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RESUMO

Apo6s o advento da menopausa observa-se aumento da incidéncia de hipertensao,
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e de morbi-mortalidade. Por outro lado, o treinamento
fisico aerdébio tem sido recomendado como uma importante terapia para a prevengdo e o
tratamento de disfuncbes cardiometabolicas, em funcdo dos reconhecidos beneficios dessa
abordagem em diferentes populagdes. Mais recentemente, o treinamento fisico resistido vem
sendo recomendado em complemento ao aerdébio (treinamento combinado) nas diretrizes de
tratamento de doencas cardiovasculares e metabodlicas, no entanto, pouco se sabe sobre os
beneficios fisioldgicos dessa abordagem. Aléem disto, os mecanismos envolvidos nos eventuais
beneficios do treinamento fisico dindmico combinado foram muito pouco estudados apés a
privacdo dos hormdnios ovarianos, principalmente em presenca de disfunc@es cardiometabdlicas.
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico dindmico
combinado em ratas ooforectomizadas hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose. Foram
utilizadas ratas Wistar controles (CS) e ratas espontaneamente hipertensas (SHR): submetidas
(HOS) ou ndo (HS) a privacdo dos hormonios ovarianos e ooforectomizadas submetidas a
sobrecarga cronica de frutose sedentarias (HOFS) ou ao treinamento fisico combinado (HOFTc).
Inicialmente foi padronizado um teste de carga maxima e um protocolo de treinamento resistido
em escada para ratos. O treinamento fisico combinado foi realizado em esteira e escada
adaptadas para ratos em dias alternados. Parametros de funcdo cardiovascular, de regulacédo
autonémica cardiovascular, metabélicos e de capacidade fisica e sua relagdo com alteragcdes em
parametros de estresse oxidativo e de inflamacdo foram avaliados no tecido cardiaco. Foi
observado que a associacdo (hipertensdo+ooforectomia) induziu aumento da pressdo arterial
(PA) (HOS: 16445 vs. HS: 1466 mmHQ) e peso corporal em relacdo as ratas hipertensas. Ja a
associacgdo de fatores de risco (hipertensdo+ooforectomia+frutose) induziu aumento adicional PA
(HOFS: 174+4 mmHg), aumento da frequéncia cardiaca (HOFS: 40312 vs. HOS: 348+16 bpm)
e dos niveis de triglicérides sanguineos (HOFS: 160+8 vs. HOS: 125+6,4 mg/dl), prejuizo na
sensibilidade a insulina e na modulagdo autondmica cardiovascular, além de prejuizos no perfil
de estresse oxidativo (razdo redox da glutationa: HOFS: 8,94+0,8 vs. HOS: 13.00+1,4) e
inflamatorio (TNF-a: HOFS: 65,849,9 vs. HOS: 31.7+8.6 pg/mg de proteina) desses animais.
Por outro lado, o treinamento fisico combinado foi capaz de reduzir a PA (HOFTc: 158+4
mmHg), promover bradicardia de repouso (HOFTc; 3035 bpm), normalizar os niveis de
triglicérides (HOFTc: 137+4,7 mg/dL), a sensibilidade a insulina, modulacdo autondmica
vascular, reduzir o dano a membrana celular, aumentar a defesa antioxidante e o balanco redox
da glutationa (HOFTc: 11,94+1,1), além de reduzir o TNF-a (HOFTc: 33,1+4,9 mg/dL) e
aumentar IL-10. Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que a associacao de
fatores de risco promoveu prejuizos adicionais em parametros metabdlicos, cardiovasculares,
autonémicos, de estresse oxidativo e inflamatorios, de metabolizacdo e que o treinamento fisico
combinado foi eficaz em atenuar e/ou normalizar tais disfungdes.

Palavras-chave: Menopausa, sindrome metabdlica, treinamento fisico combinado, modulagéo
autondmica, biomarcadores.



Abstract

After the menopause there is an increased in the incidence of hypertension, insulin resistance,
type 2 diabetes and morbidity. In other hand, aerobic exercise training has been recommended as
an important therapy for the prevention and treatment of cardiometabolic disorders. Recently,
resistance exercise training has been recommended as a complement to aerobic (combined
training) for the treatment of cardiovascular and metabolic diseases. However, the physiological
effects of this approach is not well understood. Moreover, the mechanisms involved in the
possible benefits of combined exercise training have been few studied after ovarian hormone
deprivation, especially in the presence of cardiometabolic disorders. Thus, the aim of this study
was to evaluate the effects of exercise training combined in hypertensive ovariectomized rats
submitted to fructose overload. Wistar rats and spontaneously hypertensive rats (SHR) were
divided in: control (C), hypertensive (HS), hypertensive ovariectomized (HOS) and hypertensive
ovariectomized submitted to fructose overload sedentary (HOFS) and trained (HOFT). Initially,
the maximum load test and resistance training protocol in ladder adapted to rats were
standardized. The combined exercise training was performed on a treadmill and ladder adapted
to rats in alternated days. Cardiovascular function, autonomic cardiovascular modulation,
metabolic and physical capacity were evaluated, as weel as the relationship of these variables
with cardiac oxidative stress and inflammation. The association of hypertension and
ovariecyomy induced increase in arterial pressure (AP ) (HOS: 16445 vs. HS: 146+6 mmHg)
and body weight in relation to hypertensive rats. The association of risk factors (hypertension +
ovariectomy + fructose) induced an additional increase in the AP (HOFS: 174+4 mmHg),
increased heart rate (HOFS: 403+12 vs. HOS: 348116 bpm) and blood triglycerides (HOFS:
160£8 vs. HOS: 125+6.4 mg/dl), induced an impairment in the insulin sensitivity and
cardiovascular autonomic modulation, oxidative stress (redox ratio of glutathione: HOFS:
8.94+0.8 vs. HOS: 13.00+1,4) and inflammation (TNF-a- HFOS: 65.8£9.9 vs. HOS: 31.7+8.6
pg/mg protein) of these animals. Moreover, the combined exercise training was able to reduce
the AP (HOFTc: 158+4 mmHg) and heart rate (HOFTc: 303£5 bp), to normalize the triglyceride
levels (HOFTc: 137+4.7 mg/dL), insulin sensitivity, vascular autonomic modulation. Moreover
training reduced cardiac lipoperoxidation and increased antioxidant defense and redox balance of
glutathione (HOFTc: 11.94 £ 1.1) and reduced the TNF- a (HOFTc: 33.1+4.9 mg/dL) and
increased the IL-10. The results of this study demonstrate that the association of risk factors
promoted additional impairment in metabolic, cardiovascular, autonomic, inflammatory and
oxidative stress parameters; and the combined exercise training was effective in reduce and/or
normalize these dysfunctions.

