve diferenca entre os grupos na variabilidade da presséo arterial sistdlica.
Foram obtidas correlacfes positivas entre o colesterol total e a pressdo arterial média (r= 0,85) e a
resposta bradicérdica (r= 0,9). Adicionalmente, obtivemos correl acbes negativas entre o colesterol total
e a variancia do IP (r= -0,7) e a banda de ata frequéncia (r= -0,75). O treinamento fisico induziu
melhora no perfil oxidativo evidenciado pela diminuicdo da QL nos grupos treinados (COT: 2198

344; LOT: 2250 524 cps/mg proteina) quando comparados aos sedentérios (COS: 3411  963; LOS:
3644 531 cps/mg proteina) e por aumentar a atividade daenzima SOD (COT: 2,1 0,1; LOT: 2,14

0,11 U/mg proteina) em relacdo ao grupo COS (1,34 0,2 U/mg proteina). O perfil nitrosativo
demonstrou aumento da concentragcdo de nitritos apenas no grupo LOT em relacdo aos demais grupos
avaliados. Foram obtidas correlacfes positivas entre a atividade da enzima SOD e a concentragdo de
nitrito (r=0,6) e a raz&o nitrito/nitrato (r=0,6). Concluindo, o treinamento fisico induziu melhora no
controle autonémico da circulagcdo de camundongos LDL Knockout submetidas a privacdo dos
hormonios ovarianos associado a reducdo do colesterol sanguineo e também do estresse oxidativo.
Dessa forma, nossos dados sugerem que o treinamento fisico € uma importante abordagem néo

farmacol 0gica na prevencéo e/ou reabilitacdo de mulheres menopausadas com dislipidemia.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases have shown as an important cause of morbi-mortality in individuals of both
sexes. Post menopausal women frequently present aterations in the lipidic profile that can be
associated to the increases in cardiovascular risk at this phase. On the other hand, exercise training has
been recognized as a non pharmacologica treatment for metabolic and cardiovascular diseases. The
aim of the present study was to investigate the effects of exercise training on cardiovascular autonomic
control and oxidative and nitrosative profile in ovariectomized control and LDL-Knockout mice.
Ovariectomized (bilateral ovaries removal) control (C57) and LDL cholesterol receptor Knockout
female mice were divided into 4 groups: sedentary ovariectomized control group (SOC, n=14), trained
ovariectomized control group (TOC, n=14) sedentary ovariectomized LDL Knockout group (SOL,
n=19) and trained ovariectomized LDL Knockout group (TOL, n=19). One week after the ovariectomy,
the trained groups were submitted to an exercise training protocol on atreadmill for 4 weeks (1h/day; 5
days/week; 50-65% of maximum speed of running). Plasmatic triglycerides and cholesterol were
measured after 4 hours of fast in the beginning and at the end of the protocol. The arterial pressure (AP)
and heart rate (HR) were recorded and processed in conscious mice using a data acquisition system
(CODAS, 4KHz). Baroreflex sensitivity was evaluated by tachycardic (TR) and bradycardic (BR)
responses to AP changes induced by sodium nitroprusside and phenylephrine, respectively. The
autonomic modulation was analyzed by the heart rate variability and the systolic arterial pressure
variability in time and frequency domains (Fast Fourier Transformated (FFT) method). Oxidative
profile was measured in cardiac tissue by chemiluminescence (CL) and superoxide dismutase (SOD)
and catalase (CAT) activities. The nitrosative profile was evaluated by nitrite and nitrate concentrations
in cardiac tissue. No differences were observed in body weigh in the beginning and at the end of the

protocol between groups. The plasmatic triglycerides were similar between groups in the beginning of



the study, and were increased in LDL Knockout groups as related to control groups and aso as
compared to initial values. Ovariectomy induced increase in the total cholesterol in both LDL groups,
however the exercise training reduced this parameter in lot group (191 22.3 mg/dL) in relation to
SOL group (250 9.2 mg/dL) at the end of the protocol. The trained groups demonstrated higher
physical capacity determined by increased maximum velocity of running in the maximal test (TOC:
264 0.04; TOL: 273 0.14 Km/h) after training as compared to sedentary groups. The heart rate
was reduced in trained groups (TOC: 501 18; TOL: 535 14 bpm) in relation to sedentary groups
(SOC: 569 16; SOL: 600 14 bpm). Furthermore, reduced mean arterial pressure was observed in
trained groups (TOC: 106 2.5; TOL: 101 2.7 mmHg) in relation to sedentary groups (SOC: 127 4
and SOL: 125 2.8 mmHg). The baroreflex sensitivity to tachycardic response was impaired in LDL
Knockout group as compared to control groups. Exercise training induced an improvement in
bradycardic reflex response in TOC (6.8 1.4 bpm/mmHg) and TOL animas (4.24  0.62
bpm/mmHg) in relation to SOC (1.63 0.04 bpm/mmHg) and SOL animals (1.49 0.15 bpm/mmHg).
The tachycardic response were also higher in TOC group (3.97 0.76 bpm/mmHg) when compared to
other groups (SOC: 2.77 0.28; SOL: 1.51 0.17; TOL: 1.74 0.22 bpm/mmHg). The R-R variance
was increased in trained groups (TOC: 90 25; TOL: 34 8 ms?) in relation to sedentary groups
(SOC: 28 14; SOL: 6.6 1.5ms?). The high frequency band (HF) of pulse interval (IP) was higher in
TOL (53 7 ms?) as compared to SOL and SOC groups (26 6and 30 7 ms?). The systolic arterial
pressure variability was similar between studied groups. Significant positive correlations were obtai ned
between total cholesterol and mean arterial pressure (r= 0.85) and bradycardic response (r= 0.9).
Additionally a negative correlations were obtained between total cholesterol and variance of IP (r= -
0.7) and HB band of IP (r=-0.75). CL was reduced in trained groups (TOC: 2198 344; TOL: 2250

524 cps/mg protein) in relation to sedentary groups (SOC: 3411 963; SOL: 3644 531 cps/mg

protein). SOD activity was increased in trained groups (TOC: 21  0.1; TOL: 214 0.11 U/mg



protein) as compared to SOC group (1.34 0.2 U/mg protein). The nitrosativo profile showed increase
in nitrite concentration only in LOT group in relation to the other studied groups. Significant positive
correlations were obtained between SOD activity and nitrite concentration (r= 0.61) and the relation
nitrite/nitrate (r= 0.59) in cardiac tissue. In conclusion, trained LDL-knockout ovariectomized mice
showed an exercise training-induced improvement in cardiovascular autonomic control associated with
cholesterol and oxidative stress reductions, suggesting an important role of this non-pharmacological

treatment in the rehabilitation of post-menopause women with dislipidemia.



1. INTRODUCAO
1.1 Menopausa e risco car diovascular

As doengas cardiovascul ares representam uma das mais importantes causas de morte nos paises
ocidentais. Aproximadamente um milh&o de pessoas morrem de doencas cardiovasculares somente nos
Estados Unidos. Um grande nimero dessas mortes anuais sdo devido a infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral e doencarenal crénica (Bouchard, 2003; Nahas, 2001).

O inicio da equivaéncia nas taxas de eventos cardiovasculares entre os sexos coincide com o
advento da menopausa e consegiientemente da privacdo estrogénica (Brenner, 1988). Assim, atribui-se
aos hormonios estrogénios a protecdo cardiovascular que as mulheres apresentam até a menopausa
(Stampfer et a., 1991).

A pressdo arterial (PA) € mais elevada em homens do que em mulheres até a faixa etaria de 60
anos (Burt et a., 1995). Apoés esta fase, a PA (particularmente a sistélica) aumenta nas mulheres e a
hipertensdo torna-se mais prevalente (Stamler et al., 1976) ou pelo menos igualmente prevalente em
homens e mulheres. Estudos da literatura demonstram que os horménios ovarianos podem ser
responsaveis pela PA mais baixa em mulheres pré-menopausa pelo aumento da PA em mulheres
menopausadas (Staessen et a., 1997), resultados semelhantes foram observados em animais
(Recckelhoff et al., 2000). Por essas razdes, € de extrema importancia compreender 0os mecanismos
envolvidos naregulacéo da pressdo arterial.

A manutencdo da fungdo cardiaca normal é obtida através de varios mecanismos, entre eles,
regulacéo neural cardiaca pela integragdo da atividade nervosa do sistema nervoso autbnomo:
simpético e parassimpatico. Além disso, 0 controle da homeostase cardiovascular € dependente da
atuacdo dos reflexos originados nos pressoreceptores arteriais, cardiopulmonares e sua integragdo
centra (Mancia et a., 1994). Estes reflexos contribuem de forma importante para que em

circunstancias normais, a pressao arterial seja mantida em estreita faixa de variagdo permitindo a



perfusdo tecidual adequada, principamente em territorios que tém pequena capacidade de dterar a

resisténcia periférica como € o caso da circulacdo cerebral.

A andise espectral (AE) dos sinais de PA e de freqiéncia cardiaca (FC) tem alcancado
consideravel interesse por ser um método ndo invasivo que estima atividade neural e ndo neural para
oscilacbes a curto e longo prazo dessas variaveis. Os agoritmos mais utilizados para o
desenvolvimento da poténcia espectral sdo atransformada rapida de Fourier e a analise autorregressiva.
Com esse tipo de andlise podemos obter 0s espectros com suas respectivas poténcias a partir de bandas
de fregliéncia pré-determinadas, caracterizadas por modulacéo dos ramos simpaticos (oscilagcdes de
baixa frequéncia, BF) e parassimpatico (oscilacbes de ata freqiéncia, AF) do sistema nervoso
auténomo. Além da andlise espectral da FC e da PA separadamente, 0 espectro cruzado destas
variavels pode indicar um acoplamento entre elas em determinadas freqiéncias que usuamente €
encontrada na BF (associado ao simpatico e ao barorreflexo) e na AF (respiracdo), representada pela
andlise de coeréncia entre a PA e FC. Hoje, a variabilidade da freqgtiéncia cardiaca (VFC) tem sido
aceita como um método funcional de avaliacdo da modulacéo autonémica cardiovascular, além de ser
cada vez mais aceito como um fator de prognéstico de mortalidade, especialmente pos-infarto do
miocéardio e de insuficiéncia cardiaca congestiva (Task Force, 1996).

Além da AE, a avaiagdo dos pressorreceptores € uma excelente medida da modulacéo
autonébmica cardiovascular. Os pressorreceptores arteriails sd0 mecanorreceptores sensiveis as
deformages da parede vascular. Estes mecanorreceptores estdo |ocalizados principalmente na crosta da
aorta e no seio carotideo, e devido ao seu alto ganho constituem-se na forma mais importante de
controle da presséo arterial em curto prazo, ou sga, momento a momento (lrigoyen et al., 2005; De
Angelis et a., 2004b). Além do controle reflexo da atividade autonémica, os pressorreceptores também

exercem control e tonico sobre a atividade simpética (inibicdo) e parassimpética (estimulacdo). Assim o



comprometimento da funcdo dos pressorreceptores poderia atuar como elemento permissivo ao
estabelecimento de ateracGes primérias de outros mecanismos de controle da funcéo cardiovascular,
por ndo modular a atividade simpética e parassimpati ca adequadamente (Irigoyen et al., 1995; Irigoyen
et a., 2005). Embora os receptores arteriais sejam capazes de se adaptar aguda e cronicamente a altos
niveis de PA (Krieger 1989), a disfuncéo barorreflexa tem sido documentada na hipertensdo arterial e
em outras doencas cardiovasculares em estudos clinicos e experimentais (Zanchetti & Mancia 1991).
Ha dados na literatura sugerindo que a atenuacdo do baroreflexo pode ser causa e/ou conseqiiéncia da

hipertensdo (Zanchetti & Mancia 1991).

Nas doengas cardiovasculares de uma maneira geral, as ateracOes da atividade simpatica sdo
bem mais conhecidas e estudadas que as do parassimpatico, constituindo as mais fortes evidéncias da
disfuncdo autondmica (De Angelis et a., 2004). Entretanto, existe um consenso de que a funcdo vagal
preservada € benéfica na manutencdo da variabilidade da pressdo arterial, com consequiente protecéo de
lesdo de 6rgéo avo (Su & Miao, 2001).

Além disso, estudos vém demonstrando que mulheres menopausadas com mais de 55 anos
apresentam aumentado risco para doencas cardiovasculares decorrentes de disfuncdes do endotélio
vascular. Outros fatores de risco associados a disfuncéo endotelial sdo o tabagismo, a hipertensdo
arterial, a didlipidemia, a histéria familiar de doenca coronéria prematura e o diabetes melito (NCEP,
2001). Estudos experimentais vém colaborando para 0 melhor entendimento dos processos envolvidos
no aumento do risco cardiovascular apds a menopausa (Hanke et al., 1994). Estes trabalhos sugerem
gue um dos vérios mecanismos de cardioprotecdo dos estrogénios seria a preservacdo da funcdo
endotelial, através, por exemplo, da inibicdo da proliferacdo das células musculares lisas, das agdes
antioxidantes e da melhora na reatividade vascular, os quais induziriam um melhor equilibrio nafuncdo

vasodilatadora/vasoconstritora com consequente diminuic¢ao dos riscos cardiovascul ares.



As células endoteliais revestem toda a arvore vascular do corpo, representando a principa
barreira entre os elementos do sangue e a parede arterial. E considerado um tecido metabolicamente
muito ativo sendo capaz de produzir vérias substancias vasoativas, entre elas o 6xido nitrico (NO). O
NO tem sua acdo muito rgpida, e em poucos segundos sofre oxidagdo gerando nitrito ou nitrato.
Entretanto, alguns estudos mostram que o nitrito pode ser fonte para producdo de NO em algumas
situacOes patoldgicas como na hipertensdo. Yu et al. (1994) demonstraram que a concentracéo da
enzima oxido nitrico sintase estava aumentada apds 15 minutos de hipoxia com um aumento da fracéo
de nitrito/nitrato. Zweier et a. (1999) sugerem que o NO pode ser formado nos tecidos a partir do
nitrito sob condicdes onde ha maior acidez tecidual, caso da isquemia cardiaca. Além disto, a maior
geracéo de EROs pode causar uma diminuicdo do NO biodisponivel, o que induz prejuizo na funcéo
endotelial, levando (entre outras) a uma reducéo na vasodilatacdo dependente do endotélio (Panza et
al., 1990).

