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EPIGRAFE

“Nao ha lugar para a sabedoria onde nao hé paciéncia”

Santo Agostinho



RESUMO
O estresse cronico € um fator de risco para o desenvolvimento de hipertensdo, aterosclerose e
diabetes, e ja demonstramos que o protocolo experimental de estresse cronico moderado e
imprevisivel (ECMI) é capaz de induzir resisténcia a insulina, dislipidemia, diminuicdo na
producdo de 6xido nitrico, aumento da atividade do sistema renina-angiotensina e disfuncao
endotelial em ratos. Por outro lado, € vasta a literatura demonstrando que a pratica regular de
exercicio fisico é uma ferramenta ndo farmacoldgica eficaz para o tratamento das disfungdes
induzidas pelo estresse, incluindo os prejuizos cardiovasculares e metabdlicos. Dentre os
modelos de treinamento mais utilizados em pesquisas experimentais, estdo a natacdo e a esteira
rolante. Uma das vantagens do uso da esteira rolante refere-se a facilidade no ajuste da
intensidade do exercicio. Além disto, o exercicio em esteira pode promover menor ativacao de
biomarcadores do estresse, quando comparado a natagdo. Apesar destas vantagens, sabe-se que
nesta condi¢@o os animais sdo submetidos ao treinamento de forma “for¢ada” e ainda nao esta
claro qual o impacto deste estimulo sobre o sistema cardiovascular e sobre o metabolismo,
principalmente em animais estressados cronicamente. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o papel do treinamento fisico de intensidade moderada, em esteira rolante,
sobre os prejuizos hormonais, metabdlicos e cardiovasculares desencadeados pelo ECMI.
Foram utilizados 40 ratos machos Sprague-Dawley, divididos em 4 grupos experimentais:
Controle, Estresse, Exercicio e Exercicio + Estresse. Os animais do grupo Exercicio foram
submetidos a 8 semanas de treinamento fisico em esteira ergométrica adaptada (intensidade
moderada, 50-70% do teste de esforco), 5x / semana, 1 hora por dia. Na 4%, 5% e 6* semanas, 0s
animais foram também submetidos ao protocolo de ECMI, ao longo de 7 dias, repetindo-se os
procedimentos por 3 semanas consecutivas. Durante a 7* e 8* semanas, os animais foram
submetidos apenas ao treinamento fisico; portanto duas semanas apds a aplicagdo do ultimo
estimulo estressor os animais foram mortos por decapitacdo para coleta de sangue e do
ventriculo esquerdo, e as amostras foram armazenadas para posteriores dosagens. Os resultados
foram analisados pela Andlise de Variancia bifatorial, seguidos do Teste de Tukey. A aptidao
fisica dos animais submetidos ao ECMI foi menor do que a dos animais controle, € o
treinamento fisico ndo foi capaz de atenuar este prejuizo. O exercicio fisico preveniu o
desenvolvimento de alteracdes metabdlicas induzidas pelo ECMI, reduzindo a
hiperinsulinemia, o indice de resisténcia a insulina e a dislipidemia, Além disto, também foi
capaz de reduzir a concentracdo cardiaca de serotonina e a atividade circulante da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA), aumentadas em resposta ao ECMI. Entretanto, o

treinamento fisico ndo foi capaz de reduzir a concentragdo circulante de noradrenalina,



dopamina, serotonina, e o estresse oxidativo, que mantiveram-se elevados nos grupos
submetidos ao ECMI. Assim, os resultados do presente estudo sugerem que o exercicio fisico
melhora os prejuizos metabdlicos desencadeados pelo ECMI, bem como a modulacdo sobre o
sistema serotoninérgico cardiaco. Entretanto, pela primeira vez os resultados do presente estudo
mostram que alguns dos efeitos maléficos induzidos pelo ECMI néo sdo atenuados em resposta

ao treinamento, e podem inclusive ser potencializados por este.

Palavras-chave: Estresse Psicologico; Terapia por Exercicio; Catecolaminas; Sistema Renina-

Angiotensina, Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Chronic stress is a risk factor for the development of hypertension, atherosclerosis and diabetes.
The protocol of chronic mild and unpredictable stress (CMS) is an animal model of chronic
stress. Previously, it has been shown that CMS induced insulin resistance, dyslipidemia,
oxidative stress, and increase in renin angiotensin system and endothelial dysfunction in rats.
On the other hand, the literature is in? vast demonstrating that regular physical exercise is an
effective non-pharmacological tool for the treatment of disorders induced by stress, including
cardiovascular and metabolic damage. Among the training models most used in experimental
research, there are swimming and treadmill. One of the advantages of using treadmill refers to
the ease of adjusting the intensity of the exercise. In addition, the treadmill exercise can promote
lower activation of stress biomarkers when compared to swimming. Despite these advantages,
it is known that in this condition the animals are undergoing to "forced" training and it is not
yet clear the impact of this stimulus on the cardiovascular system and metabolism, especially
in chronically stressed animals. Thus, the aim of this study was to evaluate the role of physical
training of moderate intensity on a treadmill, on the hormonal, metabolic and cardiovascular
damage triggered by CMS. Forty male Sprague-Dawley rats were randomized in 4 experimental
groups: Control, Stress, Exercise, Exercise + Stress, submitted to CMS protocol or to 8-week
treadmill training (50-70% of the maximal exercise test). In the 4", 5% and 6™ wk, the animals
were submitted to CMS protocol over seven days, repeating the procedures for 3 consecutive
weeks. During the 7™ and 8 " wk, the animals were subjected only to physical training; Two
weeks after application of the last stressor stimulus, the animals were killed by decapitation and
blood and left ventricle were collected. The samples were stored for future analyzes. The results
were analyzed by two-way analysis of variance followed by Tukey test. Physical performance
of the animals submitted to the CMS was lower than that of the control animals, and physical
training has not been able to alleviate this loss. The exercise prevented the development of
metabolic changes induced by CMS, reducing the hyperinsulinemia, insulin resistance index
and dyslipidemia. In addition, it was also capable of reducing the cardiac concentration of
serotonin and systemic activity of the Angiotensin Converting Enzyme (ACE) increased in
response to CMS. However, physical training was not able to reduce the circulating
concentration of noradrenaline, dopamine, serotonin, and oxidative stress, which remained high
in the groups submitted to the CMS. Thus, the results of this study suggest that exercise
improves metabolic losses triggered by CMS and modulation on cardiac serotonergic system.

However, for the first time the results of this study show that some of the harmful effects



induced by CMS are not attenuated in response to training, which may even be enhanced by

this.

Key words: Stress, Psychological; Exercise Therapy; Catecholamines; Renin-Angiotensin

System, Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

O estresse mental é um grande problema de satde da sociedade moderna, mas
também muito importante para a sobreviéncia humana em situagdes de perigo iminente,
responsdvel por propiciar adaptagdes cardiometabdlicas facilitadoras da resposta de “luta ou
fuga”. Essas respostas consistem em diversas alteracdes homeostaticas do organismo como o
aumento da frequéncia cardiaca e o redirecionamento de substratos energéticos. No entanto, a
cronificacdo deste processo devido a falha e/ou auséncia de mecanismos adaptativos, causa uma
série de respostas deletérias que podem comprometer o estado de saide fisica e mental do
individuo (Ursin e Eriksen, 2004; Nicolaides et al., 2014).

As complicacdes desencadeadas pelo estresse crOnico afetam grande parte da
populacdo e, segundo a American Heart Association, os custos envolvidos com o tratamento de
doencas cardiovasculares e acidentes vasculares encefalicos foram de aproximadamente $316,6
bilhdes de ddlares entre os anos de 2011 e 2012 (Mozaffarian et al., 2016). Além disso, os
custos envolvidos no tratamento de doengas cronicas, como as cardiovasculares (agravadas por
fatores de risco como o diabetes e a obesidade), deverdo saltar de $273 para $818 bilhdes de
dolares de 2010 até 2030 (Heidenreich, 2011; Mozaffarian et al., 2016).

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou em estudos experimentais, alguns dos
efeitos cronicos do estresse, como a piora da funcdo vascular e favorecimento da atuagdo de
mecanismos pro-aterosclerdticos de ratos estressados pelo protocolo de ECMI (Estresse
Cronico Moderado e Imprevisivel) (Neves et al., 2009, 2012). Além disso, o tratamento de ratos
estressados com losartan, um antagonista de receptor AT1 de angiotensina II, atenuou a
diminui¢cdo do relaxamento de anéis adrticos observados pela curva de concentracdo efeito a
acetilcolina e o aumento da pressdo arterial observados em ratos estressados, indicando a
participacdo do sistema renina-angiotensina (SRA) como um dos mediadores destas alteragdes
(Sanches, 2012). Considerando os efeitos negativos do estresse, torna-se importante a busca por
métodos alternativos como o exercicio fisico para evitd-lo e/ou controla-lo.

O exercicio fisico € reconhecido por atenuar alguns dos efeitos do estresse,
promovendo a melhora da concentracdo e da resisténcia a insulina, da dislipidemia, do balanco
oxidante/antioxidante e do controle da pressdo arterial, da sensacdo de bem-estar geral e
melhora de sintomas depressivos (Liu et al., 2015; Marques-Aleixo et al., 2015). No entanto,
quando sua execuc¢do € forcada, como ocorre em alguns modelos experimentais de ratos em
esteira, tende a desencadear adaptagdes que propiciam respostas positivas, mas também

negativas sobre os mecanismos de controle cardiovascular, metabdlico e mental (Moraska et
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al., 2000). Talvez esta dicotomia de respostas adaptativas seja o principal fator para a falta de
consenso na literatura sobre quando, como e quanto a aplicacdo do exercicio fisico deve ser
prescrita e realizada, embora se saiba que o exercicio regular moderado é capaz de promover
diversas alteragdes benéficas ao organismo (Liu et al., 2015; Okame et al., 2015; Shen et al.,
2015).

Assim, considerando os efeitos deletérios do estresse cronico, bem como a falta de
consenso sobre a modalidade de exercicio ideal para promover os supostos efeitos benéficos
sobre pardmetros cardiovasculares e metabdlicos, estresse oxidativo e SRA, o objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia do exercicio fisico aerébio moderado sobre os prejuizos

metabolicos e cardiovasculares desencadeados pelo estresse cronico em ratos.



14

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O estresse mental e suas alteracoes homeostaticas

O estresse mental ¢ um dos mais significativos problemas de saide na sociedade
moderna (Kudielka e Wust, 2010) e pode ser definido como qualquer mudanc¢a na homeostase,
que requer uma resposta adaptativa (Ursin e Eriksen, 2004). Em um organismo sauddvel, além
da ativacdo estressora de curta duracao nao ser capaz de promover efeitos maléficos, tende a
ativar mecanismos protetores fundamentais para a sobrevivéncia na presenca de situacdes de
perigo iminente (Loures et al., 2002; Ursin e Eriksen, 2004; Mcewen, 2006).

Por outro lado, a deficiéncia dos mecanismos adaptativos pode levar a respostas
prejudiciais que geralmente se desenvolvem quando o estimulo estressor € mantido por muito
tempo ou € intenso (Loures et al., 2002) ou, se o individuo apresenta susceptibilidade genética
ou doencas de base, como a hipertensao (Krantz e Manuck, 1984). Com relacdo a associagcao
entre estresse e doengas cardiovasculares, a auséncia de consenso sobre o conceito estresse tem
dificultado a determina¢do do verdadeiro papel que o mesmo exerce na epidemiologia das
mesmas. No entanto, varios estudos demonstram a estreita relacdo entre estresse psicolédgico,
envolvimento do sistema nervoso central, desequilibrio metabdlico, aumento do estresse
oxidativo, elevacdo cronica da pressdo arterial e desenvolvimento de complicacdes
cardiovasculares, incluindo a formacao de placas de ateroma (Mcewen, 2006; Spasojevic et al.,
2011; Daubert et al., 2012; Steptoe e Kiwimaki, 2012; Ni et al., 2016) (Figura 1).

Devido as limitacdes inerentes a pesquisa envolvendo seres humanos, modelos
animais tém sido muito tteis no estudo dos mecanismos fisioldgicos subjacentes aos efeitos
deletérios desencadeados pelo estresse. Apesar de estar bem estabelecido que roedores
adaptam-se a aplicacdo repetida de estimulos estressores, esta adaptacdo ndo ocorre nos
protocolos de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI). Nestes protocolos, a exposi¢ao
a diferentes estressores, alternadamente, por aproximadamente 3 semanas consecutivas, induz
elevacao mantida dos niveis de corticosterona em ratos (Moreau et al., 1993; Willner, 2005)
que pode ser observada até 15 dias apds a aplicagdo do estimulo estressor (Neves et al., 2009).