Keywords: Menopause, metabolic syndrome, combined exercise training, autonomic
modulation, biomarkers.
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1. CONTEXTUALIZACAO
1.1. Climatério, doenga cardiovascular e disfuncdo metabdlica

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade no sexo feminino em
varios paises, incluindo o Brasil (Castanho et al., 2001; NAHAS, 2001; Bouchard, 2003), e a sua
incidéncia aumenta significativamente em mulheres apos a menopausa (Sowers& La Pietra, 1995;
Rossi et al., 2002; Mosca et al., 2007). Ainda que ndo estejam bem estabelecidos os mecanismos
pelos quais a mulher apresenta aumento na prevaléncia de doencas cardiacas durante o climatério,
tem sido sugerido que o estrogénio promova essa cardioprotecdo nas mulheres antes da
menopausa, reduzindo a incidéncia de doencas cardiovasculares em relacdo ao sexo masculino
(Miller, 1999).

Além disto, o risco aumentado de eventos cardiovasculares apos o advento da menopausa
tem sido associado a alteracbes metabolicas e cardiovasculares que podem também estar
relacionadas a disfuncdo autondmica (Sinagra& Conti, 2007). Neste sentido, a avaliacdo da
sensibilidade dos pressorreceptores (barorreflexo) e a andlise das variabilidades da frequéncia
cardiaca (VFC) e da pressao arterial sao excelentes medidas de funcdo autonémica (De Angelis et
al., 2004; Goldstein et al., 2002). Os pressorreceptores arteriais Sa0 mecanorreceptores sensiveis
as deformacdes da parede vascular responsaveis pelo controle da pressdo arterial (PA) em curto
prazo, ou seja, momento a momento (Irigoyen et al., 2003). Além do controle reflexo da atividade
autondmica, 0s pressorreceptores também exercem controle tdnico sobre a atividade simpatica
(inibicdo) e parassimpatica (estimulagdo). Assim, o comprometimento da funcdo dos

pressorreceptores pode atuar como elemento permissivo ao estabelecimento de alteragdes
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priméarias de outros mecanismos de controle da fungdo cardiovascular, por ndo modular a
atividade simpatica e parassimpatica adequadamente (Irigoyen et al., 1995).

O estudo da VFC reflete a interagdo de diversos fatores que, em sua maioria, envolvem
uma influéncia do sistema nervoso autdnomo sobre o sistema cardiovascular (Joaquim et al.,
2005). Hoje se sabe que irregularidades nas variabilidades da freqténcia cardiaca (FC) e da
pressdo arterial (PA) significam algum tipo de anormalidade, e que a diminuigéo da variabilidade
da FC é um mau prognéstico (Ribeiro & Moraes, 2005). De fato, estudos experimentais e clinicos
vém demonstrando que a disautonomia (disfungdes no sistema nervoso autdbnomo) esta presente
em uma série de patologias, tais como a hipertensdo arterial, a insuficiéncia cardiaca, o diabetes e
outras alteracfes metabdlicas (Goldstein et al., 2002; De Angelis et al., 2004). Dessa forma,
intervencdes no sentido de detectar, prevenir e/ou atenuar a disfuncdo autondmica cardiovascular
tem sido vistas como importantes estratégias no manejo das doencas cardiovasculares (La Rovere
etal., 1998, Task Force, 1996).

De fato, a menopausa e o envelhecimento alteram o controle autondmico cardiovascular,
observando-se que o balanco simpato-vagal cardiaco, que era menor em mulheres que em homens
adultos, se torna semelhante entre os sexos na faixa etéria de 50-60 anos, a qual coincide com o
periodo de menopausa (Kuo et al., 1999). Um estudo demonstrou que 24% das mulheres com
mais de 40 anos de idade apresentam uma marcante diminui¢do na sensibilidade barorreflexa em
relacdo a mulheres jovens (Laitinen et al., 1998). Vale lembrar que a sensibilidade barorreflexa e
a variabilidade da freqliéncia cardiaca quando reduzidos tem sido associados a maior morbidade e
mortalidade por doencas cardiovasculares tanto em populagdes saudaveis (Dekker et al., 1997,

Tsuji et al.,1994) quanto em pacientes apos um evento coronariano agudo (La Rovere et al.,1998).
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Em paralelo aos dados clinicos publicados, nosso grupo evidenciou, em um modelo
experimental de menopausa, que ratas fémeas submetidas a privacdo dos horménios ovarianos
(ooforectomia) apresentavam aumento da PA, reducdo da sensibilidade barorreflexa e do tonus
vagal e aumento do tonus simpético cardiaco (Flues et al., 2010). No entanto, observamos que a
privagdo dos hormonios ovarianos em ratas Wistar aumenta a PA média para valores em torno de
120 mmHg (Irigoyen et al., 2005; Sousa et al., 2007; Flues et al., 2010), ndo caracterizando um
quadro de hipertenséo estabelecida como observa-se em muitas mulheres menopausadas. De
fato, a PA é mais elevada em homens até a faixa etéria de 50-60 anos do que em mulheres
(Stamler et al., 1976; August &Oparil, 1999). Apos esta fase, a PA (particularmente a sistolica)
aumenta nas mulheres e a hipertensdo torna-se mais prevalente (Stamler et al., 1976) ou pelo
menos igualmente prevalente em homens e mulheres. Neste estudo adicionamos ao modelo de
privagdo dos hormonios ovarianos um fator de risco cardiovascular muito comum em mulheres
no climatério, a hipertensdo estabelecida (Mosca et al.,, 2007), através do uso de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR). Nos ratos SHR, assim como na hipertensdo essencial
humana, o aumento da pressdo arterial se da de forma progressiva (Pravenec et al., 2004;

Gouveia et al., 2000).