De fato, dentre os diversos fatores que podem contribuir no desenvolvimento das doencas
cardiovasculares, atualmente tem-se conferido aos radicais livres uma importante participacdo na
fisiopatol ogia dessas patologias. Nesse sentido, tendo em vista que no climatério pode ocorrer maior
producdo de EROs com concomitantemente diminuicdo da capacidade antioxidante, estudos devem ser
conduzidos para avaliar os efeitos deletérios do estresse oxidativo sobre o sistema cardiovascular nesta

fase de vida das mulheres.

1.2 Estresse oxidativo e doenca car diovascular

Radicais livres sd0 atomos ou moléculas que possuem um el étron desemparelhado na sua Orbita
externa (Del Maestro, 1980), gerando um atomo ou molécula muito instavel. Os el étrons ndo-pareados
tém vida média curta e conferem ata reatividade aos radicais livres (Olszewer et a., 1980). A

formac&o dos radicais livres ocorre por reagdes de Oxido-reducdo, que cedem (reacdo de oxidagdo) ou



recebem (reacdo de reducdo) elétrons. Essas reagGes ocorrem continuadamente, o que amplifica seu
efeito destrutivo sendo que o0 processo sO se encerra quando dois radicais livres se encontram,
neutralizam-se e atingem a estabilidade.

O oxigénio € um elemento essencia para a sobrevivéncia dos seres aerébios e 0 metabolismo
aerdbio, tem sido evidenciado como um importante meio de formacdo de radicais livres. Cerca de 98%
do oxigénio disponivel para 0 metabolismo é reduzido totalmente com a formacgéo de égua. Porém,
durante esse processo, sdo formados compostos intermedidrios como radicais superoxido (O-p),
hidroperoxila (HO,), hidroxila (OH) e compostos como o perdxido de hidrogénio (H.0O,), os quais
podem ser neutralizados com a entrada de el étrons (Schneider e Oliveira, 2004).

Alguns compostos como o H,O, e o HO,, derivados do metabolismo do oxigénio, ndo
apresentam elétron desemparelhado na Ultima camada eletronica, portanto, ndo sdo considerados
radicais livres. Por isso muitos autores preferem utilizar o termo ERMO para as “espécies reativas
derivadas do metabolismo de oxigénio” (Haliwell, 1992), ou ERO para as espécies reativas de
oxigénio. Assim, as EROs sdo produzidas naturalmente pela reducéo incompleta do oxigénio, gerando
espécies que apresentam alta reatividade para outras biomol éculas, principalmente lipidios e proteinas
das membranas celulares e, até mesmo, 0 DNA. Devido a sua interdependéncia com o metabolismo do
oxigénio, as EROs sdo continuamente formadas em pequenas quantidades pelos processos normais do
organismo. Entretanto, todas as células possuem um sistema de defesa antioxidante para reduzir ou
eliminar seus efeitos agressores (Halliwell, 1999). Esse sistema esta dividido em enzimético, que inclui
as enzimas superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) e o sistema
ndo enzimdtico, formado por compostos sintetizados pelo organismo humano (horménios sexuais,
&cido drico, melatonina e etc...) ingeridos através da dieta normal ou via suplementagdo (vitamina C,

vitamina E, beta caroteno e grupos fendis de plantas) (Schneider et al., 2004).



O organismo humano em situagdo néo patol dgica possui um equilibrio na razéo de producdo e
eliminacéo de radicais livres. Ao contrario, quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes, o organismo encontra-se
sob um estado comumente chamado de estresse oxidativo (Sies, 1986). O termo estresse oxidativo é
utilizado em circunstancias nas quais o “desafio” por radicais livres resulta em dano tecidua ou na
producdo de compostos toxicos ou danosos aos tecidos (Schneider et al., 2004). Neste contexto o
perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) € importante para a manutencéo
daintegridade celular.

Todos os componentes celulares séo suscetiveis a agéo das ERO, porém a membrana plasmética
€ uma das estruturas mais atingidas ocorrendo a peroxidacdo lipidica (oxidacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados), que acarreta modificagdes nas estruturas e na permeabilidade das membranas
celulares (Hershko, 1989). E importante enfatizar que as injlrias provocadas em consegiiéncia dessa
reatividade estéo relacionadas com uma série de doencas, incluindo doencas degenerativas tais como a
aterosclerose, as cardiopatias e o diabetes (Ames et. al., 1993).

De fato, os maiores fatores de riscos para a aterosclerose como a hiperlipidemia, diabetes,
hipertensdo e o cigarro estdo relacionados com um prejuizo na biodisponibilidade de NO (Harrison,
1997; Creager, 1990). Gryglewski et a. (1986) demonstraram que o NO pode ser destruido pelo radical
superéxido e protegido por scavengers de ERO como a SOD. Dessa forma, a reducdo na
disponibilidade de NO pode resultar ndo s6 da diminuicéo da atividade das vias de producdo de NO
como também do aumento da inativagdo oxidativa do NO pelo radical superdxido. A disfuncdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio, associadas a0 aumento do estresse oxidativo, particularmente
com a maior producdo do radical superéxido, tem sido observada em pacientes com hipertensdo,

hipercol esterolemia, diabetes, fumantes, além de velhos (Berry et a. 2001, Cai & Harrison 2000).



Além disto é importante ressaltar que o alto nivel de LDL colesterol tem sido considerado um
determinante de biomarcadores de estresse oxidativo (Al-Benna et a., 2006), que esta correlacionada
a0 aumento da morbi-mortalidade dos individuos (Manninen et al., 1992), sendo demonstrada uma
correlacdo negativa entre afuncéo endotelial e o estresse oxidativo e a concentracdo da LDL colesteral.
Nesse sentido, sugere-se que a elevacdo da pressdo arterial pode estar relacionada a um quadro de
disfuncdo endotelial decorrente do aumento do estresse oxidativo. Adicionamente, a sensibilidade dos
pressorreceptores, que esta diminuida em diversas doencas cardiovasculares (Chapleau et al., 2001),
parece ser prejudicada em uma situacdo de estresse oxidativo (Irigoyen et al., 2005; Rabelo et al.,

2001).

1.3 Beneficios do treinamento fisico

Os beneficios cardiovasculares, metabolicos e autondmicos ap0s 0 exercicio fisico agudo e
crénico tém levado muitos investigadores a sugerir o treinamento fisico como uma conduta néo-
farmacologica importante no tratamento de diferentes patologias como o diabetes mellitus, a
hipertensdo arterial e ainsuficiéncia cardiaca (Negréo & Barreto, 1998; La Rovere et a., 2002)

O treinamento fisico pode provocar ateracfes neurovegetativas e cardiovasculares importantes.
Bradicardia de repouso foi verificada em ratos e camundongos normotensos jovens (Negréo et a.,
1992, De Angelis et al., 2004), ou ratos velhos (De Angelis et al, 1997) e em humanos (Katona et al.,
1982). As razdes da reducéo da FC ainda permanecem ndo esclarecidas totalmente, embora se saiba
que elas estdo relacionadas a ateracbes na modulagdo autondémica e/ou atividade marcapasso. Além
desses achados, estudos em ratos diabéticos e hipertensos tém demonstrado melhoras cardiovasculares
importantes decorrentes do treinamento fisico (Silvaet al., 1997; De Angelis et a., 2000; De Angdlis et

a., 1999). Trabahos realizados em humanos (McDonald et al., 1993) e animais (Negréo et a., 1992;



De Angelis et a., 2004) tem detectado importantes modificactes no arco reflexo pressorreceptor apos
um periodo de treinamento fisico, em normotensos. Em ratos SHR e ratos diabéticos, verificou-se a
melhora da sensibilidade reflexa para a bradicardia e taquicardia ap0s o treinamento fisico (Silvaet a.,
1997; De Angdlis et al., 2002). Recentemente, nosso grupo demonstrou que o treinamento fisico
diminui a PA e a FC de repouso, dém de aumentar a sensibilidade barorreflexa em ratas
ooferectomizadas. Clinicamente, La Rovere et a. (2002) demonstraram que o treinamento fisico apds o
infarto do miocardio pode modificar favoravelmente a sobrevida em longo prazo de pacientes do sexo
masculino e que este beneficio esta provavelmente relacionado a melhora da sensibilidade barorreflexa
e consegiientemente, do balanco autondmico apods treinamento fisico nestes individuos infartados.

Quanto ao estresse oxidativo, vale ressaltar que as EROs estdo aumentadas nos exercicios de alta
intensidade e extenuantes. Por outro lado sabe-se que a atividade fisica, através do treinamento, é capaz
de disparar adaptacdes em resposta a uma maior producéo destes radicais livres. Neste sentido, estudos
recentes estabelecem o papel da atividade fisica na prevencéo e controle de varias doengcas como
diabetes, hipertensdo, dislipidemia e aterosclerose entre outras (Albright, 2000).

Segundo Vina et al. (2000) o grau de estresse oxidativo e de dano muscular ndo depende da
intensidade absoluta de exercicio, mas do grau de exaustéo da pessoa que realiza o exercicio. Nesse
sentido, alguns mecanismos de adaptacdo ao exercicio sdo propostos na literatura como forma de
diminuir os danos causados pelos radicais livres. Gutteridge et al. (1985) verificaram um aumento na
concentracdo de ferro e cobre no suor de atletas apds o exercicio, especulando-se que a excrecdo de tais
metais diminuiria a extensdo dos danos oxidativos mediados por eles. Além disso, com esses
resultados, Alessio (1993) verificou um aumento da lipoperoxidagdo em ratos, situagdo induzida por
cargas de exercicio. Entretanto, esse estresse era mais bem tolerado por ratos treinados, sugerindo uma
adaptacdo dos sistemas antioxidantes. De fato, outros estudos demonstraram adaptacdes enziméticas

frente ao estresse oxidativo iniciado pelo treinamento. Ji (1992) demonstrou que uma carga de trabalho



exaustivo produzia um aumento da lipoperoxidacdo e também um incremento das enzimas
antioxidantes GPx, CAT e SOD. Margaratis (1997) relacionou positivamente o aumento do VO, max.
com uma maior atividade e consequiente maior protecdo antioxidante. Venditti e Di Meo (1997)
comprovaram essa teoria a0 submeterem ratos adultos ao treinamento regular durante um ano e
verificaram o aumento das defesas antioxidantes proporciona ao aumento da capacidade de resisténcia
aerdbia, limitando o dano tecidual causado pelos radicais livres.

Da mesma forma que os estudos envolvendo individuos do sexo masculino ou amostras mistas,
verificamos recentemente em nosso laboratorio uma reducdo da peroxidacdo lipidica, acompanhada de
melhora da atividade de enzimas antioxidantes, no musculo cardiaco e no musculo gastrocnémio em
ratos fémeas submetidos & ooforectomia e ao treinamento fisico (Irigoyen et a., 2005). E interessante
notar que em alguns trabalhos do nosso grupo, a reducdo do estresse oxidativo tém sido correlacionada
com melhora em parametros cardiovasculares em trabalhos com ratos machos velhos ou com
insuficiéncia cardiaca e em ratos fémeas submetidos a privacdo dos horménios ovarianos (De Angelis
et a., 1997; Rabelo et al., 2001; Irigoyen et ., 2005).

Dessa forma, nota-se que o treinamento fisico € capaz de induzir adaptacdes importantes nos
mecanismos de controle cardiovascular com evidéncias que esses beneficios podem estar associado a
reducdo do estresse oxidativo. Vae ressaltar ainda que 0S mecanismos responsaveis por estas
adaptacdes particularmente no sexo feminino ndo foram esclarecidos, ja que a maioria dos estudos foi
realizada em amostras do sexo masculina ou mista. Nesse sentido, a utilizagdo de modelos
experimentais vem contribuindo para o entendimento dos mecanismos que induzem melhora
cardiovascular apds o treinamento fisico, sendo, portanto, relevante o uso de modelos animais que
tenham disfungdes semelhantes, como hipertensdo e dislipidemia, as apresentadas por mulheres no

climatério.



1.4 O uso de animais geneticamente modificados para o estudo de alter acbes car diovascular es

Os avancos das técnicas de biologia molecular permitiram o desenvolvimento de animais
geneticamente modificados. Camundongos tém sido fregiientemente utilizados como modelo animal
para alteracbes genéticas. Assim, 0 estudo dos sistemas bioldgicos desta espécie tem sido alvo de
muitos estudos recentes, principalmente, para a compreensdo dos genes que controlam hormaonios ou
receptores envolvidos nos mecanismos de gjustes do sistema cardiovascular (Just et al., 2000, Janssen
et a., 2000). As pesquisas utilizando camundongos, comecaram com 0O desenvolvimento do
camundongo aterogénico tradicional, que pode ser knockout do receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDLr) ou knockout da apolipoproteina E (apoE). Tais experimentos forneceram grandes
progressos na pesquisa em hiperlipidemias e incentivaram a criacdo de varios modelos modificados de
camundongos aterogénicos que gerem lesdes com caracteristicas mais proximas das lesdes
ateroscleréticas humanas através da inducdo da hipercolesterolemia (Ohashi et al., 2004). Neste
trabalho foram utilizados camundongos knockout LDLr devido ao fato deste modelo ser mais proximo
da hiperlipidemia humana que o model o apoE (Ohashi et al., 2004).