Em estudo prévio, nosso grupo de pesquisa demonstrou que ratos submetidos ao
protocolo de ECMI desenvolveram anedonia (Costa, 2010), dislipidemia e aumento na resposta
vasoconstritora a fenilefrina, 15 dias apds a interrup¢do da aplicacdo do estimulo estressor
(Neves et al., 2009, 2012). Além disso, também demonstramos que a aplica¢io do protocolo de

ECMLI, induziu disfun¢do endotelial na aorta toracica de ratos, evidenciada pela diminui¢ao da
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producdo de 6xido nitrico, aumento da producdo de anion superéxido (Marcondes et al., 2011)
e reducdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina (Neves et al., 2012). Adicionalmente, estes
efeitos foram acompanhados de desenvolvimento de resisténcia a insulina, evidenciado por
aumento do indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) (Sondergaard et al., 2006) e da
drea sob a curva no teste de tolerancia a glicose, em ratos submetidos ao ECMI em relagédo ao
grupo nao estressado (Neves et al., 2012).

A fim de investigar os mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a disfuncio
endotelial desencadeada pelo ECMI, demonstramos que parte das alteracdes metabodlicas e
cardiovasculares associadas ao estimulo estressor estéd relacionada ao aumento da atividade do
SRA. Apesar do SRA ser um sistema fisiolégico fundamental para a manuten¢do da
homeostasia e regulacdo da pressdo arterial, quando ativado de forma exacerbada, como, por
exemplo, em resposta ao estresse cronico (Gradman, 2009; Grippo e Johnson, 2009), pode
colaborar diretamente para o desenvolvimento de doencas sist€émicas como a hipertensao
arterial (Santos et al., 2012). A hipertensdo arterial normalmente resulta de anormalidades dos
mecanismos de controle da pressdo arterial (Irigoyen et al., 2003). Esta, poderd ser afetada
devido a constante estimulacdo simpdtica induzida pelo estresse, a qual, além de facilitar o
estresse oxidativo pela excessiva liberacdo de catecolaminas (Ni et al., 2016), resulta em maior
atividade das fibras simpdticas que inervam as células justaglomerulares renais e ativagao dos
receptores adrenérgicos presentes nos rins (Phillips, 1987), levando ao aumento da liberacdo de
renina (Harrison-Bernard, 2009), sintese de angiotensina II e aumento da pressdo arterial
(Loures et al., 2002).

Cabe ressaltar, que este é apenas um dos diversos indicios que apontam para a
importante participacdo do SRA no desenvolvimento das alteracdes decorrentes do estresse
cronico (Loures et al., 2002; Parati e Esler, 2012). Portanto, ¢ de grande relevancia estudar as
vias deste complexo sistema, também associadas ao desenvolvimento de aterosclerose,
dislipidemias, disfuncdo endotelial, sindrome metabdlica, entre outras alteracdes
cardiometabdlicas induzidas pelo estresse cronico (Kishi et al., 2012; Marcondes et al., 2012).

Ao avaliarmos a participagdo do SRA em ratos submetidos ao protocolo de ECMI
observamos que animais estressados apresentam aumento da atividade da Enzima Conversora
de Angiotensina (ECA) sérica e tecidual (na aorta tordcica), aumento da atividade da renina
plasmética, bem como aumento nas concentragdes de Angiotensina II e Angiotensina (1-7)
(Marcondes, 2011; Casarini, 2012). Além disto, o tratamento de animais com o antagonista de
receptor AT1 de Angiotensina II, losartan (50mg/Kg/dia, via oral) reverteu algumas das

alteracdes maléficas desencadeadas pelo ECMI, como o aumento da drea sob a curva (obtida
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pelo teste de tolerancia a glicose), a piora do relaxamento induzido pela acetilcolina, o aumento

da pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média e da frequéncia cardiaca (Sanches, 2012).

Figura 1. Diferentes fases do Estresse e suas alteracdes cardiovasculares e metabdlicas. Eixo HHA
= Hipotalamo Hipdfise Adrenal; SNS = Sistema Nervoso Simpatico; IAM = Infarto Agudo do
Miocérdio.

Fonte: Autoria prépria.

2.2 O estresse mental, o exercicio fisico e as alteracoes psicolégicas e cardiometabdélicas

Considerando que o estresse € inerente a sociedade moderna, torna-se
imprescindivel a busca por melhora na qualidade de vida, seja pela adesdo a um padrao
alimentar de qualidade, menor consumo de cigarros e bebidas alcodlicas, melhora na qualidade
do sono e controle do sedentarismo (McGrady, 2010; Holley, 2011). Nesse contexto, torna-se
fundamental a prética de atividades ligadas ao lazer e a sensacdo de bem-estar, responsaveis
principalmente por prevenirem e/ou atenuarem algumas consequéncias negativas relacionadas
ao estresse e ao desenvolvimento de doengas cronicas (McGrady, 2010; Holley, 2011). De

acordo com o Medical Expenditure Panel Survey (MEPS), no ano de 2007, foi estimado um
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custo de $177,5 bilhdes com o tratamento de doengas cardiacas e suas complicagdes (Basu et
al., 2011; Roger et al., 2011). Estima-se que entre 2010 e 2030 os valores relacionados a estes
gastos possam triplicar (de $273 bilhdes para $818 bilhdes) e que o custo gerado por perda de
produtividade devido estas doencas devera saltar de $172 bilhdes para $276 bilhdes
(Heidenreich, 2011; Mozaffarian et al., 2016).

Apesar dos dados serem alarmantes, as complica¢des decorrentes do estilo de vida
inadequado da sociedade moderna podem ser minimizadas e por vezes controladas por medidas
de carater profildtico ou curativo, sejam estas farmacoldgicas (Egami et al., 2010) ou ndo-
farmacoldgicas (Hansen et al., 2010; Schnyer, 2011). Neste sentido, o exercicio fisico (Rabin,
2007) ocupa posicdo de destaque, sendo reconhecido como um fator chave para a manutencao
da saude (Martinez de Morentin e Lopez 2010) podendo os beneficios serem obtidos por meio
do exercicio aerébio (Monteiro e Azevedo, 2010), exercicio resistido ou combinado (Fett et al.,
2009).

A atividade fisica pode reduzir a percepcao de estresse, sendo este um mecanismo
importante associado positivamente a uma melhor saude fisica (Salmon et al., 2001). Foi
observado que quanto maior o nivel de estresse do individuo, maiores sd@ao os beneficios do
exercicio para a saide, quando comparados aos individuos pouco estressados (Carmack et al.,
1999). Além disso, individuos idosos e fisicamente treinados tém demonstrado diminuir a
reatividade ao eixo HPA em resposta ao estresse psicoldgico, quando comparados a individuos
ndo treinados, demonstrando que a atividade fisica pode atenuar a liberagdo de cortisol em
resposta ao estresse (Traustadottir et al., 2005).

Em virtude dos resultados relacionados a sensacdo de bem-estar e melhora da
saude mental promovidos pelo exercicio fisico, esta pratica também € recomendada como
terapia complementar no tratamento de individuos que sofrem de depressdo. Ao avaliarem
alguns estudos epidemioldgicos, Hamer et al. (2011) demonstraram que individuos fisicamente
ativos reduziram em 22% o risco de desenvolverem sintomas depressivos. Neste caso, acredita-
se que os mecanismos responsdveis estejam relacionados tanto a aspectos psicoldgicos, que
incluem a distracdo, melhora do humor e da autoestima e interacio social, como também ao
aumento na liberagdo de monoaminas e estimulacio da transmissao sindptica, e de endorfinas,
promovendo efeitos inibitérios do sistema nervoso central (Peluso e Andrade, 2005). Além
disso, é importante ressaltar que pacientes com sintomas depressivos e inativos fisicamente
apresentam aumento do risco de mortalidade cardiovascular (Kamphuis et al., 2007), enquanto
que o exercicio pode inibir a ocorréncia de depressdo e de sintomas depressivos, melhorar a

saide mental e aumentar a sobrevivéncia em pacientes que sofreram infarto agudo do miocérdio
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(Blumenthal et al., 2004). Em relagdo ao hipocampo, um estudo clinico observou aumento do
volume hipocampal em pacientes depressivos que praticam atividade fisica quando comparados
aos pacientes depressivos sedentdrios (Head et al., 2012).

De fato, Sanches et al (2008) observaram que o exercicio fisico aerébio de
intensidade moderada, praticado de forma lddica, por pacientes portadores do diabetes tipo II
(3x/semana, durante trés meses consecutivos) reduziu a pressao arterial sist6lica e diastdlica, o
indice de massa corpdrea, a glicemia e o LDL-colesterol (lipoproteina de baixa intensidade),
além de reduzir a concentragdo salivar de cortisol e o nivel de ansiedade e depressao, avaliados
pelo HADS (Escala Hospitalar de Ansiedade e Depressao).

Em modelos animais, também tem sido demonstrado que o exercicio induz
respostas antidepressivas (Greenwood et al., 2003). Em ratos, o exercicio aerobio voluntario
em roda de correr diminuiu a anedonia (principal sintoma da depressdo) sugerindo que o
treinamento pode induzir alteracdes bioldgicas semelhantes as altera¢des causadas por drogas
antidepressivas (Greenwood et al., 2003). No sistema nervoso central, o exercicio pode
aumentar a circulacio do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Figura 2), o qual é
conhecido por melhorar a saide e a sobrevivéncia das células nervosas, sugerindo que o
exercicio pode influenciar a saide cerebral (Yarrow et al., 2010). O exercicio também pode
equilibrar as concentracdes cerebrais de monoaminas durante o periodo de estresse (He et al.,
2012). He et al. (2012) demonstraram que o exercicio por natacdo preveniu e reverteu a
diminui¢do dos niveis hipocampais de serotonina e noradrenalina induzida pelo estresse cronico
e promoveu aumento nos niveis de dopamina no hipocampo quando a atividade fisica por
natacdo foi realizada antes de iniciar o periodo de estresse (He et al., 2012). Além disso, o
exercicio pode desempenhar um importante papel protegendo o hipocampo de danos causados
pela exposicao aos glicocorticoides secretados em situagdes estressoras (Sigwalt et al., 2011),
uma vez que foi demonstrado que a atividade fisica foi capaz de estimular a proliferacdo de
células do hipocampo (Ehninger et al., 2003), promover alteracdes na plasticidade sindptica,
estimular a neurogénese e a sinaptogénese (Castrén et al., 2005).

Ao evidenciar as altera¢des cardiacas e metabdlicas proporcionadas pelo exercicio,
cabe ressaltar que os estudos experimentais (com ratos ou camundongos) que abordam os
efeitos profilaticos do exercicio sobre o desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares
ainda sdo escassos; entretanto ja foi demonstrado em um modelo de diabetes por
estreptozotocina, que apenas 4 semanas de treinamento fisico aerébio, aplicado previamente ao
desenvolvimento da doencga, atenuam significativamente os efeitos deletérios do diabetes sobre

os sistemas renal e cardiovascular (Silva, 2011). Além disso, sabe-se que a pratica regular de
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exercicio fisico € responsdvel por reduzir a ansiedade, a concentracdo sanguinea de insulina
(Schnohr et al., 2005; Filho et al., 2008), auxiliar na regulacao de componentes do SRA (Zucker
et al., 2009), diminuir a expressdo de receptores AT1 (diminuindo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio na doenca arterial corondria) (Adams, et al., 2005), aumentar e/ou controlar
a secre¢do de noradrenalina, dopamina (Gavrilovic et al., 2013), serotonina e B-endorfina
(Struder e Weicker, 2001; Schnohr et al., 2005; Cunha et al., 2008), além de modular a atividade
da glandula adrenal (Gavrilovic et al., 2013) reduzindo a atividade do eixo HPA em resposta

ao estresse repetido (Nyhuis et al., 2010) (Figura 2).

Figura 2. Relacdo entre a prética de exercicio e/ou atividade fisica de moderada e alta intensidade
e o efeito do destreinamento fisico e/ou da interrup¢do do exercicio sobre pardmetros fisiol6gicos.
Eixo HHA = Hipotalamo Hipéfise Adrenal; IL—6 = Interleucina-6; BDNF = Fator Neurotréfico
derivado do cérebro.

SOWISIUEIIA]

Fonte: Autoria propria.

Com relagdo ao SRA, embora estudos que envolvam a participagdo deste sistema
nos efeitos cardiovasculares induzidos pelo exercicio fisico ainda sejam escassos € por vezes,
contraditdrios (Barauna et al., 2008; Barreti et al., 2012), estes, por sua vez, tém sido cada vez
mais evidenciados (Barauna et al., 2008; Alves et al., 2009). Nesse contexto, jd foi mostrado

que o exercicio fisico aerdbio é capaz de reduzir a expressdo do RNAm de angiotensinogénio
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em 4reas cerebrais de controle cardiovascular, favorecendo o controle da pressao arterial (Félix
e Michelini, 2007), bem como pode aumentar os niveis de Angiotensina (1-7) e o RNAm e
expressdo proteica de receptores Mas no ventriculo esquerdo de ratos espontaneamente
hipertensos (Filho et al., 2008). Além disso, também pode normalizar a atividade do SRA em
animais com infarto agudo do miocardio e em pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Adicionalmente, é sugerido que, em resposta ao exercicio, a modulac¢do da atividade do SRA
(em casos de insuficiéncia cardiaca) e da atividade nervosa simpdtica (em ratos
espontaneamente hipertensos) estdo envolvidas na redugdo da resisténcia vascular sistémica e
da pressao arterial observada em individuos pré-hipertensos (Liu et al., 1997; Braith et al., 1999;
Fagard e Cornelissen, 2005; Wan et al., 2007; Bertagnolli et al., 2008; Negrao e Middlekauff,
2008; Pereira et al., 2009).