Além disto, seria interessante que o modelo experimental utilizado para estudar alteracdes
no sexo feminino apdés a menopausa, fosse associado, além de hipertensdo a disfuncoes
metabolicas, uma vez que estudos demonstram que as alteracdes cronicas, como a hipertensao, o
diabetes, a resisténcia a insulina, a hiperinsulinemia, as doencas coronarianas e as alteragdes no
perfil lipidico sdo comuns em mulheres apds a menopausa, caracterizando um quadro de
sindrome metabolica (Sowers& La Pietraet al., 1995; Lopes et al., 2005; | Diretriz Brasileira de

Diagnadstico e Tratamento da Sindrome Metabolica, 2005).
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Interessantemente, alguns estudos tém demonstrado que acompanhando a prevaléncia de
obesidade e de sobrepeso tem ocorrido um aumento do consumo de frutose, utilizada
principalmente em alimentos industrializados, pela populagdo em geral (Basciano et al., 2005;
Bray et al., 2004; Bray, 2008). O consumo de frutose leva a dislipidemia e a resisténcia a
insulina em humanos (Havel et al., 2005, Elliot et al., 2002; Bray et al., 2004; Basciano et al.,
2005), além aumentar o peso corporal, os niveis de triglicerideos e PA em ratos (Elliot et al.,
2002; Brito et al., 2008). Estudos experimentais em animais machos submetidos a sobrecarga de
frutose na racdo ou na agua de beber verificaram aumento dos triglicerideos e da insulina
plasmaética, elevacdo discreta da PA e resisténcia a insulina, alteracGes essas compativeis com
um quadro inicial de desenvolvimento de sindrome metabdlica (Suzuki et al., 1997; Farah et al.,
2006; Cunha et al., 2006; Teff et al., 2004; Elliot et al., 2002). Um estudo realizado por nosso
grupo em camundongos machos submetidos & sobrecarga de frutose demonstrou intolerancia a
glicose, além de correlacdo entre disfuncbes renais e as alteragdes cardiovasculares e
autondmicas (Cunha et al., 2007). Em fémeas submetidas ao consumo cronico de frutose com ou
sem privagdo dos hormdnios ovarianos, verificamos resisténcia a insulina, aumento da PA e

reducdo do tonus vagal (Brito et al., 2008; Sanches et al., 2012).

Vale lembrar ainda que no climatério observa-se reducdo da massa 0ssea, da forca
muscular e da capacidade de exercicio fisico, além de aumento do peso corporal associado,
muitas vezes, a maior prevaléncia de diabetes e dislipidemia e sindrome metabdlica nessa
populacdo (Sowers& La Pietraet al.,, 1995; Lopes et al., 2005). Segundo Vittinghoff e
colaboradores (2003), 11 fatores de risco tém importancia para evento cardiovascular em
mulheres pds-menopausa, entre eles: a reducdo dos niveis de atividade fisica, a resisténcia a

insulina e o diabetes, os niveis de PA, o perfil lipidico e a obesidade. Assim, tem-se somado
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evidéncias de alteracGes cardiometabolicas em mulheres menopausadas, confirmando que a
idade e o género tém uma significativa importancia na incidéncia de risco cardiovascular. Apesar
destas evidéncias, ainda ndo esta claro na literatura o papel da disautonomia cardiovascular na

associacao de fatores de risco em mulheres ap6s a menopausa.

1.2. Mecanismos envolvidos nas disfung¢des cardiometabdlicas do climatério

Um ndmero crescente de evidéncias sugere que a producdo aumentada de radicais livres
ou espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido e o radical hidroxila, participam
criticamente da patogénese das doencas coronarianas, hipertensdo, aterosclerose e sindrome
metabdlica (Dantas et al., 2000; Bell6-Klein et al., 2001). De fato, pacientes com hipertenséo,
hipercolesterolemia, diabetes, fumantes, e até mesmo no processo fisiolégico do envelhecimento,
demonstraram relacéo entre disfunces no endotélio vascular e aumento do estresse oxidativo
(Berry et al., 2001; Cai & Harrison, 2000; Orien et al., 1999). Neste sentido, vale lembrar que
quando ocorre um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio e das defesas
antioxidantes, ao ponto de deter a producdo pro-oxidante, temos um quadro de estresse oxidativo
(Nordmann, 1994). Além disto, estudos relataram que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia
aumentam a peroxidacéo lipidica e diminuem os antioxidantes no plasma, sugerindo que os dois
estejam interligados (Mizunoet al., 2004; Xu et al.,1999). O aumento do estresse oxidativo foi
ainda relacionado com a hiperinsulinemia e com reduzida concentracdo da catalase (CAT) em
animais (Xu et al., 1999). Essas e outras evidéncias tém levado muitos investigadores a sugerir
gue o aumento excessivo de espeécies reativas de oxigénio pode ser considerado um mecanismo

envolvido no desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes e doenca cardiovascular.
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Vale lembrar que o 6xido nitrico (NO) pode ser destruido pelo radical superdxido
(Rubanyi&Vanhoute, 1993; Gryglewski et al., 1986) e pode ser protegido por mecanismos
antioxidantes como a enzima superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) e pelos sistemas ndo enzimaticos, que podem ser medidos pela determinacdo da
capacidade antioxidante total (TRAP) (Dormandy, 1978; Sies, 1986). Sugere-se ainda que a
reducdo da biodisponibilidade de NO e/ou 0 aumento do &nion superdxido em situacdes de
estresse exerca funcdo em alteragdes dos pressorreceptores (Chowdhary et al., 2000; De Angelis
etal., 1999; Li et al., 1996; Shultz&Ustinova, 1998).

Em relacdo ao sexo feminino, vale destacar que a cardioprotecdo que a mulher apresenta
em relagdo ao homem até o climatério, e quem tem sido relacionada aos maiores niveis de
estrogénio circulantes, pode ser mediada, ao menos em parte, pelo fato desse hormonio estar
associado ao aumento da sintese de NO. De fato o estrogénio tem sido relacionado com varias
acOes cardioprotetoras como, por exemplo, vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria,
antioxidativa e crescimento de células do musculo liso vascular (Moncada et al. 1991; Dubey,
1994; Dubey et al., 1995). Em nosso grupo, evidenciamos aumento do estresse oxidativo apds a
ooferectomia, caracterizada por aumento da lipoperoxidacdo de membrana e reducdo das enzimas
CAT e SOD em tecido cardiaco (Rolim et al., 2007). No entanto, parametros de estresse oxidativo
ainda ndo foram bem estudados na associagdo de fatores de risco em modelos experimentais,
principalmente em ratas ooferectomizadas.

Além disto, € plausivel que exista uma associagdo entre moléculas bioativas liberadas a
partir de tecido adiposo e o estresse oxidativo, sendo que essa associacao parece responsavel, pelo
menos em parte, devido ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e disfun¢do endotelial. De

fato, o sistema imunologico tem sido alvo de grande interesse nos ultimos anos no
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desenvolvimento e prognoéstico da doenca arterial coronariana (Janszkye t al., 2004). Além disso,
0 aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias tais como: proteina C reativa (PCR),
interleucina6 (IL-6) (Ridker et al., 2000b) e fator de necrose tumoral (TNF alfa) (Ridker et al.,
2000a) estdo associadas ao maior risco cardiovascular e ao aumento da morbidade e mortalidade
entre a populacdo em geral (Ridker et al., 2000c; Pradhan et al., 2002).