Em camundongos LDLr knockout, apresentam aumento no colesterol total (>700 mg/dl), quando
submetido a dieta aterogénica com 1,25% de colesterol (Ishibashi et al., 1994) e observa-se maior nivel
de LDL colesterol no plasma sangliineo em condi¢cdes basais e especialmente sob dieta rica em
colesterol, pois o receptor do LDL, que se localiza namembrana celular e faz o transporte de LDL para
o interior da célula, foi inibido a partir de uma inativacdo génica feita no cromossomo 19 responsavel
pela atividade desse receptor (Pynn et a., 2004; Janssen et al., 2000). Todavia, devido a caréncia de
LDLr, observa-se nivel de colesterol aumentado no grupo knockout mesmo quando submetido a dieta
padrdo. De fato, resultados preliminares de nosso laboratério demonstram niveis de colesterol em
torno de 200-300 mg/dl em camundongos LDLr knockout em comparagdo a camundongos controles

gue apresentam valores abaixo de 130 mg/dL. Os valores de colesterol obtidos em vigéncia de dieta



padréo aproximam-se dos observados em humanos com hipercol esterolemia. Dessa forma, no presente
estudo optamos pela utilizacdo de dieta padrdo, a qual ndo tem sido associada a niveis extremante
elevados de LDL plasméticos.

A grande maioria dos estudos experimentais (ratos ou camundongos), ou mesmo em humanos,
avaliaram machos, o0 que pode gerar problemas na transposi¢aéo dos resultados para o sexo feminino.
Marsh et a. (1999) demonstraram que camundongos fémeas LDLr Knockout submetidas a retirada dos
ovarios apresentaram mais |esdes ateroscleréticas em comparagéo afémeas LDLr knockout normais ou
submetidas a privagdo estrogénica e suplementadas com estradiol, sugerindo que a menopausa
(privacdo dos horménios ovarianos) possa representar um fator de risco para aterosclerose. Neste
aspecto, as disfuncdes cardiovasculares poderiam ser atenuadas através de abordagens terapéuticas
como o treinamento fisico, modificando o desenvolvimento das complicacfes relacionadas a
hipercol esterolemia e a privacdo dos hormonios ovarianos.

A padronizagao das respostas cardiovasculares e autondmicas de camundongos machos normais
ao treinamento fisico recentemente publicado por nosso grupo (De Angelis et al., 2004) associado ao
dominio das técnicas propostas no presente projeto permitira a investigacdo dos mecanismos
fisiol6gicos envolvidos nos beneficios do treinamento fisico em um modelo animal de aterosclerose e

menopausa.

1.5 Justificativa do estudo

Estudos tém evidenciado um grande aumento na incidéncia de doengas cardiovasculares em
mulheres principalmente apds 0 evento da menopausa, 0 que acarreta um enorme custo econdmico e
socia. Diversas terapias tém sido propostas para minimizar os efeitos deletérios da privagdo dos

hormonios ovarianos sobre o controle metabdlico e cardiovascular no sexo feminino. Entre elas,



podemos citar o treinamento fisico que € indicado como importante abordagem ndo-farmacol 0gica para
o tratamento e/ou prevencdo das doencas cardiovasculares. Entretanto, grande parte dos estudos que
visavam avaliar os mecanismos envolvidos nas disfungdes cardiovascul ares foi realizado com amostras
do sexo masculino ou mistas. Nesse sentido, devido as diferencas metabdlicas, fisicas e hormonais
existentes entre homens e mulheres, o estudo das adaptaces induzidas pelo treinamento fisico em um
modelo experimental de menopausa e dislipidemia tem grande relevancia para o entendimento dos
mecanismos envolvidos nos possiveis beneficios induzidos por esta abordagem nesta fase de vida da

mulher, podendo inclusive auxiliar aintervencéo dos profissionais da salide nesta popul agéo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi verificar os efeitos do treinamento fisico em parametros metabdlicos,
hemodinamicos e no estresse oxidativo de camundongos fémeas selvagens e Knockout para o receptor

do LDL colesterol submetidas a privacéo dos hormonios ovarianos.

2.2 Obj etivos Especificos

Os objetivos especificos deste projeto foram verificar os efeitos do treinamento fisico em

camundongos fémeas oof orectomizadas controle e LDL Knockout nos seguintes parametros:

- peso corpordl;

- niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos;

- pressdo arterial e frequéncia cardiaca;

- sensibilidade dos pressorreceptores,

- modulagdo autondmica cardiaca;

- nivels cardiacos de nitritos e nitratos,

- estresse oxidativo e enzimas antioxidantes.



3.MATERIAISE METODOS

3.1 Animais e grupos

Foram utilizados camundongos fémeas controle (C57BL/6J), e Knockout para o receptor do
LDL colesterol (LDL Knockout) com peso inicial variando entre 20 e 25 gramas e idade entre 8-9
meses, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os
camundongos foram mantidos em gaiolas, em local com temperatura ambiente controlada entre 22 -
24°C e com ciclo claro/escuro de 12/12 horas no Biotério da USJT. Os camundongos selvagens e o
LDL Knockout ooforectomizado foram alimentados com agua e racéo padréo “ad libitum”. Os animais

foram divididos aleatoriamente em quatro grupos.

- controle ooforectomizado sedentario (COS);
- controle ooforectomizado treinado (COT);
- LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS);

- LDL Knockout ooforectomizado treinado (LOT).

Vale destacar que 8 animais foram utilizados em cada grupo para as avaliagbes hemodinamicas
e autondmicas. As andlises de quimiluminescéncia, enzimas antioxidantes, nitritos e nitratos foram
realizadas em outros 6 animais de cada grupo. Adicionalmente 5 animais dos grupos LOS e LOT foram

utilizados para as medidas darazéo GSH/GSSG.



3.2 Sequéncia experimental
O protocolo seguiu a sequiéncia experimental apresentada na figura 1. Os procedimentos seréo
descritos a seguir. E importante ressaltarmos que os animais utilizados para a avaliagdo do estresse

oxidativo foram sacrificados 2 dias ap06s o término do protocol o de treinamento fisico.
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Figura 1. Sequéncia experimental. TGL.: triglicérides; PA: pressdo arterial; FC: frequéncia cardiaca.

3.2.1 Ooforectomia

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (120:20 mg/Kg im) e
colocados em decubito dorsal para que se realize uma pequena incisdo em paralelo com a linha do

corpo na pele e na musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovérios foram localizados e



foi realizada a ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sanguineos. Os ovidutos foram seccionados e
os ovarios removidos. A musculatura e a pele foram suturadas (Marsh et a., 1999, Irigoyen et a.,

2005).

3.2.2 Teste de esfor co maximo

Todos os grupos estudados foram submetidos a um protocolo de teste de esforco maximo em
esteira ergométrica no inicio e no final do programa de treinamento fisico. Este teste teve o intuito de
avdiar a capacidade fisica dos animais e consegientemente serviu de base para prescricdo do
treinamento fisico para os grupos treinados bem como pode evidenciar a melhora na capacidade
aerdbia apos o periodo de treinamento fisico. O teste consistiu em colocar o animal correndo na esteira
a 0,3 km/h por 3 minutos, sendo esta carga incrementada em 0,3 km/h a cada 3 minutos até que o
animal atinja a exaustdo. A exaustdo foi determinada pela permanéncia do animal no final da raia de
corrida mesmo se estimulado pelo avaliador. O tempo de teste e a velocidade da Ultima carga realizada
por completo foram anotados e serviram para fazer a média de capacidade aerdbia de cada grupo (De
Angdlis et a., 2004). Foi utilizada a velocidade da ultima carga completa do teste de esforco maximo

para se estabel ecer amédia do grupo e também a vel ocidade do treinamento fisico.

3.2.3 Treinamento fisico

Cinco dias ap0s a cirurgia de ooforectomia os grupos treinados foram submetidos a um protocolo
de treinamento fisico em esteira ergométrica com velocidade e carga progressiva (Lhoradia/ 5 dias por
semana/50-60% da velocidade maxima de esfor¢o) durante 4 semanas conforme previamente descrito

(De Angeliset a., 2004).



Figura 2- Treinamento fisico em camundongos em esteira

ergomeétrica adaptada.

3.2.4 Canulacdo arterial e venosa

Apds o periodo de treinamento ou acompanhamento, os animais foram anestesiados com uma
mistura de cetamina e xilazina (120:20 mg/Kg im) e mantidos em mesa cirurgica aquecida (37° C) para
colocagdo de canulas na artéria carétida para registro da pressdo arterial e da freqliéncia cardiaca e, na
veia jugular, para a injecdo de drogas. Os camundongos anestesiados foram colocados em decubito
dorsal e utilizando-se de procedimentos assépticos e lupa cirdrgica (surgical microscope — DFV —
M90), foi realizada uma incisdo mediana na regido cervica e separacdo da musculatura pré-traqueal
paralocaizacdo daveiajugular e a artéria carétida. Foram implantadas céanulas de Tygon (0,05 mm de
didmetro interno), com 3,0 cm de comprimento, soldadas a um segmento de Cloreto de Polivinila (0,05
mm de didmetro interno), com 4,0 cm de comprimento e preenchidas com solucdo fisiologica
heparinizada (20 Ul/ml). A extremidade de cloreto de polivinila foi introduzida e fixada no vaso e a
extremidade de Tygon foi exteriorizada no dorso do animal na regido cervical e fixada com fio de

polipropileno (6-0) na pele. As canulas foram implantadas 48 horas antes do experimento.



Figura 3- Fotos ilustrativas da canulacéo da artéria carétida e veia jugular no camundongo.

3.2.5 Registro da pressao arterial

A PA e a FC em repouso foram registradas com o animal acordado e com livre movimentacéo
por 30 minutos, pelo menos 48 horas depois dos procedimentos cirdrgicos descritos acima. A canula
arterial foi conectada a um tubo de polietileno (PE-100) e este a um transdutor eletromagnético (Kent
Instruments, USA) que, por sua vez, foi conectado a um amplificador (General Purpose Amplifier,
Stemtech, Inc., USA). O sinal analdgico do pulso de pressdo arteria foi convertido para digital através
de uma placa de conversdo analogico-digital de 10 bits (CODAS, Datag Instruments, USA) e em
seguida, foi registrado batimento-a-batimento com uma freqiéncia de amostragem de 4000 Hz por
canal através do programa AT/CODAS (DataQ Instruments, Inc., Ohio, USA) (De Angelis et al.,

2004).

3.2.6 Avaliacao da sensibilidade dos pressor r eceptor es

ApoGs o registro de repouso, drogas vasoativas foram injetadas na canula da veia jugular com uma
seringa de Hamilton (100 |) para avaliacdo do barorreflexo. A sensibilidade dos barorreceptores foi
testada através da infusdo de doses crescentes (volume maximo de 25 |) de fenilefrina (80 a 250
ng/kg) e de nitroprussiato de sodio (100 a 250 ng/kg). Fenilefrina e nitroprussiato foram infundidas

randomicamente entre 0s animais, iniciando-se a sessdo com um ou outro farmaco (De Angelis et al.,



2004).

Para avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores, o pico maéximo ou minimo da PAM foi
reduzido dos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a variagdo maxima da FC foi
reduzida dos valores de FC do periodo controle, imediatamente antes da infusdo das drogas, para
posterior quantificagdo das respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo indice calculado

através divisdo da variagéo da FC pelavariagdo daPAM (De Angelis et al, 2004).

Fenilefrina (8ng/kg, ev)

- PA TFC

Nitroprussiato de Sodio (8 ir g/kg, ev)

“PA - FC -
1seg -

Figura 4- Registro da respostas reflexas induzidas pelainjecdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio

em camundongo.

3.3 Avaliagéo da modulagdo autondmica

3.3.1 Andliseda variabilidade do intervalo de pulso

A variabilidade do intervalo de pulso foi obtida pela andlise do tacograma a partir do registro da

PAS, onde a fregiiéncia dos batimentos foi determinada pelo intervalo entre dois picos sistélicos. Para



essa andlise foram utilizados registros estaveis, de no minimo 5 minutos e com frequéncia de
amostragem de 4.000 Hz. Também dois componentes foram obtidos na andlise espectral: baixa
fregiiéncia (BF, 0,20-0,75 Hz) e dta frequéncia (AF, 0,75-3,0 Hz). Os dados foram expressos em
unidades normalizadas (n.u.). O componente BF é usado como um indice da atividade simpatica. O
componente AF € usado como um indice da atividade parassmpética. A relacdo BF/AF indica o

balanco simpato-vagal (Ishise, Asanoi et al. 1998).

3.3.2 Andlise da variabilidade da pressdo arterial sistélica
A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a ferramenta de anaise
tempo-frequiéncia da variabilidade da presséo arteria sistolica. No dominio do tempo a variabilidade da
PASfoi quantificada pela média do desvio padréo.
A andlise no dominio da fregiiéncia consistiu da decomposi¢éo do sistograma pela Transformada
Réapida de Fourier (FFT). Apos esse remodelamento matemético, foram obtidas as poténcias absolutas

na banda de baixa frequéncia (BF, 0,20-0,75 Hz).

3.4 Analises bioquimicas
3.4.1 Deter minacgao das concentracgdes sanguineas de colester ol total etriglicerideos.

As concentragdes sanguineas de colesterol total e triglicerideos foram determinados no inicio e
no final do protocolo apds 4 horas de jgjum através de uma gota de sangue obtida de um pequeno corte

na cauda do animal com o uso do aparelho ACCUTREND da Roche.



3.5 Preparacéo dos tecidos

Apls as avaliagdes hemodidmicas, os animais foram pesados e sacrificados através de
decaptagdo. O coragdo foi coletado e congelado (-70°C) para andlise de estresse oxidativo e das
atividades de enzimas antioxidantes.

Para andlise os tecidos foram homogeneizados durante 30 segundos em um homogenei zador
Ultra-Turrax (Staufen, Alemanha), com KCI 1,15% (5 ml por grama de tecido) e fluoreto de fenil metil
sulfonila (PM SF), na concentracdo de 100mmol/L em isopropanol e na quantidade de 10nL./mL de KCI
adicionado. O PMSF € um inibidor de proteases, e sera utilizado para que ndo hgja degradacdo das
enzimas das quais a atividade foi medida. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10
minutos a 3000 rpm, em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C (Sorva RC 5B-rotor SM24, Du Pont
Instruments, EUA), e o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -70°C para as dosagens

posteriores (Llesuy et a, 1985).

3.6 Dosagem de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e colaboradores, que utiliza

como padréo uma solugdo de albumina bovina na concentragdo de 1Img/mL (Lowry, 1951).