Também tem sido sugerido, em estudos clinicos (Diet et al., 2001) e experimentais
(Fernandes et al., 2011; Oliveira et al., 2009), que o SRA local exerce importante influéncia
sobre os mecanismos regulatérios durante o processo de hipertrofia ventricular esquerda (HVE)
fisiolégica. Além disto, ja foi demonstrado que a HVE patoldgica pode ser minimizada pelo
treinamento fisico aerébio e envolve mecanismos relacionados a diminuicao da resisténcia
vascular e aumento do fluxo sanguineo cardiaco, atribuidos a reducdo da concentracdo
sist€émica e local da ECA e da Angiotensina II, bem como aumento do efeito vasodilatador de
Angiotensina (1-7) e da atividade da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Li et al.,
1997; Carvalho et al., 2007).

As alteracdes vasodilatoras em tecido cardiaco, também podem ocorrer devido a
melhora da biodisponibilidade do 6xido nitrico em reposta ao exercicio fisico. Sabe-se que o
aumento da atividade simpética pode favorecer a producio de espécies reativas de oxigénio, as
quais atuam como uma importante via intracelular durante o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca (Neri et al., 2007). Por outro lado, a inibicdo destas espécies pode atenuar tanto a
hipertrofia cardiaca de ratos wistar (Neri et al., 2007) quanto a cardiomiopatia observada em
camundongos diabéticos (Ni et al., 2016). Adicionalmente, o exercicio fisico é capaz de atenuar
a ativacdo simpatica e melhorar o estresse oxidativo (Li et al., 2015). Dessa forma, o exercicio
fisico pode reduzir a atividade simpadtica e, consequentemente, o estresse oxidativo além de
alguns danos desencadeados por determinadas doencas de origem cardiovascular ou metabdlica
(Bertagnolli et al., 2008; Li et al., 2015).

Em nosso laboratério, Cunha et al. (2007) observaram que os efeitos deletérios do
diabetes por estreptozotocina, e da hipertensdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos

foram atenuados pelo treinamento fisico aerébio de intensidade moderada. Os animais
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hipertensos-diabéticos treinados apresentaram melhora significativa nos parametros
metabodlicos e hemodinamicos, reducdo da glicemia, além de atenuacdo na progressdao das
alteracdes morfoldgicas e funcionais do misculo cardiaco, aumentando significativamente seu
indice de sobrevida (Cunha, 2007). Entretanto, ndo se sabe, até o momento, qual o papel do
exercicio fisico aer6bio moderado nas alteragdes cardiovasculares e metabolicas induzidas pelo

ECMI sobre o balanco oxidante/antioxidante, bem como, sobre os componentes do SRA.

2.3 O estresse mental e o exercicio fisico forcado

Sabe-se que a atividade fisica pode promover beneficios fisicos e psicolégicos que
estdo envolvidos tanto na acao indireta desta atividade em reduzir o estresse mental, quanto em
sua a¢do direta sobre as funcdes metabdlicas proporcionadas ao organismo, como por exemplo,
os ripidos efeitos tranquilizantes desencadeados pelo aumento de temperatura corporal
(Schnohr et al., 2005; Marcondes et al., 2012). Adicionalmente, a pratica regular de exercicio
pode favorecer diversos mecanismos modulatérios sobre o sistema nervoso central, sistema
cardiovascular e metabdlico (Marcondes et al., 2012).

As diferencas concentuais entre a atividade e o exercicio fisico ocorrem
principalmente pelo fato de a atividade poder ser qualquer atividade fisica que promova gasto
caldérico, enquanto o exercicio, ¢ uma atividade fisica programada, com modalidade,
intensidade, tempo, séries e repeticdes pré-estabelecidos (Caspersen et al., 1985). A luz desse
conceito, o exercicio fisico pode ser dividido em exercicio aerdbio/anaerébio ou resistido.
Durante sua aplicagdo, ele pode ser dividido em exercicio voluntario (quando sua realizagio é
espontanea/voluntdria) como em rodas de correr ou forcado (quando sua realizacdo ¢
obrigatdria), principalmente no que diz respeito aos modelos experimentais de ratos em esteira
(Moraska et al., 2000; Okame et al., 2015).

Embora sejam diversos os estudos que mencionam os efeitos benéficos do
exercicio, como ja relatado no subcapitulo anterior do presente estudo, € importante ressaltar
que o treino de alta intensidade pode aumentar o estresse oxidativo e promover exacerbacao da
resposta imune (Suchanek et al., 2010). Adicionalmente, independente da intensidade de treino,
a interrupcao de sua pratica tende a prejudicar o bom estado de humor, resposta que foi
relacionada a diminuicao da concentragao de IL-6 (Poole et al., 2011), uma importante citocina
que mobiliza substratos extracelulares durante o exercicio (Petersen e Pedersen, 2005). Por
outro lado, a alta intensidade da pratica de exercicio foi relacionada ao aumento da estimulagdo

de linfdcitos, leucdcitos e liberagdo de citocinas pré e anti-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6),
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fatores que podem levar o organismo a adaptacdes maléficas (Suchanek et al., 2010), sugerindo
a importancia do equilibrio entre os mediadores inflamatorios para com os efeitos benéficos do
exercicio regular de moderada intensidade (Suchédnek et al., 2010; Poole et al., 2011) (Figura
2).

Por isso, em algumas situacdes, o exercicio pode ser reconhecido como um estimulo
estressor (Goldstein e Kopin, 2007), considerando que seus efeitos sobre o sistema imune sdao
mediados por hormdnios como o cortisol (em humanos) ou corticosterona (roedores), além de
catecolaminas (Nicolaides et al., 2015).

Em modelos experimentais, o exercicio em esteira é escolhido e aplicado por
diversos pesquisadores para se avaliar os efeitos fisiolégicos do exercicio aerébio sobre
parametros cardiacos e metabdlicos (Bequet et al., 2001; Bertagnolli et al., 2008; Sertie et al.,
2015). Porém, esta forma de exercicio forcado pode vir a desencadear todos os mecanismos ja
mencionados anteriormente, ativados em resposta ao estresse mental. Portanto, o exercicio em
esteira pode desencadear estresse psicoldgico e fisico, causando adaptagdes fisioldgicas
positivas (como por exemplo, a perda de peso corporal) e negativas (reforcando o aumento da
liberacao de hormonios do estresse), principalmente no que diz respeito a sua aplicacido durante
o estresse cronico. (Moraska et al., 2000). Assim, torna-se necessario a investigacao sobre a
pratica de exercicio fisico de baixa a moderada intensidade, previamente, durante e apds o

estresse cronico.
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3 PROPOSICAO

Avaliar e caracterizar o papel do treinamento fisico de intensidade moderada, em
esteira rolante, sobre os prejuizos hormonais, metabdlicos e cardiovasculares desencadeados

pelo estresse cronico em ratos, por meio dos seguintes parametros:

a. A regulacdo do peso corporal, a glicemia e a concentragdo plasmadtica de insulina, a 4drea sob
a curva e o Indice HOMA;

b. As concentragdes circulantes de corticosterona, catecolaminas e serotonina;

c. As concentracdo cardiacas de catecolaminas e serotonina;

d. A concentragdo sérica de dcidos graxos, colesterol total, triglicerideos e HDL;

e. A atividade da ECA e ECA 2 no plasma e coragao;

f. O balanco oxidante/antioxidante em tecido cardiaco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Nesse estudo, ao total, foram utilizados 40 ratos machos Sprague-Dawley SPF
("specific patogen free") pesando 150 - 180 g no inicio do experimento, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncias em Animais de Laboratério -
UNICAMP (CEMIB). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (Processo CEUA n° 2931-1; ANEXO
1) e estdo de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA).

Os animais chegaram com 1 més de idade e passaram por um periodo de adaptacdo
durante 1 semana (equivalente a semana -3 do fluxograma do delineamento experimental,
Figura 3) no Biotério de Fisiologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
FOP/UNICAMP. Eles foram alojados em gaiolas individuais com maravalha autoclavada, em
estante ventilada para ratos Alesco®, em sala climatizada (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de
12/12 h (luzes acendendo as 06h00min) e foram alimentados com ragdo para ratos Purina®. A
entrada no biotério foi rigorosamente controlada, permitida apenas para o experimentador
responsavel pelo projeto, vestido adequadamente com avental, luvas, mascara e prote¢do para

0s pés.



Figura 3. Fluxograma do delineamento experimental.
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Fonte: Autoria propria.

4.2 Delineamento Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n = 6-8 ratos/grupo):

1) Controle (C)
2) Estresse (ECMI)
3) Controle + Exercicio (EX)

4) Exercicio + Estresse (EX+ ECMI)

Na sexta semana de vida dos animais (equivalente a semana -1 do fluxograma do
delineamento experimental, Figura 3), houve pré-avaliacdo dos animais, e foram excluidos os
nao-corredores, ou seja aqueles que nao caminharam na esteira em velocidade incremental de
5 m/min até 10 m/min, durante 10 minutos. Na sétima semana de vida (semana 0), todos os
animais foram adaptados em esteira ergométrica, durante 5 dias e foi realizado o primeiro teste
de esforco com a finalidade de obter a resposta mdxima ao exercicio de cada animal. A partir

de entdo, foi possivel prescrever o treinamento fisico de intensidade leve a moderada (50-70%
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do teste de esfor¢co) para as 3 primeiras semanas de treinamento (equivalentes as semanas 1, 2
e 3, do fluxograma do delineamento experimental, Figura 3).
Na décima semana de vida (equivalente a semana 3 do fluxograma do delineamento

experimental, Figura 3), foi realizado um novo teste de esforco, com a finalidade de novamente

obter a resposta maxima ao exercicio (avaliacdo do desempenho fisico) dos animais e assim,
prescrever o treinamento fisico de intensidade leve a moderada para as proximas 5 semanas de
treinamento. Cabe ressaltar que os animais sedentdrios realizaram novamente 5 dias de
adaptacdo a esteira para a realizacdo do segundo teste de esforco.

Assim, o protocolo de exercicio fisico foi iniciado na semana 1 e mantido até a

semana 8 (Figura 3). O terceiro e ultimo teste de esforco foi realizado na semana 7 (para nao

sofrer interferéncia do teste de tolerancia a glicose, realizado na semana 8), em todos os animais,
como descrito anteriormente. A finalidade do 3° teste de esfor¢co foi avaliar a evolucdo do
desempenho fisico dos animais, em resposta ao exercicio (Figura 3).

O peso corporal foi registrado semanalmente, durante 10 semanas. O estresse foi
aplicado nas semanas 4, 5 e 6 do periodo experimental (Figura 3). O treinamento teve inicio
antes da aplicacdo do protocolo de estresse com o objetivo de avaliar seu efeito ndo s6
terapéutico, mas também profilatico, sobre o desenvolvimento das complicacdes induzidas pelo
estresse. Por este motivo, os animais foram treinados durante as 3 semanas iniciais do protocolo
experimental, antes de serem submetidos ao protocolo de estresse. Na semana 8 foi avaliada a
concentracdo de glicose e insulina em jejum, bem como a resposta ao teste de tolerincia a
glicose. Os ratos foram eutanasiados, por decapitagdo, 15 dias apds o término da aplicacdo do
protocolo de ECMI, no inicio da 9° semana experimental (Figura 3), para coleta de sangue e
tecidos. Os animais foram eutanasiados 15 dias apds o término do protocolo, uma vez que o
nosso objetivo ndo foi avaliar os efeitos agudos desencadeados pelo estresse, que sabidamente
estavam presentes, mas sim os efeitos cronicos do mesmo, que se mantiveram mesmo apos a
interrupcao da aplicacao do protocolo (Neves et al., 2009; Sanches, 2012). Adicionalmente, nos
animais treinados, a eutandsia ocorreu em até 48 horas ap0s a realizacdo do tltimo treino, com
a finalidade de se obter os resultados relacionados aos efeitos cronicos do exercicio fisico

regular.

4.3 Protocolo de Estresse
Na 4%, 5* e 6* semanas do periodo experimental, os animais foram submetidos ao
protocolo de ECMI, adaptado pela modificacdo realizada por Neves et al. (2009), a partir da

metodologia descrita por Moreau (1997). O protocolo de ECMI consiste na aplicacdo de
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diferentes estimulos estressores, como a imobilizacdo (Figura 4) e a inclinac@o de gaiolas a 45°
(Figura 5) ao longo de 7 dias, repetindo-se os procedimentos por 3 semanas consecutivas

(Tabela 1).