Correlagdo negativa entre adiponectina e resisténcia a insulina, bem como correlagéo
positiva entre leptina plasmatica e resisténcia a insulina ja foram observadas (Tapsellet al.,
2004). Além disto, niveis séricos elevados de interleucina 18 (IL-18) foram observados em
pacientes com sindrome metabdlica, mostrando também que essa citocina estava associada com
obesidade e resisténcia a insulina, independente da SM (Florezet al., 2006; Yamaguchi et al.,
2006 e Hung et al., 2005). De fato, estudos sugerem que a inflamacdo decorrente do sistema
imunoldgico é uma caracteristica de doengas cardiometabdlicas (Koh et al., 2005; Nakagawa et
al., 2004). Um estudo experimental de Glushakova e colaboradores (2008) evidenciou alteracdo
em marcadores inflamatdrios nos rins de animais submetidos a uma dieta rica em frutose. Além
disso, foi observado aumento da resisténcia a insulina acompanhado de aumento nos niveis de
PCR, interleucinas 1 e 6, bem como desregulacdo de adipocitocinas e leptina em ratos
alimentados com uma dieta rica em frutose (Armutcu et al., 2005). Existem dados que indicam
ainda que os niveis elevados de PCR tenham sido associados ao desenvolvimento da SM em

mulheres (Pischonet al., 2005; Qi et al., 2008).

Interessantemente, em individuos idosos ou com maior risco de insuficiéncia cardiaca
cronica foram observados niveis elevados de PCR, TNF alfa e IL-6 (Stracket al., 1997; Aguirre
et al., 2000) associados a reducéo da variabilidade da FC (Bossenmaier et al., 2000). No estudo de

Janszkyet al. (2004) os autores demonstraram uma forte correlacdo dos niveis de PCR e IL-6 com
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a variabilidade da FC em mulheres com doenga coronariana. No entanto, poucos estudos
avaliaram a associagdo de marcadores inflamatdrios e disfunces cardiometabolicas no sexo
feminino, principalmente apos a privagdo dos horménios ovarianos.

Apesar de estudos ja terem evidenciado prejuizo fisioldgico decorrente da hipertensdo em
animais SHR, bem como em animais submetidos ao consumo de frutose, ndo se conhecem as
alteracBes metabolicas, cardiovasculares e autondmicas decorrentes da associa¢do desses dois
modelos, principalmente no sexo feminino apo6s a privacdo dos horménios ovarianos. Além
disto, os possiveis mecanismos envolvidos nessas alteracdes foram muito pouco estudados.
assim, acreditamos que alteracBes no estresse oxidativo, na biodisponibilidade do 6xido nitrico e
em marcadores inflamat6rios poderiam estar envolvidas nessas disfuncdes. Neste sentido, neste
estudo buscamos compreender a relagdo entre alguns marcadores inflamatérios, de estresse
oxidativo e de metabolizacdo de biodisponibilidade de &xido nitrico com as disfuncdes
metabdlicas, cardiovasculares e autondmicas em modelos experimentais de privacdo dos
hormonios ovarianos associado a fatores de risco comuns na mulher apds a menopausa. Assim,
testamos a hipdtese que alteracbes no controle autonémico cardiovascular estdo relacionadas ao
aumento de estresse oxidativo e de marcadores inflamatorios, além de reducéo de 6xido nitrico

em ratas hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose.

1.3. Treinamento fisico e manejo de risco apds a menopausa

Os efeitos benéficos do treinamento fisico tém sido demonstrados na prevengdo e
tratamento da hipertensdo, na resisténcia a insulina, no diabetes, na dislipidemia, na obesidade e
na sindrome metabélica (NCEP, 2001; Tuomilehto et al., 2001; Ross et al., 1999; Hagberg et al.,
2000; Guimardes &Ciolac, 2004; Pedersen &Saltin, 2006). De fato, uma revisdo sistematica de
estudos randomizados e controlados em mulheres na menopausa mostrou os beneficios do
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exercicio no peso corporal, na massa 0ssea, na forga e na resisténcia muscular, na flexibilidade,
no consumo de oxigénio, na pressao arterial e no controle metabdlico (Asikainen et al., 2004).

Estudos evidenciam que mulheres na menopausa sao mais sedentérias. Neste sentido a
adogdo de um estilo de vida ativo tem sido preconizado em mulheres principalmente apos a
menopausa (Mosca et al., 2007). Foi observado, em mulheres menopausadas, melhora na
modulacdo autondmica (Jurca et al., 2004), da sensibilidade barorreflexa e da variabilidade da
freqiiéncia cardiaca p6s treinamento fisico aerébio dindmico (Davy et al., 1996). Recentemente
foi realizado um estudo com homens e mulheres portadores de SM que mostrou que apds um
periodo de seis meses de treinamento fisico aerdbio associado a dieta ocorreu a diminui¢do do
indice de massa corporal, dos niveis de triglicerideos, de colesterol, de glicose sanguinea, de
pressao arterial sistolica e diastélica (Dragusha et al., 2010). J& em pacientes com predisposicéo a
sindrome metabdlica, foi observado que o treinamento fisico aerdébio aumentou a adiponectina
sérica (Ring-Dimitrou et al., 2006).

Experimentalmente, machos e fémeas SHR apresentam melhora cardiovascular e
autonémica ap6s o treinamento fisico (Silva et al., 1997; Coimbra et al., 2008; Sanches et al.,
2012). Em nosso grupo, demonstramos que o treinamento fisico aerébio dindmico em um modelo
experimental de menopausa em ratas induziu reducdo do peso corporal, bradicardia de repouso,
normalizagédo dos valores de PA e melhora da sensibilidade dos pressorreceptores (Irigoyen et al.,
2005). Beneficios cardiovasculares e autondémicos foram também observados por nosso grupo em
ratas diabeticas ooforectomizadas (Souza et al., 2007), dislipidémicas ooforectomizadas (Heeren
et al., 2009), bem como na associacdo de treinamento fisico e reposi¢do hormonal (Flues et al.,
2010). Além disto, evidenciamos em animais submetidos a treinamento fisico redugdo do estresse

oxidativo e aumento das enzimas antioxidantes que foram correlacionados com melhora em
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parametros cardiovasculares e autondmicos inclusive em machos SHR e em ratas
ooforectomizadas (De Angelis et al., 1997; Rabelo et al., 2001; Irigoyen et al., 2005; Bertagnoli et
al., 2006).