3.7 Medidas de estresse oxidativo

3.7.1 Quimiluminescéncia (QL) iniciada por hidroper6xido detert-butil (TBOOH)
A determinacdo da quimiluminescéncia iniciada por hidroperoxido de tert-butil (QL) em
homogeneizados de tecido cardiaco tem sido utilizada para detectar a ocorréncia de estresse oxidativo

em varias situacOes patolbgicas experimentais, tais como cardiotoxicidade induzida por adriamicina



(Llesuy et al., 1990), camundongos portadores de tumores (Boveris et a., 1985), tratamento cronico
com etanol (Boveriset al., 1983), perfusdo do coracdo com H,0, (Bello-Klein et al., 1994).

O método consiste em adicionar um hidroperéxido organico de origem sintética (hidroperoxido
de tert-butil) a0 homogeneizado de tecido em estudo. Avalia-se a capacidade de resposta, mediante a
determinacdo da QL produzida, em grande parte, pelas carbonilas excitadas e oxigénio singlet da

amostra, que foram formadas na reacéo radicalar.

3.7.2 Glutationa Total

A glutationa total mede a reacéo de oxido reducéo entre GSH e GSSG. O meio de reagdo no qual
serarealizado o ensaio consiste em uma solucdo de tampéo fosfato 300 mM  (NaHPO,4.1H,0), e uma
solucdo de DTNB (acido ditionitrobenzéico). No momento do ensaio, agrega-se 1 mL de tampéo

fosfato, 100nmL. de DTNB, zera-se 0 espectro e apds acrescenta-se 250 L. amostra (Beutler et al. 1963).

3.7.3 Glutationa Reduzida

A medida da GSH é feita através de sua reacéo com o DTNB, formando um composto corado
TNB que pode ser medido espectrofotometricamente a 414 nm. Ser&o utilizados os seguintes reagentes:
&cido Perclorico 2M com EDTA 2 mM; hidroxido de Potéassio 2M com MOPS 0,3M; DTNB 6 mM em
tampéo fosfato 100 mM com EDTA 1mM pH 7,5 e Tamp&o Fosfato 100 mM pH 7,5. Na sequéncia
serd acrescentado 300 nlL de acido perclérico a 300 L de amostra, e centrifugado este volume a 5000
g por 5 minutos. ApOs sera retirado o sobrenadante, este sera neutralizado com KOH até um pH entre
7,0 e 8,0. Novamente sera levado a centrifuga (5000 g por 5 minutos). Com o sobrenadante, sera
determinada a GSH, utilizando igual volume de sobrenadante e de DTNB. O resultado sera dado em

nmol por mg de proteina (Akerboom et al., 1981).



3.7.4 Glutationa Oxidada

Se adiciona a amostra &cido perclérico, os quais seréo colocados em epndorf e centrifugados,
posteriormente € neutralizado com CO3HK. Desta extraio uma aliquota de 60mL + 60 mL DNTB +
60 mL GSSH e 60 mL NDPH. A leitura é realizada em espectrofotometro 414 nm.

Uma vez neutralizada com CO3HK € adicionado 5 ml de 2 vinil piridina e deixa-se repousar por
uma hora atemperatura ambiente. Logo se repete o processo anterior. A diferencaentre aprimeirae a

segunda leitura € a GSSG (Tietze, 1969).

3.8 Medida da atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco

3.8.1Catalase (CAT)

A taxa de decomposicéo do peréxido de hidrogénio é diretamente proporciona a atividade da
CAT, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem com relacéo a este. Desta forma, 0 consumo
de H,O, pode ser utilizado como uma medida de atividade daenzima CAT.

O ensaio consiste em medir a diminuicdo da absorbancia a 240nm, comprimento de onda onde h4
amaior absor¢do pelo peréxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido a altaenergia do
comprimento de onda no qual foram realizadas as medidas. Para a realizacéo das medidas foi usada
uma solugdo tampédo constituida de fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9L deste
tampdo e 10nL de amostra de tecido na cubeta do espectrofotébmetro, sendo esta mistura descontada
contra um branco de tamp&o fosfato. A seguir foram adicionados 35nL de perdxido de hidrogénio (0,3
mol/L) e foi monitorada a diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os

resultados foram expressos em pmoles por mg de proteina (Boveris & Chance, 1973).



3.8.2 Super 6xido dismutase (SOD)

As superoxido dismutases catalisam a reacdo de dois anions superoxido, com a consequente
formacdo de perdxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas,
como a CAT e aglutationa peroxidase. A velocidade da reacdo catalisada pela SOD €é 104 vezes maior
gue a velocidade de dismutacéo espontanea em pH fisiol dgico.

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD estéa baseada na inibicdo da reacéo
do radical superéxido com o piragalol. O superoxido € gerado pela auto-oxidacdo do pirogalol quando
em meio basico. A SOD presente naamostra em estudo compete pelo radical superdxido com o sistema
de deteccdo. Uma vez que ndo se consegue determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em
termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a quantificacdo em unidades relativas.
Uma unidade de SOD ¢é definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de
oxidacdo do detector. A oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se a velocidade de
formacgdo do pirogalol oxidado. No meio de reacéo, foram utilizados 20 ni. de homogeneizado, 973 ni.
de tampéo Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 8 niL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 nL de CAT a 30
mmol/L. A variagdo na absorbancia foi acompanhada a 420 nm durante 2 minutos. Esta curva obtida foi
utilizada como branco. Foi também feita uma curva padr&o utilizando trés concentracfes distintas de
SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi obtida a equacéo da reta para realizacdo dos calculos. Os

resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina (Marklund, 1995).



3.9 Analisede nitritos/nitratos no tecido cardiaco

Os niveis de nitritos/nitratos no tecido cardiaco foram medidos pela reagdo das amostras com o
reagente de Griess. Aliquotas de 40nL de homogeneizado de tecido foram incubadas (em duplicata)
com cofatores enziméticos e nitrato redutase por uma hora para conversdo de nitrato em nitrito em
temperatura ambiente. O total de nitrito tecidual foi ent&o analisado pela reacdo das amostras com 50 mi
de reagente de Griess. O total de nitrito tecidual foi estimado a partir de uma curva padréo de

absorbanciaem 540 nm (Granger et a., 1999).



3.11 Analise estatistica

Os resultados sdo0 apresentados como média + erro padréo da média (EPM). O teste “t” de
Student foi aplicado para comparacdo de dois grupos (LOS e LOT) ea ANOVA “two way” seguido do
Post-hoc Student Newman Keuls foi adequadamente aplicado para comparagdo dos 4 grupos. A

correlacdo entre as varidveis foi testada por regressdo linear. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.



4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal

O peso corporal foi semelhante entre os grupos controle ooforectomizado sedentario (COS: 22
1,2e22 0,8 gramas), controle ooforectomizado treinado (COT: 21 0,33 e21 0,67 gramas), LDL
Knockout ooforectomizado sedentario (LOS: 24 0,75 e 24 0,5 gramas) e LDL Knockout
ooforectomizado treinado (LOT: 22,2 1,3e23 0,4 gramas) no inicio e ao final do protocolo (Figura

5).

Peso Corporal (g)

COSCOT LOSLOT COS COT LOSLOT

Figura 5. Peso corporal nos grupos controle ooforectomizado sedentario (COS) e treinado (COT),

LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT).



4.2 Concentracdes sanguineas detriglicérides e colesterol total

A tabela abaixo mostra os valores sanguineos de triglicerideos e colesterol total nos grupos
estudados no inicio e ao final do protocolo. Pode-se observar que no inicio do protocolo os parametros
metabdlicos foram similares entre os grupos. Entretanto, ao final do protocolo os niveis sanguineos de
triglicerideos foram maiores nos grupos L DL -Knockout quando comparados aos grupos controles e aos

seus respectivos valoresiniciais (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragbes sanguineas de triglicerideos e colesterol total nos grupos controle
ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT) no inicio efina do protocolo.

Triglicérideos mg/dL Colesterol mg/dL
Grupos Inicial Final Inicial Final
COS 163 6,8 170 21,5 ND ND
cOoT 158 17 171 12 ND ND
LOS 172 0,7 229 21,21t 187 55 250 9.2¢
LOT 163 4,19 234 46,81t 202 39,7 191 22,3

Valores representam média EPM no inicio e no final do protocolo. *p< 0,05 vs. LOS, f p< 0,05 vs.

valorinicia, T p< 0,05 vs. COS. ND: ndo detectavel.

Ao final do protocolo o colesterol total foi menor no grupo LOT quando comparado ao grupo
LOS. Além disso, o grupo LOS apresentou aumento dos valores de colesterol ao longo do protocolo
(inicial vs. final, Tabela 1), o que ndo foi observado no grupo LOT. Os grupos COS e COT

apresentaram val ores de colesterol ndo detectaveis pelo aparelho de medicéo (Tabelal e Figura 6).
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Figura 6. Vaores de colesterol total (CT) nos grupos controle ooforectomizado sedentario (COS) e
treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT) ao fina do

protocolo. ND (n&o detectavel). * p< 0,05 vs. grupo LOS.

4.3 Capacidadefisica

O gréfico abaixo mostra as velocidades méaximas alcancadas no teste de esfor¢co nos grupos
estudados. No inicio do protocolo a velocidade maxima no teste de esfor¢o foi semelhante entre os
grupos (COS: 1,77 0,05, COT: 1,8 0,2, LOS: 1,95 0,1; LOT: 1,91 0,15 Km/h). Entretanto, ao
final do protocolo os grupos que realizaram o treinamento fisico em esteira apresentaram melhora na
capacidade fisica, confirmada por uma maior velocidade maxima atingida no teste de esforco em
relacdo aos grupos sedentérios e aos valoresiniciais (COS: 1,83 0,06; COT: 2,64 0,04; LOS: 1,92

0,02; LOT: 2,73 0,14 Km/h) (Figura7).
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Figura 7. Veocidade maxima atingida teste de esforco iniciad e fina dos grupos controle
ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT). *p< 0,05 vs. LOS, T p< 0,05 vs. COS, + p< 0,05 vs. vaor inicial.

4.4 Pressdo arterial efreqliéncia cardiaca
A medida direta dos sinais de presséo arterial demonstrou valores reduzidos de presséo arterial
diastdlica (PAD), pressdo arterial sistdlica (PAS) e pressdo arterial média (PAM) nos grupos treinados

(COT e LOT) guando comparado aos grupos sedentérios (COS e LOS) (Tabela 2 e Figura 8).



Tabela 2. Pressdo arterial diastolica (PAD), sistdlica (PAS) e média (PAM) e fregliéncia cardiaca nos
grupos controle ooforectomizado sedentario (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado

sedentério (LOS) etreinado (LOT).

cosS COT LOS LOT

PAD (mmHg) 114 28 89 34+t 106 2,7 88 25+t
PAS (mmHg) 140 6 115 2,1%t 143 3 113 3,3+t
PAM (mmHg) 127 4 106 2,5+t 125 28 101 2,7+t
FC (bpm) 569 16 501 18t 600 14¥ 535 14*

Valores representam média EPM ao final do protocolo. *p< 0,05 vs. grupo LOS, 1 p< 0,05 vs. grupo

COS; ¥ p< 0,05vs. COT.
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Figura 8. Pressdo arterial média (PAM) nos grupos controle ooforectomizado sedentério (COS) e
treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT). *p< 0,05 vs.

grupo LOS, T p< 0,05 vs. grupo COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.



Também se pode observar que o treinamento fisico induziu bradicardia de repouso nos grupos
treinados quando comparado aos seus respectivos grupos sedentario. Adicionalmente, o grupo LOS
demonstrou um aumento da frequéncia cardiaca quando comparado ao grupo COT (Tabela 2 e Figura

9).
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Figura 9. Frequéncia cardiaca (FC) nos grupos controle ooforectomizado sedentario (COS) e treinado
(COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentario (LOS) e treinado (LOT). *p< 0,05 vs. grupo LOS,

T p< 0,05 vs. grupo COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.

Foi obtida correlacéo positiva entre a pressdo arterial média e o colesterol total ao fina do
protocolo (r= 0,85, p< 0,05) nos animais dos grupos LOS e LOT (Figura 10). Dessa forma, os animais
gue apresentaram altos niveis de colesterol total, também apresentaram a pressdo arterial média

elevada
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Figura 10. Correlacéo positiva obtida através de regresséo linear entre a pressao arterial média (PAM)
e o colesterol total (CT) ao final do protocolo nos animais do grupo LDL Knockout ooforectomizado

sedentério (LOS) etreinado (LOT).

4.5 Sensibilidade dos pressor receptor es

A figura abaixo ilustra os valores das respostas taquicardicas e bradicardicas induzidas,
respectivamente, por diminuicdes e aumentos da pressdo arterial. Houve uma reducéo dos valores de
resposta taquicardica no grupo LOS (1,51 0,17 bpm/mmHg) em relacdo ao grupo COS (2,77 0,28
bpm/mmHg) e COT (3,97 0,76 bpm/mmHg) e o treinamento fisico ndo atenuou este prejuizo na
sensibilidade dos pressorreceptores para as respostas taquicardicas no grupo LOT (1,74 0,22
bpm/mmHg). J& para a resposta bradic&rdica, o treinamento fisico aumentou a sensibilidade
barorreflexa no grupo LOT (-4,2 0,62bpm/mmHg) em relagdo aos grupos sedentarios (LOS: -
1,49 0,15; COS: -1,63 0,04 bpm/mmHg) e induziu um aumento adicional desta resposta reflexa no
grupo controletreinado (COT: -6,8 1,4 bpm/mmHg) em relacéo aos demais grupos estudados (Figura

11).
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Figura 11. Sensibilidade barorreflexa (SBR) nos grupos controle ooforectomizado sedentario (COS) e
treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT). * p< 0,05 vs.

LOS.  p< 0,05 vs. COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.

Foi obtida correlagdo positiva entre o colesterol total ao final do protocolo e a resposta
bradicardica (r= 0,9, p< 0,05) nos animais dos grupos LOS e LOT (Figura 12). Nesse sentido, 0s
animais gque apresentaram altos niveis de colesterol total apresentaram uma diminuicdo da sensibilidade

barorreflexa para a resposta bradicéardica.
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Figura 12. Correlacéo positiva obtida através de regressdo linear entre o colesterol total ao final do
protocolo (CT) e a resposta bradicardica (RB) nos animais do grupo LDL Knockout ooforectomizado

sedentério (LOS) etreinado (LOT).