Figura 4. Estimulo estressor de imobilizacao aplicado em rato Sprague — Dawley

Fonte: Autoria propria.

Figura 5. Estimulo estressor de inclinacdo de
gaiolas a 45° aplicado em ratos Sprague —
Dawley.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 1. Protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel.

Manha Tarde

Segunda-feira 8:00 —9:00 h: Imobilizacao 13:00-14:00 h: Imobilizagcao
18:00 h: Iluminacao continua durante a noite

Tercga-feira 8:00 —9:00 h: Imobilizagio 14:00 - 15:00 h: Imobilizagio seguida de
inclinagdo de gaiola durante 15 horas.

Quarta-feira  8:00 - 10:00 h: Imobilizacao 13:00 - 14:00 h: Imobilizagdo seguida de
inclinagdo de gaiola durante 15 horas.

Quinta-feira  8:00 — 10:00 h: Imobilizacao 14:00 - 15:00 h: Imobilizagao seguida de
11:00 — 12:00 h: Imobilizacao alojamento em gaiolas com maravalha dmida
durante 17 horas.

Sexta-feira 8:00 —9:00 h: Imobilizagao 18:00 h: Ciclo claro/escuro invertido (até 08:00
h da segunda-feira seguinte)

Fonte: Adaptado de Neves et al., 2009.

4.4 Avaliacdo da Capacidade Fisica Maxima e Protocolo de Treinamento Aerdbio
incremental

O protocolo de treinamento aerobio foi realizado em esteira ergométrica (AVS
Projetos®) adaptada para ratos, sem o estimulo de choque. A esteira foi constituida por raias de
aluminio com tampas de acrilico transparente, pintadas em preto na parte frontal. Além disso,
para proporcionar um ambiente escuro a fim de facilitar o direcionamento e a permanéncia do
animal em sua raia, durante as sessOes de exercicio, foi colocado sobre a metade distal da esteira
um tecido preto (Figura 6). Para o deslocamento dos animais sobre a esteira, fol necessario um
periodo de adaptacdo de uma semana (15 minutos/dia, 5 — 10 m/min) antes do 1° teste de esforco
maximo. A capacidade aerébia maxima foi avaliada individualmente por meio do teste de
esforco méximo escalonado em esteira ergométrica, no qual foi avaliada a capacidade aerébia
maxima do rato quantificando-se a velocidade maxima e o tempo em que o animal conseguiu
correr até a exaustdo [o teste de esfor¢o consistiu em um protocolo de exercicio aerdbio
escalonado, com incrementos de velocidade de 5 m/min a cada 3 minutos (Felix e Michelini,
2007) até que os animais atingissem a exaustdo]. O teste de esfor¢o méaximo foi realizado 3
vezes durante o protocolo experimental, no final da semana O e ao final da 3* € 7* semanas de
treinamento e/ou equivalentes a estas, para os ratos sedentdrios (Figura 3). E importante
ressaltar que os animais de todos os grupos realizaram o teste de esforco, possibilitando assim,
a comparagdo do desempenho fisico entre os animais treinados e os sedentédrios, bem como a
evolucdo temporal intra-grupo. O protocolo de treinamento fisico aerdbio foi realizado por 8

semanas consecutivas, com intensidade baixa a moderada (50% a 70% da velocidade maxima
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atingida no teste de esforco mdximo) (Silva et al., 1997; Lehnen et al., 2011), com duragdo de

uma hora por dia (das 16:30 até as 17:30), 5 vezes por semana.

Figura 6. Treinamento aerdbio realizado em esteira ergométrica adaptada para ratos

Fonte: Autoria prépria.

4.5 Teste de tolerancia a glicose e avaliacdo da ocorréncia de resisténcia a insulina

Na semana 8 do protocolo experimental (Figura 3), apds jejum de seis horas (e 48
horas apds a ultima sessdo de exercicio fisico para os grupos treinados), os animais foram
anestesiados superficialmente por inalacdo de halotano e uma amostra de sangue foi coletada
da veia caudal, para determinacdo da glicemia e insulina em jejum (Liang et al., 2005; Neves
et al., 2012). Em seguida, foi administrada solu¢do de glicose (2 g/ kg) por via oral (gavagem).
Ap6s 30, 60, 90 e 120 minutos, o sangue de cada animal foi novamente coletado, para
determinacdo da glicemia (Liang et al., 2005). Uma gota de sangue foi utilizada para
determinacdo da glicemia, imediatamente apds cada coleta, em glicosimetro Optium Xceed®.
O volume restante da coleta de sangue de cada rato foi centrifugado e o plasma foi armazenado

em freezer a —80°C, para posterior determinacdo da concentracdo de insulina e do indice de
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resisténcia a insulina, Indice HOMA (Homeostasis Model Assessment), calculado pela férmula

descrita por Sondergaard et al. (2006):

[glicose em jejum plasmdtica (mmol/L) X Insulina em jejum plasmética (mU/mL)]

22,5

4.6 Dosagem de insulina

A dosagem de insulina plasmdtica foi realizada por radioimunoensaio, segundo
método descrito por Scott e Rojas (1981). Foi utilizado a insulina padrio de rato (com curva de
0,0195 a 5 ng/mL em dilui¢do seriada), Human Recombinant 1251 — Insulina (PerkinElmer®,
Waltham, USA).

4.7 Obtencao das amostras

Os animais foram mortos por decapita¢do, ao final do periodo experimental. A
eutandsia ocorreu sem anestesia prévia, a fim de evitar qualquer influéncia sobre a concentracao
sanguinea de corticosterona (Vahl et al., 2005). O sangue de cada animal foi coletado em trés
diferentes tubos de ensaio [um para obtencao do soro sanguineo e dois para obten¢ao do plasma,
sendo em um com heparina e outro com EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)] que foram
centrifugados e distribuidos em 4 aliquotas de eppendorf de 200 uL cada. O coragao foi isolado,
rapidamente congelado em gelo seco e posteriormente o ventriculo esquerdo foi isolado. Todas

as amostras foram congeladas e armazenadas a - 80°C para posteriores dosagens bioquimicas.

4.8 Dosagem de corticosterona

A determinagdo da concentragdo plasmatica de corticosterona foi realizada por
ensaio enzimdtico colorimétrico, utilizando-se kit comercial produzido por Enzo Life Sciences®
(Ann Arbor, MI, USA), com sensibilidade de 0,027 ng/mL e com coeficiente de variagcao intra

e inter-ensaio de 7,7% e 9,7%, respectivamente.

4.9 Avaliacao de acidos graxos circulantes
Os 4cidos graxos livres séricos foram quantificados por ensaio enzimético-
colorimétrico, utilizando-se kit comercial Bio Assay Systems® (Hayard, CA, EUA), conforme

orientacoes do fabricante.
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4.10 Avaliacao da concentracao de colesterol total, triglicerideos e HDL
As concentracdes séricas de lipidios foram determinadas por ensaio enzimatico-
colorimétrico, utilizando-se kits comerciais Gold Analisa® (Belo Horizonte, MG, Brasil)

(Dantas et al., 2006)

4.11 Quantificacdo de catecolaminas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

Para a dosagem de catecolaminas do coragdo, um fragmento do VE (ventriculo
esquerdo) (100 mg) foi processado em homogeneizador (Polytron) mantido em gelo, em 7 mL
solucdo de 4cido perclérico 1 mM, contendo 0,02 % de Na>S>0s (metabissulfito de s6dio) e 10
pL do padrdo interno de calculo DHBA (dihidroxibenzilamina) 1 mM. O homogenato foi
mantido em refrigeracdo overnight, centrifugado a 10000 rpm por 50 min, e o sobrenadante
filtrado em membrana filtrante de PVDF (0,22um).

Para dosagem plasmdtica de Catecolaminas,utilizamos 200 ul de plasma
juntamente com 50 mg de alumina (Al2Os), tampao TRIS (pH 8,6), 40 uL (8 ng) de DHBA
(padrdo interno, dihidroxibenzilamina). As catecolaminas extraidas foram eluidas com 400 pL.
de 4cido perclérico 0,1 M. O sobrenadante foi centrifugado a 10000 rpm e filtrado em
membrana filtrante de PVDF (0,22 um).

As amostras obtidas a partir do VE e do plasma foram injetadas em coluna de fase
reversa (Cavalheiro et al., 1994; Di Marco et al., 2003), e as catecolaminas foram separadas
usando um par 16nico acoplado com deteccao eletroquimica (0,75 V). A separacdo isocratica
foi obtida usando uma coluna C18 Spheri-5 ODS 5 um. O sistema de HPLC consistiu em uma
bomba (modelo LC-10 ADVP- Shimadzu), detector eletroquimico (modelo L-ECD- 6A-
Shimadzu), injetor automatico (SIL- 20AC- Shimadzu), pré-coluna RP 18, 7 um (15x3,2 mm).
No plasma, as aminas biogénicas foram separadas por elui¢@o isocratica, fluxo de 0,8 mL/min
durante aproximadamente 25 min, e em tecido (VE), em um fluxo de 1 mL/min durante
aproximadamente 60 minutos, sendo que a fase mével foi composta de fosfato de sédio 0,02 M
(Merck), citrato de sédio 0,02 M (Merck), EDTA 0,12 mM (Merck), heptano sulfonico 566
mg/L (Sigma) e metanol (Licrosolv) 10 % e ajustado o pH para 2,53 com 4cido percldrico a

50% (Merck). Para célculo da concentragao foi utilizada a seguinte formula:
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Pg A/mL=PsA/PsDHBA x quantidade do padrao x fator de dilui¢cdo
PstA/PstDHBA

Onde: A=amina; Ps= drea do pico da amina na amostra; PstA= drea do pico da amina no padrao;
PsDHBA= area do pico do DHBA na amostra, e PstDHBA= drea do pico de DHBA no padrio.
DHBA foi o padrdo interno de extragcdo, usado para o cdlculo de recuperacdo nos tempos de

retengdo esperados.

4.12 Dosagem de serotonina

Para o preparo do homogenato, um fragmento do VE (100 mg) foi processado em
homogeneizador (Polytron) mantido em gelo, em 7 mL solucdo de 4cido perclérico 1 mM,
contendo 0,02 % de Na2S205 (metabissulfito de s6dio) e 10 uL DHBA (dihidroxibenzilamina)
1 mM. Para dosagem de serotonina sérica, foi utilizado um volume de 100 puL. As concentracdes
de serotonina no VE foram determinadas por HPLC, utilizando uma coluna Spheri-5 ODS 5
pm. A serotonina foi separada por elui¢do isocratica, fluxo de 1,0 mL/min. O soro (100 pL)
foram desproteinizados com 50 pL acido perclérico 0,34 M gelado, seguido de congelamento
(nitrogénio liquido) por 5 min, centrifugado a 10000 rpm a 4 °C por 40 min. Foram adicionados
834 uL de metabissulfito de sédio e 66 uL de padrio interno a 100 uL. do sobrenadante. A
amostra (100 uL) foi injetada na coluna (fase reversa), C18 50-4,6mm fluxo 1,0/min por 8
minutos e as concentracdes de serotonina no VE (Cavalheiro et al., 1994) e no soro foram
expressas em pg/g e pg/mL, respectivamente. Para dosagem de serotonina do homogenato do

tecido segue o mesmo protocolo de tecido para Catecolaminas.

4.13 Determinacio da atividade enzimatica da ECA

O fragmento do ventriculo esquerdo (25 mg) foi homogeneizado em 1 mL de tampao
borato, contendo PMSF (1 mM). Em seguida, o contetido foi submetido a centrifugacao (5000
rpm, 15 min, 4 °C), e a partir de uma aliquota do sobrenadante, determinou-se concentra¢io
proteica das amostras (Bradford et al., 1976). Foi utilizada uma curva de albumina bovina sérica
como padrdo, com leitura da absorbancia a 595 nm (Bio-Rad Protein Assay).

A atividade da ECA no ventriculo esquerdo e no plasma foi determinada
fluorimetricamente, utilizando Z-Phe-His-Leu-OH (ZPhe-His-Leu) (Bachem Bioscience Inc.,
EUA) (Piquilloud et al., 1970; Friedland et al., 1976) como susbtrato. As amostras (10 uL do
homogenato de ventriculo esquerdo ou 10 pL. de soro) foram incubadas, por 10 minutos a 37

°C, com 200 pL (5 mM) do substrato ZPhe-His-Leu, sendo a reacdo enzimatica interrompida
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com 1,5 mL de NaOH 0,28 N. O dipeptideo His-Leu liberado foi acoplado ao marcador
fluorescente ortoftaldialdeido (Sigma Chemical CO, EUA) (20 mg/mL, em metanol) e a reagdo
fluorimétrica interrompida apos 10 minutos, pela adicdo de 200 uLL HCI 3 N. A leitura da
fluorescéncia (excitagao: 360 nm; emissao: 500 nm) foi realizada (Infinite 200, TECAN, Suica),
e as medidas de fluorescéncia, dadas em unidades arbitrdrias, registradas para posterior célculo.
A atividade enzimatica da ECA no soro e no ventriculo esquerdo foi expressa em nmol/mL/min

e nmol/mL/mg, respectivamente.