Estudos também demonstram beneficios na acdo inflamatéria associada ao treinamento
fisico como em individuos saudaveis (Petersen & Fisher, 2007; Flynnet al., 2007) e em idosos
(Bruunsgaard et al., 2003). J& em pacientes com predisposicdo a sindrome metabdlica, foi
observado que o treinamento fisico aerébio aumentou a adiponectina sérica (Ring-Dimitrou et
al., 2006). Verificamos ainda em um estudo piloto que ratas submetidas ao consumo crénico de
frutose apresentavam reducdo dos niveis plasmaticos de leptina e aumento dos niveis de
adiponectina pos treinamento fisico aerdbio de 8 semanas (Brito et al., 2010).

Como pode ser observado, somam-se evidéncias dos beneficios induzidos pelo exercicio
fisico aerdbio dinamico, apesar dos efeitos na associacdo de fatores de risco no sexo feminino
ainda ndo terem sido bem estudado. Além disto, até pouco tempo atrds apenas 0s exercicios
aerdbios eram recomendados, enquanto 0s exercicios resistidos eram ignorados quando a
preocupacdo estava voltada para o sistema cardiovascular. Devido a esse fato, por muitos anos,
pouquissimos estudos foram realizados para avaliar os efeitos do exercicio resistido - no qual a
contracdo muscular é realizada contra uma forca que se opde ao movimento (Fleck&Kraemer,
1999) - para a funcdo cardiovascular. Neste sentido, alguns beneficios também podem ser
observados ap6s o treinamento fisico resistido como diminuicdo do peso corporal (Hauseret al.,
2004), controle do perfil metabdlico (Prado & Dantas, 2002), controle da pressdo arterial
(Mediano et al., 2005), como também, manutencéo ou diminuicdo da presséo arterial diastélica

dependendo da populacdo estudada (Forjaz et al., 2003).
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Acredita-se que em pacientes hipertensos a utilizacdo do treinamento resistido € um
importante complemento ao treinamento aerdbio devido aos seus beneficios osteomusculares
(Cardoso Jr et al., 2010). Em sujeitos com diabetes do tipo 11, o treinamento resistido melhorou os
niveis de colesterol, triglicérides e diminuiu a pressao arterial sistélica em um periodo de 8
semanas (Arora et al., 2009). No entanto, em marcadores hematolégicos tais como: nimero de
plaquetas, leucdcitos, neutréfilos, e mondcitos, no peso corporal, em niveis de insulina e glicose
plasméticos tanto em homens quanto em mulheres saudaveis ndo foram observadas alteracGes
significantes ap6s um programa de treinamento resistido de 6 meses de duracdo (Bobeuf et al.,
2009). Uma meta-analise concluiu que o treinamento resistido tem um importante papel no
controle de fatores de risco, como obesidade, hemoglobina glicada e pressdo arterial sistdlica,
devendo ser indicado no manejo do diabetes e da SM (Strasser et al., 2010).

Vale lembrar que apds a menopausa, a mulher apresenta reducdo na capacidade de
exercicio, na forca muscular e na massa 0ssea, bem como aumento do peso corporal e da
prevaléncia de DM, de osteoporose e de doencas cardiovasculares (Sowers& La Pietra, 1995).
Nesse contexto, o treinamento resistido em associagdo ao aerdbio poderia promover melhoras na
forca e resisténcia muscular e na capacidade funcional, contribuindo para a saide geral e
qualidade de vida (Fleck&Kraemer, 1999, Pollock et al., 2000; ACSM, 2003), podendo também
reduzir fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares quando associado
ao aerdbio (Willians et al., 2007), como a resisténcia a insulina e a obesidade, muito comuns em
pacientes diabéticos do tipo 2 (Pollock et al., 2000). Recentemente, em mulheres na pods
menopausa, submetidas ao treinamento resistido observou-se diminui¢cdo da porcentagem de

gordura corporal e aumento da massa muscular e da forca (Orsatti et al., 2010).
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Atualmente, o Colégio Americano de Ciéncias do Esporte recomenda a realizacdo de
exercicios resistidos em complemento aos aerdébios dindmicos para individuos com hipertenséo
arterial, doenca vascular periférica, DM tipo 2, obesidade e outras condi¢fes comorbidas
(ACSM, 2003). Neste sentido, a literatura internacional tem adotado com freqiiéncia os termos
treinamento combinado ou concorrente para se referir aos programas que combinam treinamento
aerébio dindmico com treinamento resistido num mesmo periodo de tempo (Maiorana et al.,
2002; Paulo et al., 2005).

Hickson e colaboradores (1988) demonstraram que o treinamento fisico combinado
permitiu aos sujeitos suportar por mais tempo uma atividade aerébia no cicloergbmetro sem o
aumento concomitante do consumo méaximo de oxigénio (VO,mé&x), sugerindo que um aumento
na forca dos membros inferiores poderia aumentar o tempo para atingir a exaustdo. Esses
resultados indicam que os fatores limitantes do desempenho da resisténcia aerdbia podem ser
mais fortemente relacionados com fatores periféricos e neurais do que com fatores centrais como
0 VO,méax. Todavia, uma questdo que surge € como deve ser realizada a combinacdo dos
treinamentos resistido e aerdbio. Sale e colaboradores (1990) mostraram que o treinamento
combinado no mesmo dia pode causar prejuizo no desenvolvimento da forca, concluindo que os
treinamentos (resistido e aerdbio) devem ser realizados em dias alternados para obtencdo de
melhores resultados.

Ao analisar os efeitos do treinamento fisico combinado em individuos diabéticos tipo 2,
Maiorana e colaboradores (2002) observaram reducdo da FC subméaxima de exercicio, do limiar
ventilatorio, do percentual de gordura corporal, da relacéo cintura-quadril, da glicemia de jejum e
da hemoglobina glicada, aumento da for¢a muscular, da massa magra e do VO,méax, melhora da

capacidade funcional e do controle glicémico apos 8 semanas de treinamento. Carrier (2008)
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compararam os efeitos do treinamento fisico aerobio, resistido ou combinado, e demonstraram
que o controle glicémico (reducdo da hemoglobina glicada) foi melhor nos individuos diabéticos
Tipo 2 submetidos ao treinamento fisico combinado em relacdo aos outros treinamentos (aerdbio
ou resistido). Todavia tais estudos, além de ndo avaliar especificamente mulheres no climatério,
ndo estudaram as alteragOes cardiovasculares e autonémicas, bem como 0s mecanismos

envolvidos nos beneficios desta prética.