4.6 Modulacdo autondmica car diovascular

A tabela abaixo apresenta os valores da variancia total, da banda de baixa freqiiéncia (BF) e da
banda de alta frequiéncia (AF) do intervalo de pulso (IP) bem como a varianciatota e a banda de baixa
frequéncia (BF) da presséo arterial sistélica (PAS), obtidos através da andlise espectral pelo método da
Transformada Répida de Fourier (FFT). Podemos verificar que avarianciado IP (Tabela 3 e Figura 13)
foi maior no grupo COT quando comparado aos outros grupos estudados. Além disso, avarianciado IP
foi maior no grupo LOT em relagéo ao grupo LOS. A banda de BF (normalizada) do IP estava reduzida
no grupo LDL sedentario (LOS) em relagdo aos demais grupos avaliados. JA a banda de AF
(normalizada) do IP foi maior no grupo COT quando comparado ao grupo LOS, e o treinamento fisico
também induziu aumento no grupo LOT nesta variavel em relagcdo aos grupos sedentérios (Tabela 3 e

Figura1b).



Tabela 3. Variabilidade do interval o de pulso nos grupos control e oof orectomizado sedentério (COS) e

treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentario (LOS) e treinado (LOT).

COS COoT LOS LOT
Var |IP (ms”) 28 14 90 25t 6,5 145¥% 34 793¢
BF  Total (ms?) 146 81 39,9 14,6 0,39 0,08 86 2,2¢
n.u. 32 10,7 34,6 4,25 7 11¥t 31,3 3,2*
AF  Total (ms) 855 41 229 7 14 0,35 132 25*
n.u. 299 4 42,7 4,2 25,6 ©O5¥ 52,6 6,6t

Valores representam média EPM ao final do protocolo. *p< 0,05 vs. LOS, T p< 0,05 vs. COS; ¥ p<
0,05 vs. COT. Var IP: Varianciatotal do intervalo de pulso; BF: banda de baixa freqiéncia; AF: banda

de altafreqiéncia; n.u.: normalizada.
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Figura 13. Variancia total do intervalo de pulso (IP) nos grupos controle ooforectomizado sedentario
(COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedent&rio (LOS) e treinado (LOT). * p<

0,05vs. LOS; 1 p< 0,05 vs. COS,; ¥ p< 0,05 vs. COT.
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Figura 14. Banda de baixa frequéncia (BF) do intervalo de pulso (IP) normalizada nos grupos controle
ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT). * p<0,05vs. LOS; 1 p< 0,05 vs. COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.
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Figura 15. Banda de ata frequéncia (AF) do intervalo de pulso (IP) normalizada nos grupos controle
ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT). * p<0,05vs. LOS; T p< 0,05 vs. COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.



N&o houve diferenca entre os grupos na variabilidade da pressdo arterial sistolica, avaliado pela

variancia da pressdo arteria sistolica (PAS) e pela banda de baixa frequénciada PAS (Tabela 4).

Tabela 4. Variabilidade da presséo arterial sistélica nos grupos controle ooforectomizado sedentério

(COS) etreinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentario (LOS) etreinado (LOT).

COS coT LOS LOT
Var PAS (mmHg) 219 76 399 2,6 32 11,13 29 372
BF (mmHg?) 817 44 52 05 5 1,65 65 1,26

Valores representam média EPM ao fina do protocolo. Var PAS: Variancia total da presséo arteria

sistélica; BF: Banda de baixafrequéncia.

Foram obtidas correlagdes positivas entre o colesterol total ao final do protocolo e a variancia
total do IP (r= 0,7, p< 0,05, Figura 16) e a banda de ata freqiiéncia do IP normalizada (r= 0,75, p<
0,05, Figura 17). Dessa forma, os animais que apresentaram valores mais elevados de colesterol total,

apresentaram reduzida variancia do IP e menor banda de alta frequéncia.
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Figura 16. Correlacdo positiva obtida através de regressdo linear entre o colesterol total ao final do
protocolo (CT) e a variancia total do intervalo de pulso (IP) nos animais dos grupos LDL Knockout
ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT).
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Figura 17. Correlacdo positiva obtida através de regressdo linear entre o colesterol total ao fina do
protocolo (CT) e a banda de alta frequéncia (AF) do intervalo de pulso (IP) normalizada nos animais

dos grupos LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT).



4.7 Perfil oxidativo

A tabela abaixo mostra os valores de quimiluminescéncia (QL), catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) no tecido cardiaco nos grupos estudados. Podemos verificar que os grupos treinados
(COT e LOT) apresentaram menores valores de quimiluminescéncia no tecido cardiaco quando
comparados aos grupos sedentérios (Tabela 5 e Figura 18). Ja a atividade da enzima SOD no tecido
cardiaco foi aumentada nos grupos treinados (COT e LOT) em relacdo ao grupo controle sedentério
(COS) (Tabela 5 e Figura 19). A atividade da enzima catalase foi maior nos grupos LDL Knockout

(LOS e LOT) quando comparado ao grupo controle sedentario (COS) (Tabelab).

Tabela 5. Quimiluminescéncia (QL) e atividade das enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase
(SOD) no tecido cardiaco nos grupos controle ooforectomizado sedentéario (COS) e treinado (COT),

LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado (LOT).

COS COoT LOS LOT
QL (cps/mgprot) 3411 963 2198 344t 3644 531¥ 2250 524*t
CAT (pmol/mgprot) 194 18 232 13 286 157 274 25%t
SOD (U/mg/prot) 1,34 02 21 01t 1,77 03 2,14 011t

Valores representam media EPM ao final do protocolo. * p< 0,05 vs. LOS; T p< 0,05 vs. COS; ¥ p<

0,05vs. COT.
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Figura 18. Quimiluminescéncia (QL) no tecido cardiaco dos grupos controle ooforectomizado
sedent&rio (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério (LOS) e treinado

(LOT). * p<0,05vs. LOS; T p< 0,05 vs. COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.
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Figura 19. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no tecido cardiaco nos grupos controle

SOD (U/ mg/ prot)

ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT). * p<0,05vs. LOS; T p< 0,05 vs. COS; ¥ p< 0,05 vs. COT.



A relacdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) ndo foi diferente entre os grupos
LDL Knockout treinado (9,31 1,8) e sedent&rio (11,5 1,17). E importante ressaltarmos que, em
funcdo da necessidade do tecido total cardiaco do camundongo optamos por realizar esta andlise

somente nos animais dos grupos LDL Knockout (Figura 20).
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Figura 20. Razéo glutationa reduzida e glutationa oxidada (GSH/GSSG) nos grupos LDL Knockout

sedentario (LOS) e treinado (LOT).

A tabela abaixo apresenta os valores de nitrito, nitrato e a razao nitrito/nitrato no tecido cardiaco
nos grupos estudados. Podemos verificar que o grupo LDL Knockout treinado (LOT) apresentou
maiores valores de nitrito quando comparados aos demais grupos (COS, COT e LOS). Entretanto, ndo
houve diferenca nos valores da concentragdo de nitrato e da razdo nitrito/nitrato entre os grupos

estudados.



Tabela 6. Nitrito, nitrato e razéo nitrito/nitrato total no tecido cardiaco nos grupos controle
ooforectomizado sedentério (COS) e treinado (COT), LDL Knockout ooforectomizado sedentério

(LOS) etreinado (LOT).

COS COoT LOS LOT

Nitrito (mM) 0,025 0,007 0,024 0,004 0,032 0,005 0,039 0,003 t¥*

Nitrato (mM) 0,104 0,046 0,117 0,031 0,09 0,027 0,115 0,022
Razao
nitrito/nitrato 0,22 0,08 0,22 0,1 0,32 0,11 0,34 0,04

Valores representam média EPM ao final do protocolo. * p< 0,05 vs. LOS; T p< 0,05 vs. COS; ¥ p<

0,05vs. COT.

Foram obtidas correlagbes positivas entre a atividade da enzima superéxido dismutase e a
concentracdo de nitritos (r=0,6, p< 0,01, Figura 21) e a razéo nitrito/nitrato (r=0,6, p< 0,01, Figura 22)
no tecido cardiaco. Sendo assim, 0s animais que apresentaram maior atividade da enzima SOD também

apresentaram maior concentracdo de nitritos e maior razdo nitrito/nitrato.
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Figura 21. Correlacdo positiva obtida através da regressdo linear entre a atividade da enzima

superoxido dismutase (SOD) e a concentracdo de nitrito no tecido cardiaco.
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Figura 22. Correlagdo positiva obtida através da regressdo linear entre a atividade da enzima

superéxido dismutase (SOD) e arazéo entre as concentracfes de nitrito e nitrato no tecido cardiaco.



5. DISCUSSAO

Estudos populacionais demonstraram ha algum tempo importante relacdo entre os niveis
sanguineos de colesterol e o risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular (Verschuren e
Kromhout, 1995). Entre esses, um estudo com delineamento longitudinal realizado durante 30 anos na
populacéo da cidade de Framingham (EUA) avaliou a influéncia de alguns fatores de risco sobre a
incidéncia e a mortalidade em decorréncia de doencas cardiovasculares. Esse trabalho demonstrou
associacao entre disfuncdes cardiovasculares e valores elevados de colesterol plasmatico, evidenciando
gue individuos que possuiam concentragdes elevadas de colesterol sanguineo no inicio do estudo
apresentavam maior incidéncia e também mortalidade por doencas cardiovascular ao longo do periodo
de seguimento (Anderson et a., 1987).

Adicionalmente, estudos clinicos demonstraram que terapias de reducéo do colesterol foram
eficazes em reduzir o risco cardiovascular. O estudo HPSCG verificou uma reducéo de 24% nos
eventos vasculares e nas operagdes de revascularizacdo e 27% nos infartos néo fatais e morte por
doencas coronarias, em 20536 individuos entre 40-80 anos de idade com alto risco cardiovascular apos
0 tratamento com drogas para reduzir o colesterol (HPSCG, 2002). Outro importante estudo
populaciona também demonstrou uma reducéo no nimero de infartos do miocardio ndo fatais e nas
mortes por doencas cardiovasculares em 5804 sujeitos entre 70-82 anos de idade com alto risco
cardiovascular apos terapia de reducdo de colesterol (Shepherd et a., 2002).

Esses resultados em conjunto demonstram a importancia dos niveis de colesterol sanguineo no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Neste aspecto, vale lembrar que a hipercolesterolemia é
mais prevalente no sexo feminino apds o evento da menopausa. O uso de animais knockout do receptor
de LDL colesterol tem se mostrado importante tanto para estudos que visam o melhor entendimento do

metabolismo dos lipidios quanto para os estudos que procuram entender a relacdo existente entre as



alteracoes lipidémicas e o controle cardiovascular. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo
avaiar a influéncia de um modelo de tratamento ndo farmacoldgico, o treinamento fisico, sobre o
controle cardiovascular e o perfil oxidativo e nitrosativo em um modelo experimental de dislipidemiae
menopausa. Nossos resultados demonstram gue o treinamento fisico foi eficaz em atenuar disfuncdes
de varidveis relacionadas a homeostase e controle cardiovascular, aém de reduzir o estresse oxidativo.
Associado aisso, a diminuic¢éo do colesterol sanguineo induzido pelo treinamento fisico se mostrou um
fator importante para a melhora da fun¢éo cardiovascular nos animais dislipidémicos e submetidos a
privacdo dos hormdnios ovarianos.

Para facilitar a compreensdo e visando o melhor entendimento da discussdo dos resultados esta
secdo sera dividida em 3 blocos: iniciamente serdo discutidos os dados metabdlicos, em seguida os

dados hemodinamicos e autondémicos; e ao final os dados de estresse oxidativo e nitrosativo.

Avaliactes metabalicas

O aumento no ganho de peso corpora e conseqlientemente o sobrepeso e a obesidade sdo achados
comuns em mulheres apds a menopausa (Asikainen et al., 2004). No presente estudo, todos 0s grupos
estudados eram ooforectomizados, portanto, ndo foi possivel avaliar o efeito da privacdo estrogénica no
ganho de peso dos camundongos estudados. Resultados anteriores em rata submetida a ooforectomia
demonstra mais ganho de peso corporal (REF), todaviatal achado ndo foi observado por Marsh (1999)
estudando camundongos normais e LDL Knockout apds a privagdo dos hormdnios ovarianos. Além
disto, no presente trabalho o treinamento fisico ndo alterou o peso corporal dos grupos treinados ao
final do protocolo. Véarios estudos na literatura demonstraram que o treinamento fisico reduz o peso
corporal em mulheres menopausadas (Asikainen et al., 2004) e ratos velhos (De Angelis et al., 1997).

Deste modo, é possivel que o0 modelo utilizado em nosso estudo tenha adaptactes diferentes ao



treinamento fisico com relacdo ao peso corporal ja que um estudo realizado por NOsSsO grupo em
camundongos machos ndo evidenciou menor peso apos treinamento fisico de 4 semanas (De Angelis et
al., 2004).

Apesar de ndo terem sido observadas alteractes no peso corporal, foram observadas ateracdes no
perfil lipidio plasmético neste estudo. A ateracdo no perfil lipidico € um fato freglentemente
observado em mulheres apos a menopausa (REF). Os nivels de colesterol total e da fragdo de LDL
colesterol, assim como dos triglicerideos plasméticos, aumentam apos a menopausa provavel mente em
razdo da reducdo da atividade do receptor de LDL localizados nas paredes dos vasos sanguineos em
resposta ao declinio gradual do estrégeno sanguineo nos anos que precedem a menopausa (Kuller et al.,
1994). Estudos anteriores demonstram que animais LDL Knockout apresentam elevada concentracéo
de colesterol e triglicérides sanguineos quando submetidos a uma dieta normal ou hiper-lipidica
(Janssen et al., 2000). Assim, é relevante enfatizarmos que as ateractes verificadas no perfil lipidico
dos animais LDL Knockout para o LDL colesterol justificam a utilizagdo dos mesmos para como um
model o experimental de didlipidemia.