4.14 Determinacio da atividade enzimatica da ECA2

Para o preparo do homogenato das amostras, um fragmento do ventriculo esquerdo (25
mg) foi homogeneizado (Polytron), em 1 mL de Tampao Tris-HCl 75 mM, NaCl 1M contendo
0,5 uM de ZnClp, 10 uM de captopril e coquetel de inibidores de protease Complete Mini EDTA
Free (Roche®), seguido de centrifugacdo (12000 rpm, 5 min., 4 °C). A partir do sobrenadante
foi determinado o contetido de proteinas totais das amostras Bradford et al. (1976), utilizando-
se uma curva de albumina bovina sérica como padrdo, com leitura da absorbancia a 595 nm
(Bio-Rad Protein Assay).

A atividade enzimdtica da ECA2 no homogenato e no soro foi determinada
fluorimetricamente, utilizando 10 uM de Mca-APK (Dnp) (Biomol International, EUA), como
substrato, na presenga e auséncia de 10 uM de DX600 (Phoenix Pharmaceuticals, EUA) em
tampao Tris-HCI 75 mM, NaCl 1, pH 6,5 contendo 10 pM de captopril, 0,5 uM de ZnCl: e
coquetel de inibidores de protease Complete mini EDTA free (Roche®), diluido conforme
recomendacdo do fabricante, como descrito por Pedersen et al. (2011), com algumas
modificagdes. Apés o periodo de incubagdo de 0 e 30 min a 37 °C, a leitura fluorimétrica
(excitacdo: 320 nm; emissdo: 420 nm) foi realizada (Infinite 200, TECAN, Suiga), sendo as
medidas de fluorescéncia, em unidades arbitrdrias, registradas para posterior calculo. A
atividade enzimadtica da ECA2 no soro e no ventriculo esquerdo foi expressa em nmol/mL/min

e nmol/mL/mg, respectivamente.

4.15 Balanco oxidante/antioxidante em tecido cardiaco

4.15.1 Biomarcador da Peroxidacao Lipidica em Tecido Cardiaco (TBARS)
A peroxidacao lipidica foi determinada por meio do ensaio de substancias reativas
ao dcido tiobarbitirico utilizando o método de Buege e Aust (1978). A determinacdo da

concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido tiobarbitirico (TBA) em se ligar a
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lipidios oxidados. Resumidamente, 100 mg do ventriculo esquerdo foram homogeneizados em
I mL de tampao Tris HCl 20 mM (pH 7,4) e em seguida centrifugado por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi retirado e usado como amostra bioldgica. Dessa forma, 500 pL do
sobrenadante do homogenato foram misturados com TCA (28% p/v em HC1 0,25 M), TBA (1%
em dcido acético 0,25 M) e BHT (125 mM em etanol), aquecidos por 15 min a 95 °C e
imediatamente a seguir colocados em banho de gelo. O precipitado foi removido por
centrifugacdo a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C, e a absorbancia do sobrenadante determinada
a 535 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

Os niveis de TBARS foram calculados utilizando o coeficiente de extingdo molar

do malondialdeido (MDA) (154000 M'cm™) segundo a lei de Lambert Beer.

4.15.2 Catalase

A atividade da catalase foi determinada de acordo com Aebi (1984). O método
baseia-se na decomposi¢dao do H>O; pela enzima, durante 3 min. Resumidamente, 100 mg de
ventriculo esquero foram homogeneizados em 1 mL de tampao fosfato 100 mM (pH 7,2) e em
seguida centrifugados a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante retirado foi usado
como amostra bioldégica. Em um tubo de polipropileno foram colocados 50 puL de tampao
fosfato 100 mM (pH 7,2) e 40 uL de 4gua destilada e mantido em banho maria a 30 °C por 1
minuto. Em seguida, foram adicionados 10 pLL da amostra e a reagdo iniciada pela adi¢do de
900 uL de H202 (10 mM). As absorbancias foram determinadas exatamente a cada minuto,
durante trés minutos a 240 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

A atividade da catalase foi calculada segundo a lei de Lambert Beer. A absorbancia
utilizada foi correspondente ao delta de absorbancia por minuto. Foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar do peréxido de hidrogénio (39,4 M-'lcm™). Os resultados foram expressos em
unidade por miligrama de proteina. Uma unidade de catalase € equivalente a hidrolise de 1 pmol

de H>O» por minuto.

4.15.3 Proteinas Totais em Tecido

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com o método de
Lowry et al. (1951), sendo esta anélise realizada para fazer a corre¢do das dosagens de catalase
e TBARS. O principio do método baseia-se na redu¢do do reagente de Folin Ciocalteau, ao
reagir com aminodcidos arométicos, catalisada por ions cobre, em meio alcalino, formando uma
coloragdo azul.

Inicialmente foram preparadas as solucdes de trabalho conforme descrito abaixo:
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Reagente A: Foram dissolvidos 0,25 g de sulfato de cobre (CuSO45H20) e 0,5 g de
citrato de sdédio em 100 mL de dgua destilada.

Reagente B: Foram dissolvidos 5 g de carbonato de sédio e 1 g de hidréxido de
s6dio em 250 mL de dgua destilada.

Reagente C: Em 50 mL de reagente B foram adicionados 1 mL de reagente A.

Reagente D: Em 1 mL de reagente de Folin foram adicionados 1 mL dgua destilada.

Para a realizagdo do ensaio, 10 pL do sobrenadante do homogenato de tecido
cardiaco, foram diluidos em 90 pL de dgua destilada. Em tubos de polipropileno foram
adicionados 100 pL da amostra diluida ou solugdes padrio de albumina e agua destilada
(branco). Em seguida, foi adicionado 1 mL do reagente C. Os tubos foram agitados no vortex e
incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente foram adicionados 100 pL.
do reagente D em todos os tubos, agitando vigorosamente, e apds 30 minutos de incubacdo no
escuro as absorbancias das amostras relativas ao branco foram determinadas a 660 nm.
Dilui¢des seriadas de uma solug@o de concentragdo conhecida de albumina bovina sérica foram
utilizadas para a constru¢do da curva de calibragdo. Apds andlise de regressdo linear, foi
determinada a equacao da reta que foi utilizada para determinar a concentragdo de proteinas

totais no homogenato cardiaco.

4.16 Analise estatistica

Os resultados dos diferentes grupos experimentais foram comparados utilizando-se
Analise de Variancia bifatorial (Two-way ANOVA, para comparacdo inter-grupo) ou Analise
de Variancia para medidas repetidas (para comparacdo intra-grupo, durante os trés testes de
esfor¢o), seguidas do Teste de Tukey para comparacdo multipla das médias. Valores de p

menores do que 0,05 foram indicativos de significincia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao do protocolo de ECMI

Na Figura 7 estdo apresentados os resultados referentes as concentragcdes
circulantes de corticosterona, adrenalina, noradrenalina e dopamina dos 4 grupos
experimentais. O ECMI (ECMI: 702,8 + 25,4) e o exercicio (EX: 607,7 + 49,1) induziram
aumento significativo da concentracdo plasmatica de corticosterona, comparada ao grupos
controle (C: 263,4 + 60,0) e este aumento foi maior no grupo em que ambos estiveram presentes
(EX + ECMI: 787,8 + 37,8 ng/mL p < 0,05, Figura 7A).

O ECMI também induziu aumento das concentragdes circulantes de adrenalina
(ECMI: 2796 + 174,4), noradrenalina (ECMI: 603,7 + 52, 2) e dopamina (ECMI: 188,5 + 16,2
ng/mL p < 0,05, Figuras 7B, C e D). Porém, no grupo submetido apenas ao exercicio a
adrenalina e a noradrenalina permaneceram equivalentes aos seus grupos controles (EX: 4939
+ 145,1 vs. C: 2324 + 61,0) e (EX: 83,8 £ 10,8 wvs. C: 165 = 27 pg/mL, p > 0,05)
respectivamente. J4 a concentracdo de dopamina apresentou-se reduzida no grupo exercicio
(EX: 112,1 + 14,1) em relagcdo aos demais grupos (C: 150,7 + 1; ECMI: 188,5 + 16,2; EX +
ECMI: 159,7 + 6,8 pg/mL p <0,05). Além disto, ¢ importante mencionar que o exercicio fisico
foi capaz de prevenir o aumento da concentracao circulante de adrenalina (EX + ECMI: 1423,0
+ 120,6) e dopamina (p < 0,05), mas nao de noradrenalina (748,9 = 46,1 pg/mL p > 0,05), dos
animais submetidos ao ECMI (Figuras 7B, C e D).



Figura 7. Concentracdo circulante de corticosterona e de catecolaminas
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Concentragao circulante de corticosterona (ng/mL) (A), adrenalina (B), noradrenalina (C) e dopamina
(D) (pg/mL) de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel
(ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX). Os resultados estdo apresentados em média + erro
padrdo. N = 6-8/grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos (ANOVA
bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e
Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECML.

Na figura 8 estdo apresentados os dados referentes a concentracdo tecidual de
noradrenalina. O treinamento fisico aerébio aumentou significativamente a concentracdo
cardiaca de noradrenalina nos grupos que realizaram o exercicio (EX: 54,4 £ 7,3 pg/g) e (EX +

ECMLI: 58,5 = 7,5 pg/g), comparados aos grupos controle (C: 45,41 + 4,5 pg/g) ou somente
estressado (ECMI: 40,57 + 2,5 pg/g, Figura 8, p <0,05), respectivamente.
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Figura 8. Concentracio de noradrenalina em tecido cardiaco
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Concentrag@o de noradrenalina em tecido cardiaco (pg/g) de ratos controle ou submetidos ao protocolo
de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX). Os
resultados estdo apresentados em média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. . Letras diferentes indicam
significancia estatistica entre os grupos (ANOV A bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle;
ECMI = Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECML

5.2 Desempenbho fisico

Na Figura 9, estdo apresentados os resultados relacionados ao desempenho dos
animais nos trés testes de esforco maximo. Nao houve diferenca entre os 4 grupos experimentais
no 1° teste de esforco méaximo (p > 0,05). Além disto, observa-se que o desempenho fisico dos
animais dos grupos sedentarios (C e ECMI) nao foi alterado ao longo do periodo experimental
(comparacdo intra-grupo). Por outro lado, os animais treinados (EX e EX + ECMI)
apresentaram melhora do desempenho fisico no 2° teste de esforco, em comparagdo ao 1°, e
apenas o grupo EX apresentou melhora progressiva, observada apés a realizacao do 3° teste (p
< 0,05). E importante mencionar que os animais treinados (EX e EX + ECMI) apresentaram
aumento do desempenho aerdbio no 2° e 3° testes de esfor¢co, em comparagdo aos respectivos

sedentarios (p < 0,05).
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Figura 9. Desempenho fisico em resposta aos trés Testes de Esforco Maximo
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Desempenho fisico (m/min) em resposta aos trés Testes de Esforco Maximo de ratos controle ou
submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico
aerébio (EX). Os resultados estao apresentados em média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. Letras diferentes
indicam significancia estatistica entre os grupos (ANOV A bifatorial seguido de Tukey para comparagao
inter-grupo e ANOV A seguido de Tukey para medidas repetidas para comparagdo intra-grupo; p < 0,05).
C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI =
Exercicio + ECMI.

5.3 Peso corporal e perfil glicemico

Nao foram observadas diferencas estatisticas no peso corporal inicial entre os
quatro grupos experimentais (Figura 10, p > 0,05). Ao final do periodo experimental, os animais
dos grupos treinados (EX e EX + ECMI) apresentaram menor peso corporal em comparagdo

aos respectivos sedentarios (C e ECMI) (p < 0,05, Figura 10).
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Figura 10. Peso corporal inicial e final
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Peso corporal inicial e final (g) de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse cronico
moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX). Os resultados estdo
apresentados em média + erro padrao. N = 6-8/grupo. Letras diferentes indicam significincia estatistica
entre os grupos (ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle; ECMI = Estresse
Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECML

Os dados relacionados ao controle glicémico estdo apresentados nas figuras 11 e
12. Nao houve diferenca na glicemia de jejum entre os grupos (Figura 11 A, p > 0,05). O ECMI
aumentou significativamente a concentragcao plasmatica de insulina do grupo ECMI (1,7 £ 0,1)
em relagcdo aos demais (C: 1,4 +0,0; EX: 1,4 £0,1 e EX + ECMI: 1,3 £ 0,1 ng/mL Figura 11B,
p <0,05). Por outro lado, o exercicio fisico cancelou o efeito hiperinsulinémico induzido pelo
estresse (p < 0,05), ndo havendo diferenca entre os grupos C, EX e EX + ECMI (Figura 11B, p
> 0,05).
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Figura 11. Concentragdo plasmaética de glicose e insulina em jejum
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O resultado do teste de tolerancia a glicose mostra que os grupos submetidos ao
ECMI apresentaram a maior drea sob a curva (ECMI: 889,9 + 19,2 e EX + ECMI: 912,8 £ 18,9)
em relagdo aos grupos C (857,0 + 19,2) e EX (806,8 + 21,7 mmol x mim /L Figura 12A, p <
0,05), respectivamente.