Vale destacar que ndo existem testes de carga maxima ou protocolos de treinamento
resistido ou combinado bem definidos para ratos, principalmente em condi¢cfes de limitagOes
fisiologicas. Dessa forma, neste estudo buscamos a padronizacdo de um teste de carga maxima e
de um protocolo de treinamento resistido em ratas menopausadas, para que pudéssemos avaliar
os efeitos do treinamento combinado no modelo de menopausa e sindrome metabolica.
Adicionalmente, o presente trabalho teve por objetivo testar a hipdtese que o treinamento fisico
combinado induziria beneficios metabdlicos, cardiovasculares, autonémicos e na capacidade
fisica adicionais, relacionados a reducdo de parametros de estresse oxidativo e inflamatérios em

ratas ooforectomizadas hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico dindmico
combinado em parametros cardiovasculares, de regulacdo autonémica cardiovascular,
metabdlicos e de capacidade fisica, e sua relacdo com alteragdes em parametros de estresse
oxidativo, de metabolizacdo de 6xido nitrico e de inflamacdo, em ratas ooforectomizadas

hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose.

2.2 Objetivos Especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos:

1) Verificar os efeitos do consumo cronico de frutose em ratas ooforectomizadas

espontaneamente hipertensas em parametros:

de funcdo cardiovascular (PA e FC);

e de regulacdo autondmica cardiovascular (variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo
arterial);

e metabdlicos (peso corporal e do tecido adiposo, glicemia e triglicerideos sanguineos,
tolerancia a insulina);

e de estresse oxidativo (lipoperoxidacdo por quimiluninescéncia, balango redox pela razéo
glutationa oxidada/reduzida, proteinas carboniladas, catalase, glutationa peroxidase,
superdxido dismutase);

e edeinflamacdo (TNF alfa, IL-6 e I1L-10).

(Artigo 1)
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2) a) padronizar um teste de carga maxima em escada adaptada para ratos, para a

prescricdo do treinamento fisico resistido; b) prescrever um treinamento fisico resistido de

intensidade moderada baseado no teste de carga maxima; e c) verificar os efeitos do treinamento

fisico resistido em um modelo experimental de menopausa e diabetes.

(Artigo 2)

3) Avaliar os efeitos do treinamento fisico combinado em ratas ooforectomizadas

hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose em parametros:

de funcéo cardiovascular (PA e FC);

de regulacdo autondmica cardiovascular (variabilidade pressao arterial e sensibilidade dos
pressorreceptores);

metabdlicos (peso corporal e do tecido adiposo, glicemia e triglicerideos sangineos,
tolerancia a insulina);

de capacidade fisica (teste maximo de corrida em esteira e teste de carga maxima em escada);
de estresse oxidativo (lipoperoxidagdo por quimiluninescéncia, balango redox pela razéo
glutationa oxidada/reduzida, proteinas carboniladas, catalase, glutationa peroxidase,
superoxido dismutase);

de metabolizacdo de éxido nitrico (concentracdo de nitritos e nitratos plasmaticos);

e de inflamacéo (TNF alfa, 1L-6 e IL-10).

(Artigo 3)

29



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra- Para responder os objetivos especificos 1 e 3 foram utilizados ratos Wistar fémeas
(200-2509g) provenientes do biotério da Universidade Nove de Julho e SHR fémeas (200-250g9)
proveniente do Biotério da Universidade Federal de Sao Paulo. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (An002/2012). Os animais foram
mantidos agrupados, em ambiente com temperatura controlada (22° - 24°C) e com luz controlada

em ciclo de 12 horas (claro:escuro). Agua e comida foram oferecidas de modo irrestrito.

As ratas foram divididas nos seguintes grupos:

Normotenso (C): animais Wistar que foram acompanhados durante 18 semanas (n=8).

Hipertenso (H): animais (SHR) foram a companhados durante 18 semanas (n=8).

Hipertenso ooforectomizado (HO): animais (SHR) foram submetidos a retirada bilateral
dos ovarios na 92 semana de protocolo e acompanhados por mais 9 semanas (n=8).

Hipertenso ooforectomizado tratado com frutose (HFO): animais (SHR) foram
submetidos a sobrecarga de frutose (10%) durante 18 semanas e aretirada bilateral dos ovarios na
92 semana (n=8).

Hipertenso ooforectomizado tratado com frutose e submetido ao treinamento fisico
combinado (HOFTc): animais (SHR) submetidos a sobrecarga de frutose (10%) durante 18
semanas e a retirada bilateral dos ovarios na 92 semana, sendo submetidos ao treinamento fisico
combinado em esteira ergomeétrica rolante (Imbramed TK-01) e escada em dias alternados a partir

da 102 semana de protocolo (n=8).
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3.2. Sequéncia Experimental

Os grupos experimentais seguiram a sequéncia experimental descrita no quadro abaixo.

64°— | A partir
6°-8° | 34-36° | 61-63°
1° dia 65° do 66°
dias dias | dias
dias dia
Sobrecarga de frutose* X X X X X
Ooforectomia X
Teste de esforco maximo em X X X
esteira
Teste de carga maxima em escada X X X
Treinamento fisico combinado X X X
Registro da PA e FC X
Avaliacdo da Sensibilidade dos X
pressoreceptores
Anélise dos dados hemodinadmicos X
Avalia¢Oes metabdlicas X X X X
AvaliacOes bioquimicas X

*desde o desmame conforme explicagdo que constam o item “Sobrecarga de frutose”

3.3. Procedimentos

Sobrecarga de Frutose-A frutose foi ministrada na agua de beber (D-frutose, 100g/L)

(Suzuki et al., 1997, Brito et al., 2008), com controle de consumo semanal. O tratamento foi
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iniciado ap6s o desmame e seguiu até o final do protocolo, uma vez que estudos prévios de nosso
grupo evidenciaram que € necessario em torno de 9 semanas para inducdo de alteracGes

cardiometabdlicas decorrentes da sobrecarga de frutose em fémeas.

Ooforectomia Bilateral- Apds indugdo da disfungdo cardiometabolica (pela sobrecarga
de frutose), as ratas dos grupos ooforectomizados foram anestesiadas com cloridrato de cetamina
(50mg/Kg, Ketalar) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum) e colocadas em decubito dorsal
para que se realizasse uma pequena incisdo (1cm) em paralelo com a linha do corpo na pele e na
musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovarios foram localizados e foi realizada a
ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sangiiineos. Os ovidutos foram seccionados e 0s ovarios
removidos. A musculatura e a pele foram suturadas e uma dose de antibidtico foi administrada

(Benzetacil, 40 000 U/Kg, i.m) (Latouret al., 2001, Irigoyen et al., 2005; Flues et al., 2010).