Dados anteriores do nosso laboratdrio ainda ndo publicados demonstram que camundongos LDL -
Knockout, sob dieta normal, apresentam vaores de colesterol similares a humanos com
hipercolesterolemia. De fato, nossos resultados no presente projeto mostram valores de colesterol total
em torno de 250 mg/dL no grupo LDL Knockout sedentério ao final do protocolo. Esses valores de
colesterol estdo préximos dos valores reconhecidos como prejudiciais para salide humana, e podem
induzir danos nas paredes do leito arterial do animal com caracteristicas semel hantes as verificadas nas
artérias de humanos (Ohashi et al., 2003). Apesar disso, ndo existia estudos utilizando este modelo para
o entendimento das disfungdes no controle autondmico cardiovascular bem como abordando os efeitos

do treinamento fisico como fator de intervencéo sobre o colesterol sanguineo.



No presente estudo ndo foram observadas alteracOes nos triglicerideos e no colesterol total em
funcéo da privacéo dos hormoénios ovarianos nos grupos controles ao longo do protocolo. Todavia,
verificou-se que a retirada dos hormonios ovarianos promoveu um aumento adicional na concentracéo
de triglicerideos e de colesterol total sanguineas no grupo LOS em relacéo aos grupos controles e 0s
seus valores iniciais. Entretanto, o grupo ooforectomizado LDL Knockout que realizou o treinamento
fisico (LOT) apresentou uma reducdo nos valores de colesterol sanguineo ao final do protocolo quando
comparado ao grupo LOS. Tais resultados reforcam os estudos que demonstram que a privagdo dos
hormdnios ovarianos induz alteracdo do perfil lipidico em individuos geneticamente pré dispostos e
corrobora dados de outros estudos que utilizaram o treinamento fisico como medida terapéutica para
individuos com hipercolesterolemia. Nesse sentido, os efeitos do treinamento fisico na reducéo da
fracdo de LDL colesterol observado em mulheres na p6s menopausa (Beard et al., 1996), também
parece ser evidente nesse modelo experimental. Conforme comentado anteriormente, ja esta bem
evidenciado na literatura que a ata concentracéo de colesterol sanguineo pode estar associada, a um
aumento da morbidade e também da mortalidade (Manninen et al., 1992), e, neste sentido, nossos
resultados reforcam a s evidéncias clinicas da importancia do treinamento fisico como uma abordagem
nado-farmacol 6gica no tratamento da dislipidemia.

Adicionalmente, sabe-se que mesmo de forma isolada, a ata concentracdo de triglicerideos
sanguineos esta associada a um maior risco cardiovascular, além de poder induzir resisténcia ainsulina,
disfuncdo esta presente no desenvolvimento do diabetes tipo I1. Neste aspecto, observou-se reducéo os
valores de triglicerideos sanguineos em mulheres na pds- menopausa por um periodo de 24 horas ap6s
uma Unica sessdo de exercicio fisico aerdbico (Weise et al., 2005). Contrariando nossas expectativas,
no presente estudo os valores de triglicerideos sanguineos aumentaram em ambos os grupos Knockout

para o receptor de LDL colesterol apds a privagdo dos hormdnios ovarianos.



Nesse sentido, pelo fato do treinamento fisico diminuir os valores de colesterol e ndo exercer
aparente influéncia sobre a concentragcdo sanguinea de triglicerideos é possivel se supor que este
modelo experimental apresente uma alteragdo no metabolismo das substancias intermediérias (VLDL,
IDL, Quilomicrons) da via de sintese do colesterol que possa explicar tais achados (Kypreos et al.,
2003). O receptor do colesterol LDL é considerado, ndo a Unica, mas a mais importante via de
metabolizacao das lipoproteinas que apresentam a Apo E na sua constitui¢do (principalmente VLDL e
quilimicrons) em camundongos (Kim et al., 1996). Assim, em concentracoes fisiologicas a Apo E é
importante para o catabolismo das lipoproteinas remanescentes via receptor do LDL (Zhang et a.,
1992). Todavia, em condicdo de hiper expressdo do receptor do LDL, que induz diminui¢do dos nivels
de colesterol associado a baixas taxas de Apo E e triglicerideos, observou-se uma reducdo do processo
de aterosclerose (Kawashiri et al., 2001). Além disto, animais knockout para o receptor de LDL
colesterol apresentaram uma elevada concentracéo de Apo E e conseguientemente uma elevacdo dos
triglicérides plasméticos, conforme ja foi demonstrado em humanos e em modelos experimentais
(Kypreos et a., 2003).

Adicionalmente, ja ha algum tempo estudos demonstraram que a administracéo de estroégeno
exogeno foi eficiente para reduzir a molécula de VLDL e os triglicérides plasmético em mulheres
menopausadas (Asikainen et a., 2004) e em modelos experimentais de menopausa induzida (Bourassa
et al., 1996). Alguns mecanismos sdo propostos para justificar esse fato, entre eles podemos citar que
0s estrogénios poderiam induzir uma maior taxa de eliminagdo do VLDL sanguineo (Weintein et a.,
1978; Walsh et al., 1994); aumento da atividade da lipase lipoproteica (Liu et a., 1994) e aumento da
expressao do receptor do LDL colesterol (Ma et a., 1986; Walsh et al., 1991). Apesar da privagdo
estrogénica induzir alteracdo no metabolismo dos triglicerideos conforme evidenciado nos trabalhos
citados acima, estudos anteriores mostraram que o treinamento fisico atuou positivamente na reducdo

dos triglicerideos sanguineos em mulheres menopausadas (Weise et a,. 2005). Assim, nesse esse



modelo experimental de alteracdo genética, com ablacdo da funcdo dos receptores do LDL colesteral,
ao gqual se somou o efeito da menopausa € razoavel se supor que hagja umaresisténciamaior a utilizacdo
dos triglicerideos sanguineos para obtencdo de energia. Nossos resultados sugerem que a elevacéo dos
triglicerideos plasmaticos, situacdo ja verificada anteriormente nesse modelo experimental (Zhang et
a., 1992), é exacerbada pela privagdo dos hormdnios ovarianos e parece ndo ser influenciada pelo
treinamento fisico. Entretanto, a reducdo do colesterol plasmatico no grupo LDL que realizou o
treinamento fisico € um achado importante, que nos leva a sugerir, a partir dos estudos da literatura que
correlacionaram aumento do colesterol com risco cardiovascular, uma reducdo das disfuncdes

cardiovasculares com esta abordagem neste model 0 experimental.

Capacidadefisica

O treinamento fisico tem se mostrado como um importante meio de aumento da capacidade fisica
tanto aerdbia quanto anaerdbia. O VO,, um dos parametros que indicam a melhora do condicionamento
fisico (Skinner & Mclellan, 1980), apresenta elevacdo apds um periodo de treinamento fisico. Este fato
pode ser verificado a medida que comparamos individuos sedentarios e atletas, no qual as pessoas
treinadas apresentam maior VO, max. e também maior resisténcia durante uma atividade fisica mais
vigorosa. Para a avaliacéo da capacidade fisica em model os experimentais tem-se utilizado com muita
frequéncia o teste de esforco méximo (TEM) em esteira. Como ja demonstrado anteriormente por
estudos do nosso grupo (Rodrigues et a. 2007), a velocidade maxima atingida no TEM apresenta
importante correlacdo positiva (r= 0,83) com o VO, max. em ratos. Desta forma, quanto maior a
velocidade atingida no TEM maior serd 0 VO, de cada animal e consegiientemente maior sera a
capacidade fisica.

Nossos dados demonstram que a capacidade fisica no inicio do protocolo foi semelhante entre os

grupos estudados, evidenciada por similares velocidades maximas atingida no TE. Entretanto, ao fina



do protocolo de treinamento fisico 0s grupos que realizaram o exercicio apresentaram um aumento na
capacidade fisica, evidenciada por uma maior velocidade atingida no TEM, quando comparado aos
grupos sedentérios. Estudos anteriores do nosso laboratorio ja tinham demonstrado efetividade desse
tipo de treinamento fisico em camundongos machos (De Angelis et al., 2004). Nesse sentido podemos
afirmar que nosso protocolo de treinamento fisico também foi eficaz em aumentar a capacidade fisica
nesse modelo de dislipidemia e menopausa. Apesar disso, parece ndo haver influencia do colesterol
sanguineo sobre a capacidade fisica desses animais ja que os animais LDL Knockout treinado e/ou
sedenté&rio demonstraram semelhante capacidade fisica em relagcdo aos seus pares treinados e

sedentarios.

Avaliactes hemodinamicas e autonémicas

A hipertensdo arterial € uma doenca que afeta milhGes de pessoas em todo 0 mundo, sendo
responsavel pelo grande nimero de mortes devidas ao infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral
e doenca renal crénica. No Brasil, de acordo com dados estatisticos, as doencas cardiovasculares
constituem importante causa de mortalidade no pais, sendo que a hipertensdo arterial atinge cercade 15
a 20% da populagéo urbana adulta (com mais de 18 anos), chegando a 65% nos individuos mais idosos
(VI INC, 1997). A hipertensdo, como a maioria das doencas crénicas cuja incidéncia aumenta com a
idade, envolve tanto componentes etioldgicos ambientais como hereditérios, sendo, portanto,
classificada como uma doenca poligénica e multifatorial, estando relacionada a mudangas morfol ogicas
e funcionais no sistema cardiovascular e no controle autondémico em humanos e animais (Irigoyen et a,
2003).

A pressdo arterial correlaciona-se intensamente com o risco cardiovascular. Essa correlagdo foi

demonstrada em diversos estudos epidemiol 6gicos, e a reducdo do risco de doengas cardiovascular com



seu controle foi documentada em inimeros estudos clinicos em prevencdo primaria (Macmahon et a.,
1990). Foi demonstrado que a hipertensdo é um fator preditor independente para a ocorréncia da doenca
arteriosclerdtica (Moraes & Sousa, 1996) evidenciando-se que cada incremento de 10 mmHg na
mediana da pressdo arterial sistélica da populacéo correspondia a duplicacdo do risco de 6bito por
evento coronério (Keys, 1980).

Outros estudos também observaram uma relacdo direta entre elevacdo dos niveis da pressado
arterial sistolica e diastolica e a incidéncia subsequente de mortalidade por DAC durante um
seguimento de 11,6 anos em individuos inicialmente sem doenca arteriosclerética (Stamler et al.,
1993). Nesse contexto, uma metandlise de nove estudos observacionais prospectivos (418.343
individuos) apontou que o0 aumento nos niveis de presséo arterial diastolica de 73 mmHg até 105mmHg
corresponde a uma elevacdo em até 5 vezes no risco de morte por doenca arteriosclerética (Stamler et
al., 1993).

Os efeitos decorrentes do climatério na presséo arterial sdo dificeis de serem avaliados, ja que
sofrem influéncias de diversos fatores, tais como envelhecimento, indice de massa corporea, classe
socia e tabagismo (Manhem et al., 1994). Entretanto, sabe-se que a hipertensdo contribui para cerca de
35% de todos os eventos cardiovasculares e cerca de 45% dos casos de infarto ndo diagnosticado em
mulheres, elevando o risco de doenca arteriosclerética em quatro vezes quando comparadas a mulheres
normotensas (Welty, 2004).

No presente estudo, observamos um aumento da pressdo arterial média em ambos 0s grupos
sedentarios. Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que a menopausa isoladamente
induziu a elevagdo dos niveis de pressdo arterial média em ratas menopausadas (Irigoyen et al., 2005;
Negréo et al., 1992). Vale ressaltarmos que é verificado um aumento nos nivels de PA nas mulheres
ap6s a menopausa, tornando-se a hipertensdo arterial mais preval ente nas mulheres quando comparadas

aos homens (Brenner, 1988). Além disso, estudos populacionais tém associado de forma independente,



altas concentragdes de colesterol sanguineo com o desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo
(Verschuren & Kromhout, 1995). Adicionalmente, o aumento da presséo arterial e do colesterol total
foi associado com a elevacdo do risco de desenvolver doencgas cardiovasculares durante a vida em
mulheres acima de 50 anos 60. Desta maneira, poderia se sugerir que a associacdo da privacéo dos
hormdnios ovarianos a didlipidemia poderia induzir uma elevacdo maior da PA nos animais LDL
Knockout quando comparados aos camundongos somente ooforectomizados. Entretanto, nossos dados
demonstraram que a associacdo de desses dois fatores de risco ndo ocasionaram um acréscimo no valor
da PA no grupo LDL sedentario. Apesar disso, obtivemos uma correlagdo significativa (r= 0,9) entre a
concentracdo de colesterol sanguineo e os valores de PAM nos animais LDL Knockout, demonstrando
gue a reducéo do colesterol € responsavel pelo menos em parte pela reducdo da presséo arterial media
nos animais do grupo LOT.

Considerando a importancia dos valores de PA como determinante de eventos em mulheres
menopausadas e que em nosso estudo verificamos aumento de PA apos a privacdo dos horménios
ovarianos, bem como reducéo desta variavel apos o treinamento fisico, vale lembrar que a manutencéo
da funcéo cardiaca normal € obtida através de varios mecanismos, entre eles, regulacéo neural cardiaca
pela integracdo da atividade nervosa do sistema nervoso auténomo: simpético e parassimpético. O
sistema nervoso autdbnomo apresenta uma funcéo importante sobre o controle da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca, sendo que sua disfuncdo esta relacionada ao desenvolvimento da hipertensdo
(Sevreet d., 2001; Irigoyen et a., 2003). Uma das formas que vem sendo muito utilizada paraavaliar o
controle autondmico cardiovascular é o estudo da variabilidade da FC. Até 20 anos atras, variagdes do
ritmo cardiaco (ou da PA) eram completamente ignoradas pelos fisiologistas e cardiologistas. A
variabilidade natural de paréametros cardiovasculares como PA e FC reflete a interagdo de diversos
fatores que, em sua maioria, envolvem uma influéncia do sistema nervoso auténomo (SNA) sobre o

aparelho cardiovascular (Joaguim et a, 2005). Hoje se sabe que irregularidades da FC e da PA



significam algum tipo de anormalidade, e que a diminuicdo da variabilidade da FC € um mau
prognostico (Ribeiro & Moraes, 2005). De fato, estudos experimentais e clinicos vém demonstrando
gue a disautonomia (disfungdes no sistema nervoso autbnomo) esta presente em uma Série de
patologias, tais como a hipertensdo arterial, a insuficiéncia cardiaca, o diabetes e outras ateractes
metabdlicas (De Angelis et a., 2004b). Entre as metodologias para avaliar a modulagdo autonémica
destacam-se a infusdo de drogas bloqueadoras de cada uma das alcas do sistema nervoso autbnomo
(SNA) e uma ferramenta matematica, a analise espectral.