O ECMI induziu aumento indice de HOMA (ECMI: 9,2 + 0,3) e o exercicio fisico
foi capaz de reduzir o mesmo, inclusive no grupo de animais submetidos ao estresse (EX +

ECMI: 5,8+ 0,2 <EX: 7,15+ 0,2 <C: 8,1 £0,2; Figura 12B, p <0,05).
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Figura 12. Area sob a curva obtida pelo Teste de Tolerancia a Glicose e Indice HOMA
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5.4 Perfil lipidico

O ECMI aumentou a concentragdo sérica de triglicerideos nos grupos ECMI (2,2 +
0,1) e EX + ECMI (1,8 = 0,2) em relagdo aos grupos C (1,7 = 0,1) e EX (1,7 £ 01 mmol/L
Figura 13A, p <0,05), respectivamente. O ECMI desencadeou aumento na concentragdo sérica
de 4cidos graxos livres no grupo ECMI (311,9 + 10,0) comparado aos demais (C 190,1 + 17,3;
EX 193,0 + 16,74; e EX + ECMI 251,6 + 14,16 mg/dL). Esta resposta ndo foi observada no
grupo EX + ECM]I, indicando que o exercicio preveniu o aumento da concentracio de dcidos

graxos desencadeado pelo ECMI (Figura 13B, p < 0,05).



Figura 13. Concentragao sérica de triglicerideos e de dcidos graxos livres
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Concentragdo sérica de triglicerideos (A; mmol/L) e de 4cidos graxos livres (B; mg/dL) de ratos controle
ou submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento
fisico aerdébio (EX). Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. Letras
diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos (ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p <
0,05). C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI

= Exercicio + ECMI.
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O ECMI e o exercicio fisico ndo exerceram influéncia significativa sobre a
concentracdo sérica de colesterol total (Figuras 14A, p > 0,05). Por outro lado, o exercicio
aumentou a concentracdo sérica de HDL nos grupos EX (1,79 + 0,08) e EX + ECMI (1,64 +
0,05) em comparagdo aos respectivos grupos C (1,59 £+ 0,07) e ECMI (1,56 + 0,05 mmol/L
Figura 14B, p <0,05). Além disso, comparados aos grupos controles, o exercicio nao foi capaz
de alterar as concentracdes de LDL (C: 0,29 £+ 0,11 vs. EX: 0,28 £ 0,13) e VLDL (C: 0,34 +
0,02 vs. EX: 0,35 £ 0,03 mmol/L Figura 14C e D, p > 0,05). Adicionalmente, independente do
exercicio fisico, 0o ECMI foi responsdvel por causar aumento destes parametros (LDL = ECMI:
0,85 +0,21; EX + ECMLI: 0,68 £0,11) e (VLDL = ECMI: 0,46 + 0,02; EX + ECMI: 0,37 £ 0,04
mmol/L Figura 14C e D, p <0,05).
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Figura 14. Concentragdo sérica de colesterol total, HDL, LDL e VLDL
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Concentragdo sérica (mmol/L) de colesterol total (A), HDL (B), LDL (C) e VLDL (D) de ratos controle
ou submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento
fisico aerdbio (EX). Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. Letras
diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos (ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p <
0,05). C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI
= Exercicio + ECML

5.5 Serotonina

A concentragdo circulante de serotonina foi maior nos grupos submetidos ao ECMI,
e a associagdo entre estresse e exercicio potencializou este aumento (p < 0,05, Figura 15A).
Além disto, observa-se que o estresse aumentou significativamente a concentracdo cardiaca de
serotonina em relacdo aos demais grupos experimentais (ECMI: 3,09 + 0,15 pg/g; Figura 15B,
p < 0,05). Por outro lado, o exercicio preveniu o aumento da concentracdo de serotonina no

coracdo de animais submetidos ao ECMI, nao havendo diferenga entre os grupos EX + ECMI
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(0,48 £ 0,05 pg/g) e EX (0,59 £ 0,15 pg/g, Figura 15B, p > 0,05). Estes grupos tiveram as
menores concentragdes cardiacas de serotonina, comparados aos grupos ECMI e C (1,33 £0,12

pg/g, Figura 15B, p <0,05).
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Figura 15: Concentracdo sérica e cardiaca de serotonina
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Concentragao sérica (A; ng/mL) e cardiaca (B; pg/g) de serotonina de ratos controle ou submetidos ao
protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX).
Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. Letras diferentes indicam
significancia estatistica Letras diferentes indicam significincia estatistica entre os grupos (ANOVA
bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e
Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECML.
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5.6 Atividade da ECA e da ECA2

Na figura 16 estdo apresentados os dados referentes a atividade da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) e a atividade da Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECA2) dos grupos controle ou submetidos ao ECMI e/ou ao exercicio fisico aerébio em
esteira. O ECMI aumentou significativamente a atividade sérica da ECA (508,9 + 4,0), em
relacdo aos demais grupos (C: 417,2£5,2; EX: 445,9 £ 8,5 e EX + ECMI: 435,4 £ 5,8 mmol/mL
Figura 16A, p < 0,05). No grupo EX, houve aumento da concentragdo sérica da ECA, em
relacdo ao grupo C. Porém, no grupo EX + ECMI houve reducdo da atividade de ECA em
comparag¢do ao grupo ECMI (p < 0,05). Nao houve diferenca entre os grupos C e EX + ECMI
(Figura 16A, p > 0,05).

O treinamento fisico reduziu significativamente a atividade da ECA cardiaca (EX:
0,0975 £ 0,020) em comparacdo aos demais grupos (C: 0,2150 £ 0,018; ECMI: 0,2025 + 0,017
e EX + ECMI: 0,1425 + 0,004 nmol/min/mg Figura 16C, p < 0,05). Embora o exercicio tenha
diminuido a atividade da ECA no corag¢do, houve diferenca estatistica entre o grupo EX e EX
+ ECMI (Figura 16C, p < 0,05). Este ultimo também diferiu dos grupos C e ECMI (Figura 16C,
p < 0,05), que por sua vez, ndo apresentaram diferenca entre suas médias (Figura 16C, p >
0,05).

Nao foi observada diferenca na atividade da ECA2 no soro entre os 4 grupos
experimentais (Figura 16B, p > 0,05). J4 a atividade da ECA2 cardiaca foi menor no grupo EX
(0,018 = 0,0007), comparado aos demais grupos (C: 0,026 + 0,0004; ECMI: 0,0242 + 0,0005;
EX + ECMI: 0,0242 + 0,0005 uM/min/mg Figura 16D, p < 0,05). Nao houve diferenca entre
os grupos C, ECMI e EX + ECMI (Figura 16D p > 0,05).
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Figura 16. Atividade sérica e cardiaca da ECA e ECA2
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Atividade sérica da enzima conversora de angiotensina (ECA) (A) e da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA 2) (B); Atividade cardiaca da enzima conversora de angiotensina (ECA) (C) e da
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (D) de ratos controle ou submetidos ao protocolo de
estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX). Os resultados
estdo apresentados em média + erro padrdao. N = 6-8/grupo. Letras diferentes indicam significincia
estatistica entre os grupos (ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle; ECMI =
Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECML

5.7 Estresse oxidativo

O grupo EX + ECMI (0,885 + 0,01) apresentou maior concentragdo cardiaca de
substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico — TBARS em comparagdo aos demais (C: 0,301 +
0,02; ECMLI: 0,380 £+ 0,01; EX: 0,377 + 0,03 nmol/mg de proteina Figura 17A, p <0,05). Nao
houve diferencga entre os grupos C, ECMI e EX (p > 0,05). Com relacdo a atividade da catalase

cardiaca, esta foi significativamente menor nos grupos submetidos ao estresse (ECMI: 11,2 £
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0,4; EX + ECMLI: 11,3 + 0,4), comparados aos seus respectivos grupos controle (C: 13,6 £ 0,5
e EX: 13,7 £ 0,4 U/mg de proteina Figura 17B, p <0,05).



Figura 17. Concentracdo de substincias reativas ao TBARS e atividade da catalase
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Concentrag@o de substancias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) (A) e atividade de catalase (B)
em tecido cardiaco de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e
imprevisivel (ECMI) e/ou ao treinamento fisico aerébio (EX). Os resultados estdo apresentados em
média + erro padrdo. N = 6-8/grupo. Letras diferentes indicam significincia estatistica entre os grupos
(ANOVA bifatorial seguido de Tukey; p < 0,05). C = Controle; ECMI = Estresse Cronico Moderado e
Imprevisivel; EX = Exercicio; EX + ECMI = Exercicio + ECMI.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi observado que a prética do exercicio fisico moderado em
esteira demonstrou-se um recurso eficaz para cancelar a hiperinsulinemia, o aumento do indice
de resisténcia a insulina, as concentra¢des de dcidos graxos e adrenalina circulantes, serotonina
cardiaca, bem como o aumento da atividade da ECA sérica e cardiaca, obervadas em resposta
ao estresse cronico. Porém, os animais treinados e estressados também apresentaram aumento
da concentragdo de corticosterona plasmatica e do estresse oxidativo cardiaco. Estes resultados
indicam que o exercicio regular promove resultados benéficos , mas deve ser prescrito e/ou
praticado com cautela por individuos acometidos por estresse cronico, considerando que o
estresse psicoldgico desencadeado pelo protocolo de ECMI e também pelo exercicio podem
desencadear respostas controversas e promover adaptagdes positivas e negativas ao organismo.

Sabe-se que o exercicio, por si sO, é considerado um estimulo estressor fisico, e por
este motivo é capaz de desencadear respostas enddcrinas semelhantes aquelas associadas a
outros agentes estressores. De forma geral, os efeitos agudos do exercicio incluem o aumento
da secre¢do do hormodnio do crescimento, glucagon, testosterona, catecolaminas, hormoénio
adrenocorticotréfico e corticosterona (Afonso et al., 2003; Ball, 2015), sendo a liberacao destes
trés dltimos, também presentes em resposta ao estresse mental agudo e cronico (Tanno e
Marcondes, 2002; Gavrilovic et al., 2013). Neste sentido, no presente estudo a eficiéncia do
protocolo de ECMI utilizado foi confirmada pelo aumento nas concentragdes sanguineas de
hormo6nios marcadores do estresse, mesmo apds 15 dias da finalizagdo do ultimo estimulo, e
pelo menor ganho de peso observados em ratos submetidos ao ECMI (Neves et al., 2009, 2012).
Além disto, observamos que em resposta ao exercicio fisico as concentragdes séricas de
noradrenalina, adrenalina e dopamina ndo se elevaram, diferentemente da resposta observada
no grupo Exercicio + Estresse.

O aumento da concentracdo plasmdtica de noradrenalina em ratos treinados
regularmente em esteira e estressados cronicamente foi também descrita por Gavrilovic et al.
(2013). Estes autores mostraram que ratos Wistar submetidos ao exercicio fisico de intensidade
moderada em esteira por 12 semanas e estressados cronicamente, apresentaram concentragao
plasmética de noradrenalina superior a do grupo controle. Embora Gavrilovic et al. (2013) ndo
tenham apresentado as dosagens de noradrenalina de um grupo unicamente estressado, estes
autores descreveram que a expressao génica de enzimas relacionadas a sintese de catecolaminas

na adrenal ndo foi alterada no grupo treinado (Gavrilovic et al., 2013), sugerindo importante
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participacdo das terminagdes nervosas simpaticas na liberacdo de noradrenalina, em resposta
ao exercicio.

Sabe-se que as concentragdes de catecolaminas e corticosterona aumentadas
desencadeiam adaptag¢des cardiovasculares e metabdlicas em resposta ao exercicio e/ou ao
estimulo estressor, como por exemplo, a liberacdo de substratos energéticos na corrente
sanguinea e aumento do cronotropismo e ionotropismo cardiaco (Tanno e Marcondes, 2002;
Luecken et al., 2005; Ball et al., 2015). Estas respostas adaptativas sao benéficas e fundamentais
para a homeostasia do organismo (Tanno e Marcondes, 2002; Bajer et al., 2015). Entretanto,
quando hé falha nos mecanismos adaptativos, como em situagdes de estresse cronico em que
os estimulos podem ser mantidos por tempo ou intensidade indesejaveis, podem surgir efeitos
deletérios como intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, dislipidemia, aumento da atividade
do SRA e alteragOes estruturais no miocardio (Bjorhtorp, 1996; McCowen et al., 2001;
Marcondes et al., 2011, Sanches et al., 2012). Além disto, as catecolaminas em excesso,
incluindo a dopamina, podem sofrer auto-oxidacao e estimular a producdo de espécies reativas
de oxigénio, gerando substancias com formas instdveis como a o-quinona, relacionadas
positivamente a ocorréncia de neurotoxicidade e cardiotoxicidade (Behonick et al., 2001;
Andreazza et al., 2006; Bertagnolli et al., 2008). Assim, no presente estudo, a continua liberacao
de noradrenalina e corticosterona circulantes no grupo Exercicio + Estresse, pode ter ocorrido
devido a somagdo da liberacdo hormonal estressora em resposta a esses dois estimulos
(Moraska et al., 2000).