Teste de Esforco Maximo em Esteira- O teste de esforco constitui em um protocolo
escalonado com incrementos de velocidade de 0,3 km/h a cada 3 minutos, até que fosse atingida a
velocidade maxima suportada pelos animais. O critério utilizado para a determinacdo da exaustao
do animal e interrupcdo do teste foi 0 momento em que o rato ndo foi mais capaz de correr
mediante o incremento de velocidade da esteira (Brooks & White, 1978). Vale ressaltar, que em
um estudo do nosso grupo, demonstramos relacdo entre velocidade atingida no teste de esforgo e

a medida direta do consumo de oxigénio em ratos (Rodrigues et al., 2007).

Determinacéo da Carga Maxima em Escada- O teste de
LA

carga maxima foi realizado em uma escada adaptada para
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Durante o periodo de adaptacdo, os animais foram colocados nos degraus inferiores e adaptados
ao ato de escalar. Nenhuma recompensa ou alimento foi oferecido, tampouco foram utilizados
incentivos como estimulacdo elétrica para que 0s animais executassem o exercicio. O Unico
incentivo para a subida, se necessério, foi um toque da méo na base da cauda do animal. No topo
da escada, os animais encontraram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram por 120
segundos. Este procedimento foi repetido até que 0s animais subissem a escada voluntariamente 3
vezes consecutivas. Considerando a ergdbmetro-dependéncia das concentracdes de lactato
sanguineo na MFEL, sendo em corrida na esteira 4,0 mmol/L (Manchado et al., 2005) e na
natacdo 5,5 mmol/L (Gobatto et al., 2001), a determinacdo da concentracdo de lactato foi
determinada durante o teste resistido em escada. Em nosso laboratorio, a figura da pagina 31
ilustra a média da concentracdo de lactato em ratas ooforectomizadas submetidas ao teste de carga
méxima na escada (LA: limiar lactato). Para determinacdo da carga méaxima, 0s animais
realizaram no maximo 8 escaladas com cargas progressivas. Na escalada inicial foi aplicado 75%
do peso corporal do animal. Apds completar o carregamento dessa carga com SuUCesso, um peso
adicional de 50 gramas foi adicionado ao aparato. Esse procedimento foi sucessivamente repetido
até que a carga alcancasse um peso que ndo permitia que o rato escalasse (adaptado de Sanches et

al., 2013).

Treinamento Fisico Dinamico Combinado- O treinamento fisico combinado teve
duracgéo de 8 semanas e consistiu na realizacdo de sessdes alternadas de exercicio aerobio (esteira
rolante) e resistido (escada). A opcao por realizar as sessdes em dias alternados justifica-se pela
tentativa de equalizacdo do volume, e devido a estudos (Sale et al., 1990) alertarem que o
treinamento combinado realizado no mesmo dia pode causar prejuizo no desenvolvimento da

forca muscular. O treinamento fisico aerobio foi de intensidade moderada (40-60% da
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velocidade méxima alcangcada no teste de esforgco) e realizado em esteira ergométrica com
velocidade e carga progressiva durante 8 semanas conforme descrito resumidamente no Quadro
1 (Irigoyen et al., 2005, Flues et al., 2010). O treinamento resistido em escada e o numero de
escaladas (repeticdes) foi aumentado progressivamente ao longo das 8 semanas, de acordo com o
aumento do peso fixado a cauda do animal com fita adesiva. O mesmo consiste em 2 sessdes de
6 escaladas a 40% da carga méxima na 12 semana; sendo aumentado para 8 escaladas a 40% da
carga maxima na 22 semana. Na 3% semana, o treinamento consiste em 2 sessdes de 6 escaladas a
50% da carga méxima, sendo aumentado para 8 escaladas na 42 semana. Ao final da 42 semana se
realiza um novo teste de esforco, o qual permite os reajustes das cargas para as semanas
subseqiientes (5% a 8%), sendo a intensidade destas semanas entre 50-60% da carga maxima
(adaptado de Sanches et al., 2013) (Quadro 1). Considerando que os efeitos do treinamento
resistido ndo estdo tdo esclarecidos como os do aerobio, a intensidade do treinamento podera ser
reduzida e o nimero de repeticbes aumentado conforme o protocolo proposto por Willians e

colaboradores (2007) para pessoas com fatores de risco cardiovascular.

Quadro 1. Resumo da prescrigdo do treinamento fisico aerébio dindmico em esteira (a

esquerda) e da prescri¢do do treinamento fisico resistido dindmico na escada (a direita).

ana DUracio ensidade Semana Escaladas Intensidade
1 30 min 50% 1 15 40%
2 45 min 50% 2 15 40%
3 60 min 50-60% 3 15 50%
4 60 min 60% 4 15 50%
5 60 min 50-60% 5 20 50%
6 60 min 50-60% 6 20 50%
7 60 min 60% 7 20 60%
8 60 min 60% 8 20 60%
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Identificacdo da Fase do Ciclo Estral - A caracterizacdo de cada fase do ciclo foi
baseada na proporgdo de trés tipos de células na secrecdo vaginal: epiteliais, corneificadas e
leucdcitos segundo Marcondes e colaboradores (2002). A secrecdo vaginal foi coletada com uma
pipeta plastica com 10uL de solucéo salina introduzida superficialmente na vagina da rata e foi
colocada em uma ldmina de vidro para a observa¢do em um microscépio 6tico. Tal procedimento
foi realizado nos grupos ndo ooforectomizados no dia das avaliagbes hemodindmicas e do
sacrificio dos animais, a fim de garantir que tais procedimentos fossem realizados nas fases ndo

ovulatorias do ciclo estral das ratas.

Canulagdo- Apds 18 semanas de protocolo, as ratas foram anestesiadas (i.p.) com
cloridrato de cetamina (50mg/Kg, Ketalar, Parke-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg,
Rompum, Bayer) e colocadas em decubito dorsal para que realizasse uma pequena incisdo na
regido do pescoco para implantagdo de uma cénula na artéria carétida em direcdo ao ventriculo
esquerdo, para registro direto da PA e na veia jugular para administracdo das drogas. Apds a
correta e firme implantacdo das canulas na artéria carétida e veia jugular, as extremidades mais
calibrosas das céanulas foram passadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regido
cervical e fixadas com fio de algoddo na pele. As canulas foram confeccionadas com tubos de
Policloreto de Vinila (Abbott) equivalente ao polietileno PE10 e PE50. Estes foram soldados por
aquecimento e logo ap6s, as canulas foram preenchidas com solucdo fisioldgica e mantidas

ocluidas com pinos de aco inoxidavel (De Angelis et al.,1999; De Angelis et al., 2000).