E interessante notarmos que a fisiopatologia da hipertensio esta relacionada a disfuncéo
autonémica com aumento da modulagéo simpética para 0 coracdo e para 0s vasos sanguineos (Wiss,
1993). A associacdo de dois fatores de risco no presente estudo induziu a uma diminuicdo da
modulacdo simpética para 0 coracdo no grupo LDL sedentario, sem alterar a modulacdo simpética
vascular (LF daPAS). Este achado poderia ser interpretado em um primeiro momento como reducéo da
atividade simpética cardiaca, ja que a banda de baixa frequiéncia representa a modulacdo simpética
(Mdliani, et a., 2004; TASK FORCE). Entretanto, estudos tém demonstrado que em modelos
patol 6gicos a diminuicdo exacerbada da banda de baixa frequiéncia do IP, como observado em nosso
estudo, esta relacionada a um aumento grande da atividade simpatica, com consequente diminuicéo da
modulacdo simpética para o coracdo (Malliani et al., 2004).

Adicionamente, vale lembrar que a reducéo da atividade vagal também se apresenta como fator
secund&rio a0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Eckberg et a., 1971). Existe um
consenso de que a funcdo vaga preservada € benéfica ha manutencdo da variabilidade da presséo
arterial, com consequiente protecdo de lesdo de 6rgdo-alvo (Su & Miao, 2001). Neste estudo, a
deficiéncia do receptor par o LDL colesterol ndo aterou a modulagdo vagal cardiaca avaiada pela

banda de altafrequénciado IP.



Apesar de ndo exigtir diferencas na PA e na FC entre os grupos sedentérios em repouso, 0 grupo
associacdo (LOS) demonstrou uma diminuicdo da variancia do intervalo de pulso, associado a
exacerbada reducdo da modulacdo simpaética para o coracéo em relacdo ao grupo COS. La Rovere et
a., (1998) demonstraram que a reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca foi associada, em
pacientes pés infarto do miocardio, com mais mortalidade. Nesse sentido, a associacdo da privacdo dos
hormdnios ovarianos a0 elevado nivel de colesterol sanguineo (LOS) no presente estudo induziu
prejuizo adicional no controle neural autonémico em relagéo ao grupo apenas menopausado (COS).

Além da modulacdo ténica do sistema nervoso autdbnomo sobre o sistema cardiovascular, 0
controle da homeostase desse sistema € dependente da atuacdo dos reflexos originados nos
pressoreceptores arteriais, cardiopulmonares e sua integracdo centra (Mancia et al., 1994). Estes
reflexos contribuem de forma importante para que em circunstancias normais, a pressao arterial sgja
mantida em estreita faixa de variagdo permitindo a perfusdo tecidual adequada, principamente em
territérios que tém pequena capacidade de alterar a resisténcia periférica como é o caso da circulacéo
cerebral. Os pressorreceptores, além de exercer um controle ténico sobre a atividade simpatica
(inibicéo) e parassimpética (estimulagéo) ele também atua de forma reflexa sobre a modulacdo
autonémica. Assim, o comprometimento da funcéo dos pressorreceptores poderia atuar como elemento
permissivo ao estabelecimento de alteragbes primarias de outros mecanismos de controle da funcéo
cardiovascular, por ndo modular a atividade simpatica e parassimpéti ca adequadamente (Irigoyen et al.,
1995; Irigoyen et al., 2005).

Os achados do presente estudo demonstram que o grupo LDL sedentario (LOS) apresentou um
prejuizo na sensibilidade dos pressorreceptores para a resposta taquicérdica em relagcdo o grupo
controle sedentério (COS). De fato, estudos anteriores demonstraram que a reducdo na banda de baixa
do IP frequéncia em modelos patolégicos esta relacionada a uma diminuicdo da sensibilidade

barorreflexa (Ponikowski et al., 1997). Entretanto, para a resposta bradicérdica ndo houve diferenca



entre ambos 0s grupos sedentarios. Em uma andlise mais criteriosa, tendo em vista que a resposta
taguicardica € determinada em grande parte pela estimulacdo simpatica para 0 coracéo, a reducdo da
sensibilidade dos pressorreceptores provavelmente esta associada a alteracdo na modulagéo simpética
cardiaca observada no grupo LDL sedentério.

E importante enfatizar que, verificou-se que a diminuicdo isolada da variabilidade da FC expressa
aumento de trés a cinco vezes no risco relativo de mortalidade por evento cardiaco, e quando esta
disfuncdo estd4 associada a diminuicéo significativa na sensibilidade dos pressorreceptores, 0 risco
relativo sobe para sete vezes (Almeida & Araljo, 2003). Apesar de ambos 0s grupos sedentarios terem
uma atividade vagal reduzida em relagdo aos grupos treinados, somente o grupo LDL sedentario
apresentou uma diminui¢do da variancia do IP, associada a uma piora na sensibilidade barorreflexa e
também a uma alteracdo na modulacéo simpatica cardiaca, sugerindo que a associacdo de dois fatores
de risco (menopausa e hipercolesterolemia) nesse modelo de estudo, situacdo freqlentemente
observada em mulheres na pdés-menopausa, contribui sobremaneira para 0 aumento do risco
cardiovascular.

A reducdo do nivel de presséo arterial média e a melhora da sensibilidade dos pressorreceptores
sd0 considerados alvos importantes na diminuicéo do risco de morbi-mortalidade em pacientes com
patologias cardiovasculares. Neste sentido, estudos tém apontado que o treinamento fisico regular €
capaz de reduzir a PA e modificar o controle autondémico tanto em experimentos com modelos animais
(De Sousa et al., 2007; De Angelis et a., 2004; Irigoyen et a., 2005) quanto em humanos (La Rovere
et a., 2002). Por este motivo, devido aos beneficios cardiovasculares, metabdlicos e autondmicos apds
o exercicio fisico agudo e crénico tém levado muitos investigadores a sugerir o treinamento fisico
como uma conduta ndo-farmacolégica importante no tratamento de diferentes patologias como o
diabetes mellitus, a hipertensdo arterial e ainsuficiéncia cardiaca (Negréo & Barreto, 1998; La Rovere

et a., 2002). Estudos verificaram alteracBes na atividade simpatica ou parassimpética tanto para o



coragao quanto para 0s vasos em resposta ao treinamento fisico em camundongos (De Angelis et al.,
2004; Danson et al., 2003). No presente estudo utilizamos a andlise espectral como ferramenta para
analisarmos a modulagdo autonémica no model o de estudo escolhido.

Corroborando estudos prévios na literatura, nossos dados demonstram que o treinamento fisico
foi eficaz em normalizar os valores de PA no grupo COT e LOT em relacdo aos grupos sedentérios.
Apesar de o exercicio fisico provocar importantes alteragdes hemodinamicas no paciente hipertenso, os
mecanismos responsaveis pela queda pressorica apos o treinamento fisico ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Um dos mecanismos discutidos para explicar a queda pressorica esta relacionado a
atenuacdo da exacerbada atividade nervosa simpética (Hagberg et al., 1999). De fato, no presente
estudo o grupo LDL que redlizou o treinamento fisico teve a modulagdo simpética cardiaca
normalizada, 0 que provavelmente esta associada a uma diminuicdo da atividade simpética para o
coracao em relagdo ao grupo LDL sedentario. Além disso, 0 aumento da sensibilidade barorreflexa
também parece estar associado a uma diminuicdo da atividade nervosa ssmpatica (Brum et a., 2000).
Como ja demonstrado em outros estudos do nosso laboratorio (Irigoyen et a. 2005; Sousa et al. 2007)
em ratos ooforectomizados obesos e diabéticos, os resultados do presente trabalho evidenciam que o
treinamento fisico melhorou a sensibilidade barorreflexa dos grupos treinados. De fato, mulheres
menopausadas fisicamente ativas quando comparadas a mulheres menopausadas menos ativas tém
maior sensibilidade dos pressorreceptores arteriais e variabilidade da frequéncia cardiaca (Davy et al.,
1996).

Sabe-se que avia aferente do barorreflexo arterial, aém de alteracdes na ef eréncia deste reflexo,
€ importante no desencadeamento dos ajustes neurovasculares sobre a pressdo arterial. Nesse sentido,
uma das possiveis causas da disfuncdo barorreflexa seria a deficiéncia na condugdo das informagdes
levadas a0 nlcleo do trato solitario (Andersen e Yang, 1989). Adicionamente, um elegante estudo

(Brum et al., 2000) evidenciou que a melhora na sensibilidade barorreflexa da FC em machos SHR



treinados estava relacionasda ao aumento significativo na sensibilidade do nervo depressor aortico, ou
sgja, namelhora da af eréncia desse mecanismo.

Alguns fatores podem alterar a aferéncia do barorreflexo, entre eles podemos citar as alteracbes
na complacéncia arterial. Segundo o conceito mecano-elastico aplicado sobre os barorreceptores,
guanto maior a complacéncia vascular sob a mesma presséo de pulso, maior serd a ativacdo dos
pressorreceptores (Kirchheim, 1976) e, portanto melhora o controle barorreflexo arterial. Relacionado a
este paradigma, o treinamento fisico tem se mostrado eficaz em aumentar a complacéncia vascular
tanto em ratos (Kingwell et a., 1997) como em humanos saudaveis (Cameron e Dart, 1994) e, mais
especificamente, em ratos geneticamente hipertensos (Ulrika et al., 2004). Assim, € possivel sugerir
gue apds o treinamento fisico, a complacéncia arterial estaria melhorada nos leitos vasculares,
incluindo as artérias aorta e carotideas, aprimorando a transducdo mecanica dos pressorreceptores e,
consequentemente, o controle barorreflexo arterial.

Por outro lado, o aumento da modulacdo vagal para o coragcdo no grupo LOT representa outro
fator importante para a melhora da sensibilidade dos pressorreceptores, provavelmente, colaborando
para areducdo dos niveis pressoricos em repouso. Dessa forma, pode-se dizer que o treinamento fisico
induziu aumento da modulacdo vagal e reducéo da exacerbada atividade simpética cardiaca nos
camundongos LDL-Knockout ooforectomizadas, corroborando dados de tbnus simpético e vagal
através do blogueio farmacol 6gico em camundongos machos treinados (De Angelis et al., 2004).

Além disto, vale ressaltar que um dos efeitos mais marcantes do exercicio fisico reaizado
cronicamente sobre o sistema cardiovascular é a reducéo da frequéncia cardiaca de repouso quando
comparado aos valores pré-exercicio, fato esse chamado de bradicardia de repouso. Essa adaptacdo
cardiovascular tem sido apontada como um marcador de eficécia do treinamento fisico em individuos
praticantes de exercicios (Smith et al., 1989). A bradicardia ja foi verificada tanto em homens quanto

em modelo de experimentagdo animal, e tem sido atribuida ao aumento do ténus vagal para o coracdo



(Kenney, 1985; Sousa et a., 2007), a diminuicdo do tdnus simpético para o coracdo (Gava et a., 1995)
e também a diminuicdo da frequéncia cardiaca intrinseca de marcapasso (Negréo et a., 1992). Um
estudo anterior do nosso laboratorio demonstrou bradicardia de repouso em camundongos machos apos
0 mesmo protocolo de treinamento fisico (De Angelis et al., 2004). No presente estudo, nossos achados
bradicardia nos grupos treinados (COT e LOT) quando comparados aos grupos sedentérios (COS e
LOS), provavelmente associado ao aumento da modulagéo vagal, e a melhora na modulagéo simpatica
no grupo LOT, apds o periodo de treinamento fisico. Esta melhora da modulagdo cardiaca pés
treinamento pode também estar associada a0 aumento da variancia do intervalo de pulso nos grupos
treinados, ja que o aumento da VFC esta relacionada uma resposta neural de aumento da atividade do
sistema nervoso parassimpético (TASK FORCE, 1996). E relevante citar que mulheres sedentérias no
climatério, quando submetidas a um periodo de treinamento fisico, apresentam melhora do controle
autonémico cardiovascular, observado pelo aumento da variabilidade da freqliéncia cardiaca, (Jurca et
al., 2004).

Portanto, vale destacar que obtivemos correlagOes positivas entre a concentragdo de colesterol
sanguineo ao final do protocolo e a variabilidade intervalo de pulso; e a banda de alta freqiiéncia do
intervalo de pulso, demonstrando que os animais dos grupos LOS e LOT que reduziram o colesterol
plasmético apos o treinamento fisico melhoraram a fungdo autondmica. Em conjunto, esses dados
sugerem gue o colesterol tem uma influéncia importante sobre o controle cardiovascular neste modelo

experimental de menopausa e didlipidemia.



Avaliactes do perfil oxidativo

Atuamente, € consenso que os radicais livres desempenham papel importante no
desenvolvimento de diversos processos patoldgicos e também nas ateracOes verificadas durante o
envel hecimento. Entretanto, o conceito no qual os radicais livres sdo elementos puramente danosos aos
tecidos e sistemas dos organismos se apresenta de forma errbnea. Os radicais livres de oxigénio,
chamados também de espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo produzidos naturalmente em nosso
organismo através dos processos metabolicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema utilidade,
como nas situaces em que ha necessidade de ativacdo do sistema imunol 6gico, na desintoxicagéo de
drogas, na sinalizag&o celular e nos processos que desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos
em resposta a atividade do oxido nitrico (NO). Além disso, ainteracéo do NO, um radical livre com o
radical superdxido pode representar um processo fisiologico de regulacéo do tdnus dos musculos lisos
vasculares (Halliwell, 1992). Nesse sentido, tem se sugerido que as células endoteliais produzem o
radical superoxido e o NO como agentes antagonistas, criando dessa forma, um controle fino do ténus
vascular (Halliwell, 1992).