Embora alguns autores ndo apontem diferenca na concentracdo de noradrenalina
(Gava et al., 1995; Barauna et al., 2005) e corticosterona (Radahmadi et al., 2015) plasmaticas
em ratos treinados, € importante mencionar que esta concentracdo pode variar, dependendo do
tipo e intensidade de treino aplicados (Ke et al., 2011). Outro fator importante a ser considerado,
€ a presenca do componente estressor emocional, que pode estar atrelado ao exercicio. Seguindo
este conceito, Moraska et al. (2000), descreveram que o exercicio forcado em esteira, pode
desencadear respostas adaptativas positivas e negativas em ratos Sprague-Dawley. Estes
autores relatam que apds 8 semanas de exercicio regular, o ganho de peso corporal diminuiu e
a atividade da enzima citrato sintase muscular (importante para a manuten¢do do metabolismo
oxidativo muscular e aumento da capacidade ao esforco) aumentou. No entanto, comparados
aos ratos controles, os animais treinados também apresentaram resultados que indicam a
possivel interferéncia do estresse durante o treinamento fisico forcado, como a hipertrofia da
adrenal e diminuicao da globulina ligadora de corticosteroide sérica (relacionada positivamente

a resisténcia a insulina) (Moraska et al., 2000).
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Ja foi demonstrado, tanto em humanos como em modelos animais, que em resposta
ao estimulo estressor, pode haver reducdo ou ganho do peso corporal (Retana-Marquez et al.,
2003). Acredita-se que isso ocorra devido a estimulagdo f—adrenérgica, que favorece a lipdlise
(Kuo et al., 2008; Ferreira, 2009) ou ao aumento do consumo de alimentos ricos em gorduras e
acucares (Dallman et al., 2005), respectivamente. Como ja mencionado, em resposta ao
estresse, hd um redirecionamento da utilizacdo de substratos energéticos, de forma seletiva,
entre 6rgdos e tecidos que sdo inibidos ou estimulados (Houshyar et al., 2004; Dallman et al.,
2005). Nesse contexto, ocorre mobilizacdo de aminodcidos e d4cidos graxos para a
gliconeogénese hepatica (Dallman et al., 2005). Caracteristicas do estresse, alteracdes no
consumo alimentar, na secre¢cdo do horménio do crescimento e na atividade da glandula da
tire6ide também poderiam estar envolvidos no efeito observado sobre o peso corporal (Dallman
et al., 2005; Kuo et al., 2008).

Além disto, sabe-se também que o exercicio fisico pode interferir no metabolismo
e no ganho de peso (Moraska et al., 2000), e de fato no presente estudo, os ratos submetidos ao
exercicio fisico regular apresentaram menor ganho de peso, comparados aos ratos sedentarios.
Li et al. (2015) observaram em ratos obesos, que o exercicio inibe o acimulo de gordura e
previne ao ganho de peso corporal, e que este processo pode estar relacionado a down-
regulation de receptores do tipo Toll (Li et al., 2015). Em humanos, sabe-se que o ganho ou a
perda de peso tendem a ocorrer concomitantemente a mudancas no estilo de vida, as quais
afetam os hébitos alimentares e/ou o gasto energético, por meio de atividade ou exercicio fisico
(Bajer et al., 2015).

Durante o exercicio, a estimulacio simpética B—adrenérgica € o principal meio pelo
qual mecanismos lipoliticos desencadeiam a perda de peso (Arner, 1990). Além disso, tem sido
proposto que o tecido adiposo e o tecido muscular podem exercer fun¢do de um orgdo endécrino
integrado (Pedersen, 2013). Neste contexto, imediatamente ou algumas horas ap6s a realizagao
do exercicio, o tecido muscular é capaz de estimular a produgio e a liberacao de miocinas, como
as interleucinas, BDNF, fatores de crescimento endotelial vascular, entre outros (Pedersen,
2013; Bajer et al., 2015). Estes, por sua vez, podem desencadear uma série de respostas
autdcrinas, pardcrinas e enddcrinas, conversao do tecido adiposo branco em marrom e equilibrio
de citocinas inflamatdrias, resultando em alteragdes relacionadas ao desempenho fisico
(Pedersen, 2013; Bajer et al., 2015).

Com o objetivo de prescrever o treinamento fisico, bem como avaliar o desempenho
fisico dos animais e a influéncia do estresse sobre o mesmo, foram realizados trés testes de

esforco maximo no presente estudo. Sabe-se que o teste de esfor¢co maximo € adequado para
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realizar a mensuracdo da capacidade fisica de animais, sendo equivalente ao consumo direto de
oxigénio (Rodrigues et al., 2007). No presente estudo, como esperado, observamos que animais
treinados durante 8 semanas apresentaram melhora progressiva da capacidade fisica.
Entretanto, esta adaptacao benéfica nao foi observada no grupo de animais treinado e estressado
cronicamente. A queda do desempenho fisico observada no grupo Exercicio + Estresse sugere
que o estresse psicoldgico cronico, causado pelo ECMI, pode prejudicar o desempenho fisico
durante a realizacao do exercicio. Essa interferéncia ainda nao estd bem estabelecida, mas sabe-
se que o exercicio for¢cado (definido como aquele em que o pesquisador determina o tipo de
atividade, o tempo, a duracdo e a intensidade do exercicio) pode favorecer condig¢des
estressantes em ratos (Moraska et al., 2000) e causar danos ao sistema nervoso central. Como
exemplo destes danos, podem ser citados baixos niveis de BDNF no cérebro (importantes para
a neurogénese) e piora da memoria espacial (Arida et al., 2004; Ke et al., 2011; Jafary et al.,
2015). Nesse caso, o estresse psicoldgico causado pelo exercicio for¢cado, pode também ter
desencadeado respostas semelhantes as observadas apds a aplicacdo do protocolo de ECMI, ja
descritas por nosso grupo de pesquisa (Neves et al., 2009, 2012; Costa, 2014). E importante
mencionar que dentre os diferentes modelos de treinamento fisico para animais, o exercicio em
esteira rolante de intensidade moderada € o que desencadeia menor ativa¢do de mecanismos
estressores, e portanto optamos pela utilizacdo do mesmo no presente estudo (Contarteze et al.,
2008).

Dentre os biomarcadores utilizados para avaliacdo dos beneficios desencadeados
pelo exercicio, estdo a serotonina. Contrariamente aos achados na literatura, que sugerem uma
possivel relacdo entre a concentracdo de serotonina e a sensacdo de bem-estar (Struder e
Weicker, 2001), em nosso estudo observamos que o ECMI induziu aumento da concentracao
sérica, que foi maior ainda no grupo Exercicio + Estresse, comparado ao Exercicio ou ao
Estresse, isoladamente. Fisiologicamente, a serotonina (5 — HT) € liberada pelas células
enterocromafins, por ativagao do sistema nervoso parassimpdtico, e rapidamente depurada pelo
figado ou pulmdes. A serotonina ndo metabolizada é armazenada em plaquetas, e apenas uma
pequena fracdo permanece livre no plasma (Vesifeld et al., 1976; Lechin et al., 1996; Lechin et
al., 2005). A concentragdo total de serotonina inclui a serotonina plaquetdria e a serotonina livre
no plasma, e ambas as formas tornam-se disponiveis pela hiperativacdo do sistema nervoso
parassimpdtico. A acdo desse sistema pode ocorrer pela realizagdo regular de exercicio (Gupt
et al., 2015) e reflete no aumento da liberacdo de acetilcolina na circulagdo, a qual tem por
caracteristica interferir no armazenamento da serotonina nas plaquetas, facilitando ainda mais

sua forma livre no plasma. Por sua vez, o aumento de serotonina na forma livre, por feedback
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positivo, estimula o sistema nervoso parassimpdtico, resultando em liberac@o de acetilcolina e
aumento da serotonina plasmadtica livre. Curiosamente, o aumento circulante de catecolaminas
em resposta ao estresse, por ativa¢do do sistema nervoso simpdtico, também colabora para
reduzir a concentracdo de serotonina plaquetdria e aumentar concentragao de serotonina livre
no plasma, refor¢ando esse ciclo, ou seja, aumentando ainda mais a concentragcdo de serotonina
livre no plasma (Vesifeld et al., 1976; Lechin et al., 1996; Lechin et al., 2005). Assim, a
complexa relag@o entre o sistema nervoso simpdtico e parassimpatico, bem como a interferéncia
de mecanismos serotoninérgicos centrais e periféricos sobre este ultimo, poderiam justificar a
elevada concentracdao de serotonina circulante encontrada nos grupos submetidos ao estresse
e/ou ao exercicio (Vesifeld et al., 1976; Lechin et al., 1996; Lechin et al., 2005).

Elevados niveis de serotonina circulantes podem estar relacionados ao
desenvolvimento de altera¢des cardiovasculares importantes como a doenca arterial coronaria
(Vikenes et al., 1999). No presente estudo, os animais submetidos ao ECMI apresentaram
aumento da concentragdo cardiaca de serotonina, comparados aos ratos controles. Embora nao
haja na literatura descri¢do sobre a relagdo entre o exercicio, o estresse € a concentracao de
serotonina cardiaca, Bequet et al. (2001) demonstraram que niveis de serotonina cerebral
aumentados podem estar relacionados diretamente com a hipoglicemia induzida durante e/ou
apos o exercicio de ratos wistar normoglicémicos em esteira. Segundo esses autores, os altos
niveis de serotonina tecidual (cérebro) podem ser preditores da diminui¢do da performance
fisica de ratos. Adicionalmente, o uso de inibidor de recaptacio de serotonina parece diminuir
a capacidade de desempenho fisico durante o exercicio prolongado em humanos (Wilson e
Maghan, 1992). Considerando que tal conceito aplica-se a concentragdo de serotonina tecidual
cerebral, este, corrobora em partes os resultados encontrados no presente estudo. Ratos
praticantes de exercicio fisico, apresentaram concentra¢do de serotonina cardiaca menor que a
do grupo Controle e melhores desempenhos durante o 2° e o 3° teste de esfor¢o. Por outro lado,
ratos estressados, além de terem apresentado aumento da concentragdo cardiaca de serotonina
e menor rendimento durante os testes de esforco, quando submetidos ao exercicio, apresentaram
menores concentracdes de serotonina cardiaca e menor capacidade fisica aos ultimos dois testes
de esforco. Esses resultados sugerem um possivel efeito regulatério positivo do exercicio fisico
no coragdo de ratos estressados, considerando que fisiologicamente, a serotonina é capaz de
promover mecanismos regulatérios importantes no tecido cardiaco (Ali et al., 2015).

Das catecolaminas presentes no tecido cardiaco, foi possivel quantificar apenas a
noradrenalina. Sabe-se que o miocardio cronicamente exposto a altos niveis de catecolaminas,

pode sofrer muitos danos (Brilakis et al., 1999). Os resultados do presente estudo mostraram
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que o exercicio aumentou significativamente a concentracdo de noradrenalina cardiaca em
comparagdo aos grupos Controle e Estresse, indicando a possibilidade de mediadores do
estresse, em resposta ao exercicio, terem participado desta resposta. E sabido que o treinamento
fisico reduz a modulagdo simpdtica do sistema cardiovascular (Pliquett et al., 2003; Bertagnolli
et al., 2008). Adicionalmente, a cardiomiopatia induzida por excesso de catecolaminas, pode
desencadear uma série de alteragOes circulantes e teciduais nas concentracdes de glicose,
glicogénio, acidos graxos e triglicerideos de ratos (Kako, 1965; Taam et al., 1986; Adameova
et al., 2009).

No presente estudo, ndo houve diferenca entre os valores de glicemia em jejum, em
resposta ao estresse ou ao exercicio. Contudo, foi o fator estresse que desencadeou as demais
alteracdes na piora do controle glicémico, observadas nos grupos submetidos ao ECMI. Estes,
apresentaram hiperinsulinemia, aumento da drea sob a curva em resposta ao teste de tolerancia
a glicose e aumento do Indice HOMA, resultados semelhantes aos descritos por Neves et al.
(2012).

Em resposta ao estresse, elevados niveis de glicose e de acidos graxos
desencadeiam piora nas vias de sinaliza¢do insulinica que podem ocasionar, além de resisténcia
a insulina, aumento do estresse oxidativo e disfunc¢io endotelial (Raikkonen et al., 1996; Black,
2003). Por outro lado, no atual estudo, o treinamento foi capaz de reverter alguns dos efeitos
deletérios induzidos pelo estresse, retornando os valores de insulina semelhantes aos de ratos
nao estressados.