A producdo de radicais livres e de outras substancias atamente reativas em decorréncia do
metabolismo do oxigénio (EROs) é contrabalancado por muitos mecanismos de defesa antioxidante
gue tem o objetivo de limitar os nivels destas substancias além de evitar os danos celulares (Sies,
1993). Particularmente abordando o sistema antioxidante enzimatico, podemos citar a participacdo das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que atuam de
forma conjunta para impedir a reagdo das Eros, superdxido e peroxido de hidrogénio, com compostos
organicos. Vae ressatar ainda, que o perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes e a producéo de
EROs é importante para a manutencéo daintegridade celular.

O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativagdo das vias metabdlicas especificas

durante ou apos o exercicio, resulta na formacdo de EROs (Rowlands et a., 2000) sendo este efeito



relacionado a intensidade do exercicio fisico (Lovlim et al., 1987). Por outro lado, sabe-se que 0
exercicio fisico quando realizado de forma cronica é capaz de induzir adaptagdes em resposta a uma
maior producdo de EROs. De fato, diversos estudos experimentais ou em humanos tém demonstrado
um aumento da atividade das enzimas antioxidantes apds um periodo de treinamento fisico.
Adicionamente, o aumento na concentracéo de ferro e cobre no suor de atletas apds o exercicio fisico
também é apontado como um mecanismo protetor contra o dano oxidativo mediado por tais metais
(Gutteridge et al., 1985).

O desequilibrio entre a producdo de moléculas oxidantes e a capacidade de inativacdo dos
mecanismos antioxidantes, que resulta na inducéo de danos celulares pelos radicais livres, tem sido
chamado de estresse oxidativo (Sies, 1993). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém
sido relacionados com a etiologia de vérias doencas degenerativas tais como as cardiopatias, a
aterosclerose e os problemas pulmonares (Ames et al., 1993; Stahl e Sies, 1997).

Esse importante papel no desenvolvimento de patologias das Eros é relacionado ao fato de que
todos os componentes celulares serem suscetiveis a acdo dessas substancias. Entretanto, a membrana
plasmética € uma das estruturas mais atingidas pelas EROs, fato esse reconhecido como peroxidacdo
lipidica, que acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (Mello Filho
et a., 1983). Sabe-se que a lipoperoxidacdo esta associada a0 aumento da morbidade cardiovascular em
individuos velhos (Patrico et al., 2002) e com diabetes (Liguori et a., 2001). Neste aspecto, vae
lembrar gque nossos resultados demonstram que ambos 0s grupos treinados apresentaram uma reducéo
na lipoperoxidacéo lipidica, demonstrado pela diminuida QL no tecido cardiaco, em comparacéo a
ambos 0s grupos sedentérios. E importante salientarmos que a lipoperoxidago se inicia com a reagéo
do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado da membrana celular com a ERO, promovendo, dessa
forma, a perda da seletividade na troca idnica, liberagdo do contelido de organelas e formagdo de

produtos citotoxicos culminando em muitos casos com a morte celular (Hershko, 1989).



Com relacdo a0 colesterol plasmatico, estudos evidenciam que as altas concentragbes de
colesterol sanguineo pode induzir prejuizo no perfil oxidativo, possibilitando a oxidacdo do LDL e
assim, favorecendo o desenvolvimento da aterosclerose (Napoli et al., 2006). Nesse sentido, como essa
suscetibilidade de oxidacdo do LDL, induzida pela maior concentracdo de colesterol esta associada a
peroxidacdo lipidica (Bruna et al., 1989), podemos sugerir que a reducdo do colesterol sanguineo
observada apos o treinamento fisico no grupo LOT pode ter um papel importante na manutencdo e/ou
melhora da integridade celular e consegientemente da funcdo cardiovascular neste modelo
experimental de didlipidemia e menopausa.

Outro importante agente antioxidante presente na maioria das células é a glutationa reduzida
(GSH). A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo resultante da exposi¢éo a agentes como o ion ferro,
aradiacdo e aluz utravioleta. Quando € exposta ao agente oxidante, ocorre sua oxidacéo e forma-se a
glutationa oxidadada (GSSG). A recuperacdo da GSH é feita através da enzima glutationa redutase,
etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular (Gilbert e Mc Lean, 1990). Em
situacOes em que o sistema de Oxido-reducéo esta integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto, sob
condigdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio
entre o consumo de GSH e a producéo de GSSG, 0 que caracteriza o estresse oxidativo (Halliwell,
1993). Dessa forma, a magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pelarazéo GSH/GSSG. De
forma semelhante ap observado com as outras enzimas antioxidantes, estudos demonstram que o
treinamento fisico também produz efeitos sobre a enzima glutationa reduzida. Entretanto, os dados
ainda sd0 muito controversos, tendo o aumento e/ou a diminuicdo da GSH nos diferentes tipos de
tecidos musculares sido encontrados em diversos estudos. No presente estudo os animais dos grupos
LDL Knockout apresentaram vaores semelhantes na razdo GSH/GSSG, porém em fungdo da

necessidade de todo o tecido cardiaco para esta andlise ndo realizamos esta raz&o nos grupos controlee,



portanto, ndo podemos avaliar se esta razdo estava dterada nos animais LDL Knockout
ooforectomizados em relacdo aos animais controles ooforectomizados. Vale destacar ainda que o
treinamento ndo alterou significativamente esta razéo no tecido cardiaco dos animais do grupo LOT.

A diminuicdo da lipoperoxidacdo tem sido vinculada a melhora da atividade de enzimas
antioxidantes, com conseqiente melhora do perfil oxidativo (Scheneider e Oliveira, 2004).
Corroborando afirmacdo, estudo prévio do nosso laboratorio também verificou relagdo entre as
medidas de quimiluminescéncia e a concentracdo da enzima SOD. Nesse traba ho, realizado com um
modelo experimental de menopausa, 0 grupo treinado apresentou reducdo na peroxidacdo lipidica
cardiaca, associada a aumento na concentragdo da enzima SOD no tecido cardiaco (Irigoyen et al.,
2005). Em outro estudo, o treinamento fisico também diminuiu a peroxidacdo lipidica e esta melhora
foi associada ao aumento da atividade da catal ase e a manutencdo da concentracdo da enzima SOD em
muscul o esquel ético (Alessio e Goldfarb, 1988).

A enzima superéxido dismutase € o principal mecanismo de inativacdo do radical superdxido
durante o0 exercicio e/ou apés o exercicio fisico. Estudos ja demonstraram de forma consistente que a
atividade da SOD esta aumentada ap0s uma sesséo de exercicio fisico (Ji et a., 1990; Quintanilha et
al., 1983) bem como ap6s um periodo de treinamento fisico (Higushi et al., 1985; Sen et al., 1992).
Essa resposta aumentada verificada na atividade da SOD é considerada uma adaptacdo do sistema para
a aumentada producdo de superdxido induzido pelo exercicio fisico (Ji, 1993). De fato, no presente
estudo verificamos reducdo da SOD no grupo COS em relagéo aos grupos COT e LOT, sugerindo uma
adaptacdo desta enzima quando estimulada pelo treinamento fisico.

Adicionalmente, entretanto, de forma um pouco menos consistente, estudos demonstram um
aumento na atividade da enzima catalase em reposta a uma sessdo aguda de exercicio (Ji et al., 1992) e
também ao treinamento fisico (Quintanilha et a., 1984; Oh-Tshi et al., 1997). No presente estudo

observamos que o grupo LOT apresentou um aumento na atividade da enzima catalase em relagdo a



ambos 0s grupos controles. Esse fato vem de encontro a alguns estudos da literatura no qual o exercicio
fisico demonstrou-se benéfico no aumento da atividade da CAT (Irigoyen et a., 2005). Entretanto, o
grupo LOS também apresentou a atividade da CAT aumentada em relacdo aos grupos controles.

Uma das funcbes cardioprotetoras do estrogénio se baseia na sua habilidade em reduzir a
oxidacdo das moléculas de LDL colesterol (Tiidus, 1995). Nesse sentido, devido ao fato de todos os
animais do presente trabal ho terem sido submetidos a ooforectomia, e a consequente perda da protecdo
dos hormonios sexuais femininos, associado ao elevado colesterol sanguineo verificado nos grupos
LDL Knockout, € razodvel sugerir que a geracéo de Eros em aguns tecidos do grupo LOS estivesse
aumentada em relacéo aos outros grupos. De fato, um estudo anterior evidenciou que mitocondrias de
varios tecidos de camundongos LDL Knockout produziam mais EROs quando comparados a animais
controles (Oliveiraet a., 2005). Dessa forma, levando-se em consideracdo que a maior geracao de Eros
e freglientemente acompanhada da adaptacdo do sistema de defesa antioxidante enzimética (Anderson,
1996), podemos sugerir que o grupo LDL sedentério respondeu de forma adaptativa ao aumento da
producdo Eros, aumentando a atividade da CAT no tecido cardiaco.

Atuamente sabe-se que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) desempenham papel
significante no desenvolvimento da aterosclerose (Steinberg et al., 1989) e que essas particul as, quando
na presenca de EROs, oxidam-se rapidamente se tornando mais aterogénicas (Parthasarathy et al.,
1999). Nesse processo de desenvolvimento da aterosclerose verifica-se uma alteragcéo no funcionameno
da célula endotdial (disfuncdo endotelial) e consequente menor sintese de éxido nitrico (NO)
(Kugiyamaet al., 1990).

Existem evidéncias de que o relaxamento vascular dependente do endotélio estgja alterado na
presenca de quadros patologicos (Ross, 1993). Resultados experimentais demonstraram que a
hipercolesterolemia diminuiu a resposta vascular coronariana (Niebauer et al., 1999). De fato, trabalhos

na literatura vem evidenciando que a maior geracéo de ERO e a alteracdo do perfil lipidico sanguieno



(Gianattasio et al., 2005), pode causar um prejuizo na funcdo endotelial levando a uma consequente
diminuicdo do NO biodisponivel, o que induz, (entre outras) a uma reducdo na vasodilatacdo
dependente do endotélio (Panza et a., 1990). Um mecanismo que tem sido proposto para a menor
biodisponibilidade de NO em situacdo de hipercolesterolemia € o aumento da producédo do anion
superéxido, resultando na formagdo de peroxinitrito, um oxidante capaz de aumentar a peroxidacdo
lipidica (Beckman et a., 1990). Além disso, também atribui-se ao sedentarismo o aumento da producéo
de EROs, que pode levar a disfuncdo endotelial e acelerar o desenvolvimento da aterosclerose em
camundongos hipercolesterolémicos (Napoli et al., 2004). Por outro lado, sabe-se que a normalizacdo
dos niveis de lipoproteinas de baixa densidade melhora a resposta vasodil atadora endotélio dependente
(Anderson et a., 1995), e que o treinamento fisico € uma importante abordagem para diminuir o
colesterol sanguineo e para aumentar a resisténcia a oxidacéo de moléculas de LDL (Napoli et al.,
2004), além de elevar a expressdo da enzima NO sintase (Al-Bennaet al., 2006).

Além disto, diversos estudos tém demonstrado que o exercicio fisico aumenta a sintese de 6xido
nitrico, pelo aumento da for¢a que o sangue exerce na parede dos vasos (shear strees) em resposta a
elevacdo do débito cardiaco e o consequente aumento da pressdo de perfusdo (Fisher et a., 2002).
Somam-se evidéncias que o treinamento fisico melhora a funcdo endotelial tanto em estudos com
humanos quanto em modelos experimentais. De fato, individuos jovens saudaveis submetidos a um
programa de exercicio fisico de 8 semanas demonstraram um aumento na concentracdo plasmética de
nitrito e nitrato, sugerindo um aumento na producdo de NO endotelial (Maeda et al., 2001).
Adicionamente, o treinamento fisico foi capaz de aumentar a expressdo do mRNA da proteina eNOS,
0 que sugere um aumento da atividade desta enzima e também na biodisponobilidade de NO (Laughlin
et a., 2001).

Corroborando com outros estudos, o grupo LDL Knockout que realizou o protocolo de

treinamento fisico (LOT) apresentou um aumento na concentragdo de nitrito no tecido cardiaco em



relacdo aos grupos controles. Sabe-se que a concentracdo de nitrito correl aciona-se diretamente com a
producdo de Oxido nitrico (Lauer et al., 2002). Dessa forma, pode-se sugerir que esses animais tiveram
um aumento na biodisponibilidade de NO que poderia estar relacionada a reducéo da PA e a melhora
da sensibilidade dos pressorreceptores observada neste grupo. Além disto, vale destacar que obtivemos
correlacdo significativa entre a atividade da SOD e a concentracéo de nitrito, bem como com a razéo
nitrito/nitrato, demonstrando que animais com maior atividade da SOD no tecido cardiaco
apresentaram aumento de nitritos (e da razdo nitrito/nitrato), o que tem sido correlacionado com a
producdo de NO. Assim, esse achados sugerem que a reducdo da QL associado ao aumento da
atividade da enzima SOD possa ter favorecido a biodisponibilidade de NO, o que pode estar
relacionado com os beneficios cardiovasculares e autondémicos observados apés o treinamento fisico

Nnos animais treinados.



6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo evidenciam que a dislipidemiainduz prejuizo adiciona no perfil
metabdlico e no controle autondmico cardiovascular em camundongos fémeas submetidas a privacéo
dos horménios ovarianos. Todavia, 0 achado mais importante deste trabalho foi que o treinamento
fisico aerobio induziu melhora hemodindmica e no controle autondémico cardiovascular, associado a
melhora do perfil oxidativo e nitrosativo. Portanto, nossos achados em camundongos submetidos a
privacdo dos hormdnios ovarianos em presenca ou ndo de dislipidemia, reforcam o importante papel do
treinamento fisico como uma efetiva abordagem néo farmacol 6gica na prevencéo e/ou tratamento de

mul heres menopausadas com dislipidemia.
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