Ja foram descritos alguns dos efeitos benéficos do exercicio sobre o controle
glicémico (Pauli et al., 2009; Sertie et al., 2015). Sabe-se que sua pratica regular € capaz de
aumentar a translocacao de transportadores de glicose GLUT4 para a superficie da membrana,
favorecendo a captagdo celular glicémica (Yang, 2014; Mc Pherron, 2016). Em resposta ao
exercicio, a translocacdo pode ocorrer por vias de sinalizacdo dependente de insulina [por
receptores de insulina (IR) e seus substratos IR/IRS/PI13-q/Akt— (fosfatidilinositol 3-quinase)]
ou independente de insulina [via AMPK (proteina quinase ativada por AMP) ou pelo aumento
da atividade da 6xido nitrico sintase e a consequente sintese de 6xido nitrico] (Robert et al.,
1999; Pauli et al., 2009)

A melhora do controle hiperinsulinémico com a pratica de exercicio vem sendo
estudada ao longo dos anos. H4 mais de 3 décadas ja foi demonstrado que o exercicio moderado
pode controlar alguns pardmetros metabdlicos em ratos Zucker obesos (Becker-Zimmermann
et al., 1982). O rato Zucker obeso € um modelo experimental que desenvolve resisténcia a

insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e adiposidade espontaneamente. Estes ratos,
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ao realizarem o exercicio moderado em esteira por 9 semanas, apresentaram niveis de insulina
e drea sob a curva reduzidos ao serem comparados aos de ratos controles (Becker-Zimmermann
et al., 1982). No presente estudo, apesar dos efeitos positivos, o exercicio ndo foi capaz de
reduzir a drea sob a curva de ratos submetidos ao ECMI, indicando que outras vias
modulatérias, como o proprio SRA, podem estar envolvidas neste processo (Scheen, 2004;
Sanches, 2012). Por outro lado, o indice HOMA apresentou uma interagdo positiva do exercicio
sobre o estresse, diminuindo o indice de resisténcia a insulina do grupo Exercicio + Estresse
significativamente, em relacio aos demais grupos estudados.

Durante o gasto caldrico, o controle do metabolismo energético é suprido
principalmente pelas reservas de glicose e de lipidios presentes no organismo. O tecido
muscular € incapaz de sintetizar glicose; portanto, para aumentar sua reserva energética durante
a contracao muscular, ele depende da captacdo de glicose circulante obtida pela deplecdao do
armazenamento de glicogénio ou da lipdlise proveniente do tecido adiposo (Yang, 2014; Mc
Pherron, 2016).

O exercicio moderado ndo foi capaz de cancelar o aumento de triglicerideos, LDL
e VLDL no grupo estressado. Porém, aumentou significativamente a concentracdo de HDL no
grupo treinado, nao havendo diferenca na concentracdo de colesterol total entre os grupos. O
aumento da sintese de HDL no grupo Exercicio pode ter ocorrido pela atenuagdo de formacao
de radicais livres por meio da acdo de enzimas antioxidantes. Estas, sdo capazes de inibir a
producdo de lipoproteinas de baixa densidade — LDL - oxidadas, favorecendo assim, a sintese
de lipoproteinas de alta densidade - HDL (Olszewer, 1994).

J4 a ndo diferenca nos valores de triglicerideos, LDL e VLDL pode ter relagdo com
a intensidade do exercicio realizada durante o treinamento. Sabe-se que a alta intensidade de
exercicio parece aumentar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (Sharman et al., 2004),
porém, Shen et al. (2015) submeteram ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta
hiperlipidica ao exercicio (em esteira) em duas modalidades: moderada e alta intensidade. Ao
final de 10 semanas de exercicio, todos os grupos treinados apresentaram triglicerideos e
glicemia reduzidos em relacdo aos respectivos grupos tratados com dieta hiperlipidica.
Contudo, somente o exercicio de alta intensidade foi capaz de causar diferenca estatistica,
sugerindo que apenas esta modalidade possa ser capaz de promover melhora do perfil lipidico
de ratos Sprague-Dawley tratados com dieta rica em gordura (Shen et al., 2015).

Como ja mencionado, embora o exercicio possa favorecer o aumento da produgdo
de espécies reativas de oxigénio e aumentar o estresse oxidativo temporariamente (Zanella et

al., 2007), é sugerido que sua pratica regular promove mecanismos adaptativos cardiacos que
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aumentam a capacidade antioxidante deste tecido e consequentemente, a capacidade aerdbia
durante o exercicio (Steinbacher et al., 2015; Csonka et al., 2016). Adicionalmente, estudos
evidenciam a possivel participagdo do SRA como mediador das respostas metabdlicas e
vasculares induzidas pelo exercicio. Respostas estas, atribuidas principalmente a ativacdo do
eixo ECA2/Angiotensina 1-7/receptor Mas (Petriz et al., 2013), que exercem importantes
efeitos vasodilatadores (principalmente por favorecer a producdo de O6xido nitrico) e
antagonistas aos efeitos vasoconstritores do SRA (por atividade do eixo ECA/Angiotensina
[I/receptor AT1) (Ferreira et al., 2012). Sabe-se que os efeitos vasodilatadores obtidos pelo
exercicio possuem grande relagdo com o aumento da biodisponibilade de 6xido nitrico, e neste
sentido, ja foi demonstrado que quatro semanas de exercicio moderado de natagdo aumentaram
a expressao do receptor Mas e da enzima 6xido nitrico sintase endotelial no coragdo de ratos
Sprague-Dawley com hipertensio induzida (Shah et al., 2012). Porém, deve-se considerar que
independente da a¢do da ECA ou ECA2, outros componentes do SRA podem estar envolvidos
com a ativagcdo do receptor Mas. Enzimas como a quimase e a catepsina G podem contribuir
para a sintese de Angiotensina II, que subsequentemente pode dar origem a Angiotensina 1-7,
por acdo da carboxipeptidase P. Neste caso, observa-se a ativacdo de um eixo vasodilatador do
SRA, sem a acdo da ECA ou ECA2 (De la Serna, 2014).

No presente estudo, a atividade da ECA sérica foi maior no grupo ECMI em relacao
aos demais grupos, corroborando com estudo anterior de nosso grupo (Sanches, 2012). O
exercicio foi capaz de atenuar a atividade da ECA sérica de ratos estressados, sugerindo que
sua pratica pode regular a atividade desta enzima de forma positiva, como observado por
Gomes-Santos et al. (2014) apds submeterem ratos com insuficiéncia cardiaca crdnica ao
exercicio moderado em esteira por 8 semanas. Ja a atividade da ECA?2 sérica ndo apresentou
diferenca entre os grupos estudados.

No tecido cardiaco, a atividade da ECA apresentou-se reduzida no grupo Exercicio,
comparado aos grupos Controle e Estresse. Apesar de ter havido diferenga entre os grupos
Exercicio e Exercicio + Estresse, o treinamento fisico mostrou-se eficiente para atenuar o
aumento da atividade da ECA tecidual de ratos estressados. Adicionalmente e em paralelo aos
diversos estudos que associam a alta atividade da ECA circulante ou tecidual ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e metabdlicas (Ribeiro-Oliveira et al., 2008;
Zucker et al., 2014), altos niveis de ECA2 sdo reconhecidos por exercerem papel regulatério
sobre o bom funcionamento cardiaco. Crackower et al. (2002) mostraram que a auséncia e/ou
diminui¢do da ECA2 em camundongos mutantes ou ratos hipertensos, tende a prejudicar a

funcdo cardiaca destes animais. Além disso, estes autores observaram que a inativacdo genética
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da ECA2 em camundongos por recombina¢cdo homdloga, resultou em aumento da concentracao
de angiotensina II, que, segundo eles, pode causar vasoconstri¢ao, hipoperfusao e hipéxia no
miocdrdio, favorecendo assim, o estresse oxidativo endotelial celular e consequentemente, a
disfunc¢ao cardiaca.

No presente estudo, a atividade da ECA2 cardiaca apresentou-se reduzida no grupo
Exercicio, em comparacdo aos demais grupos, o que supostamente prejudicaria o efeito
vasodilatador e consequentemente, a atividade de enzimas antioxidantes endégenas do tecido
cardiaco. No entanto, a atividade da catalase cardiaca, uma importante enzima antioxidante,
contraria a possivel ativacdo deste eixo no grupo Exercicio. Esta enzima apresentou maior
atividade no grupo Exercicio e Controle, quando comparados aos grupos estressados, sugerindo
que provavelmente vias alternativas (como a quimase/Angiotensina II/CarbP/Angiotensina 1-
/receptor Mas) promoveram esta resposta, uma vez que especialmente nos cardiomidcitos a
quimase tem grande participacdo na formacao de Angiotensina II (De la Serna, 2014).

Também foi observado que a concentragdo de TBARS cardiaca do grupo Exercicio
foi semelhante a dos grupos Controle e Estresse. Porém, no grupo Exercicio + Estresse, a
concentracdo de TBARS cardiaca foi aumentada, comparada aos demais grupos. Além disso,
independentemente da pratica de exercicio, os grupos submetidos ao ECMI apresentaram a
atividade da catalase diminuida. Estes resultados indicam que o estimulo do estresse, associado
ao exercicio pode ter prejudicado o balanco oxidante/antioxidante e ter contribuido para o
estresse oxidativo cardiaco. Além disso, esses resultados corroboram aqueles encontrados por
Marton et al. (2015) no que diz respeito a relacdo entre o estresse oxidativo e a capacidade
aerdbia ao exercicio. Embora nao tenham submetido os animais ao estresse, estes pesquisadores
também observaram uma relacio inversamente proporcional entre a alta producao das espécies
reativas de oxigénio no tecido cardiaco de ratos (em repouso) e a baixa capacidade de
treinamento aerdbio destes animais; resposta esta, semelhante a encontrada no grupo estressado
e submetido ao exercicio do presente estudo.

Diferentes modalidades de exercicio podem causar respostas benéficas aos danos
no miocdrdio como a cardiotoxicidade desencadeada por diversos fatores, como por exemplo,
o uso de alguns medicamentos. Foi demonstrado que tanto o exercicio forcado em esteira
quanto o exercicio voluntdrio em rodas de correr, aplicados previamente ou durante o uso de
um antibidtico indutor de cardiotoxicidade, reduziram o dano oxidativo € aumentaram a
atividade mitocondrial no coracdo de ratos Sprague-Dawley treinados por 12 semanas

(5x/semana; 60 min/dia) (Marques-Aleixo et al., 2015). Apesar disso, no presente estudo, o
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exercicio aerdbio realizado previamente e durante o estresse parece ter piorado o balanco
oxidante/antioxidante cardiaco, favorecendo o estresse oxidativo neste tecido.

Sabe-se que o organismo exposto a prolongado periodo de estresse pode atingir o
estdgio de exaustdo precocemente (Peluso et al., 2005). Embora o exercicio moderado seja
prescrito para aliviar os sintomas negativos causados pelo estresse, como irritabilidade e
sensacdo de cansago, estes mesmos sintomas também sdao percebidos por individuos que
realizam excesso de treinamento fisico, sejam atletas ou ndo (Rohlfs et al., 2005). Além disso,
€ sugerido que os sintomas de excesso de treinamento sejam parecidos com os estagios de
resisténcia e exaustdo desencadeados pelo estresse cronico (Rohlfs et al., 2005). Como ja
mencionado ao longo deste trabalho, no presente estudo foi utilizado o exercicio de intensidade
moderada; entretanto, em razdo do possivel efeito estressor somatoério do exercicio e do ECMI,
acreditamos que possam ter havido falhas dos mecanismos adaptativos cardiacos,
desfavorecendo a acdo antioxidante endgena.

Considerando os resultados obtidos, o exercicio fisico aerdbio, de intensidade
moderada, preveniu alguns dos prejuizos cardiacos e metabdlicos induzidos pelo ECMI, como
a hiperinsulinemia e a dislipidemia, além da alta concentragdo de serotonina e da ECA em
tecido cardiaco. No entanto, o exercicio ndo foi capaz de reduzir as concentragdes circulantes
de noradrenalina, dopamina e serotonina, além de favorecer o aumento do estresse oxidativo
cardiaco induzido pelo ECMI. Assim, algumas respostas parecem ter sido influenciadas pelo
estresse mental e/ou fisico do exercicio e merecem atencao para o melhor entendimento de tais
mecanismos fisiolégicos e prescricdo do exercicio para individuos submetidos ao estresse

cronico.
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7 CONCLUSAO

- O exercicio fisico aerébio de moderada intensidade proporcionou melhora dos
prejuizos sobre o controle glicémico, lipidico e cardiaco desencadeados pelo estresse cronico.

- Apesar das adaptacgdes positivas, o exercicio fisico associado ao estresse cronico
pode influenciar os sistemas fisiolégicos primdrios de resposta ao estresse € promover
adaptacdes indesejdveis ao organismo.

- As respostas decorrentes da associacao entre o estresse e exercicio fisico parecem

ser moduladas pelo SRA e pelo balan¢o oxidante/antioxante cardiaco de ratos.
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