Registro de Pressdo Arterial- No dia seguinte a canulacdo, com o animal acordado, a
canula arterial foi conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentacao
do animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento. Esta extensdo foi conectada a um

transdutor eletromagnético (BloodPressure XDCR, Kent®Scientific, Litchfield, CT, EUA) que,
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por sua vez, esteve conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2,
Quintroninstrument®Inc, Milwaukee, EUA). Sinais de PA foram gravados durante um periodo de
30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisicdo de dados (CODAS,
1Kz, Dataqglnstruments, Akron, OH, EUA), permitindo analise dos pulsos de pressdo, batimento-
a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores
de PA sistolica (PAS), PA diastolica (PAD), PA média (PAM) e FC. Os valores de FC foram
derivados do sinal pulsatil da PA (De Angelis et al., 1997; De Angelis et al., 1999; De Angelis et

al., 2000; Irigoyen et al., 2005; Souza et al., 2007).

Avaliacdo da Sensibilidade dos Pressorreceptores- Apos o registro da PA e da FC, uma
extensdo de aproximadamente 20 cm (PE10) foi conectada na cénula venosa para posterior
injecdo de drogas vasoativas. Apos 0s animais terem permanecido em condi¢des de repouso por
15 minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da infusdo de fenilefrina e de
nitroprussiato de sédio. Fenilefrina e nitroprussiato foram infundidos randomicamente entre 0s
animais, iniciando-se a sessdo com um ou outro farmaco.

Para analise da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou minimo da PAM
foi comparado aos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a variacdo maxima da
FC foi comparada com os valores de FC do periodo controle, imediatamente antes da injecdo das
drogas, para posterior quantificacdo das respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo
indice calculado por meio da divisdo da variagdo da FC pela variacdo da PAM (De Angelis et al.,

1997; De Angelis et al., 1999; Irigoyen et al., 2005).

Avaliacédo da Modulagédo Autonémica Cardiovascular- A variabilidade da FC e da PAS
foi avaliada no dominio do tempo (variancia) e no dominio da freqiiéncia usando a transformada

rapida de Fourier. Neste méetodo, séries temporais do intervalo de pulso e da PAS foram divididas
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em segmentos de 350 batimentos com sobreposicéo de 50%. Um espectro foi obtido para cada um
dos segmentos via o recurso de Levinson-Durbin, com a ordem modelo escolhido de acordo com
critério do Akaike, variando entre 10 e 14. Os componentes oscilatérios dos espectros foram
quantificados em 2 faixas de frequéncia: baixa frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF). A poténcia
do espectro foi calculada para cada componente reconhecivel nas faixas de LF e HF integrando-se
0s espectros dos componentes. A poténcia foi expressa como a intensidade de LF e HF. Os
segmentos que apresentaram oscila¢cbes muito lentas (<0,1 Hz), que contribuiam para mais de
70% da variabilidade total, foram considerados ndo estacionarios e foram descartados do estudo.
A sensibilidade barorreflexa espontanea foi obtida pelo indice o, método que analisa a correlagao
temporal e linear entre o intervalo RR e a variabilidade da PAS (Soares et al., 2004; Quagliotto et

al., 2008; Mostarda et al., 2009; Heeren et al., 2010).

Medida da Glicemia e dos Triglicerideos Sanguineos- Os animais foram submetidos a
jejum de 4 horas e, apés isto foi retirada uma gota de sangue da cauda para andlise da glicose
plasmética pelo glicosimetro (Accucheck, Roche) e uma gota para medida dos triglicerideos

sanguineos do aparelho Accutrend GTC, Roche.

Teste de Resisténcia a Insulina- No dia seguinte das avaliagbes hemodinamicas os
animais do foram submetidos a jejum de 2 horas, foram anestesiados com pentobarbital sédico
(40 mg/kg), e receberam uma injecdo endovenosa de insulina (0,75 U/kg peso corporal). A
glicose plasmatica foi medida a partir de amostras de sangue obtidas da veia caudal utilizando-se
de um glicosimetro (Accucheck, Roche) nos tempos 0O, 4, 8, 12 e 16 min ap0s a injecdo de
insulina. Os valores de glicemia dos minutos 4 a 16 foram usados para calcular a constante de

queda da glicose plasmatica (Kitt) de acordo com a descri¢cdo de Bonora e colaboradores (1989).

37



Sacrificio dos Animais- No dia seguinte ao término das avaliacbes metabdlicas, 0s
animais de todos os grupos foram sacrificados por decapitacéo e todos os tecidos foram retirados

e congelados para avaliagfes bioquimicas.

Estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

Preparacdo dos Tecidos- ApGs as avaliagOes citadas anteriormente, os animais foram
pesados e mortos através de decapitacdo. O tecido cardiaco foi coletados e homogeneizados
durante 30 segundos em um homogeneizador Ultra-Turrax, com KCI 1,15% e fluoreto de fenil
metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100mmol/L em isopropanol e na quantidade de
10uL/mL de KCI adicionado. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10
minutos a 3000rpm, em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C, e o sobrenadante foi congelado em

freezer a -70°C para as dosagens (Llesuy et al., 1985).

Dosagem de Proteinas- As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por
Lowry e colaboradores (1951), que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina bovina na

concentracdo de 1mg/mL (Lowry et al., 1951).

Medida de Lipoperoxidacao (LPO): Quimiluminescéncia iniciada por t-BOOH (QL)
- O método consiste em adicionar um hidroperéxido organico de origem sintética (o
hidroperdxido de tert-butil — t-BOOH) ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a capacidade de
resposta produzida pela amostra. A quimiluminescéncia foi medida em um contador beta
(TriCrab 2800TR, PerkinElmer) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o canal
de tritio. As determinacdes foram realizadas em camara escura, em frascos de vidro mantidos na
penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi
realizado o ensaio consiste em 3,5 mL de uma solugdo tampé&o de fosfatos 20 mmol/L, contendo
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KCI 140 mmol/L (pH 7,4), a qual foi adicionado 0,5 mL de homogeneizado. Apds esse momento,
foi realizada uma leitura inicial, considerada como a emisséo basal de luz pelo homogeneizado. O
hidroperoxido de tert-butilafoi usado na concentracdo de 400 mmol/L, dos quais foram
adicionados 30 uL no meio de reagdo para obter-se uma concentracdo final de 3mmol/L. Foi
medida a emissdo de luz e desta foi descontada a emissdo basal do homogeneizado para fins de

calculo (Gonzalez Flecha et al., 1991).

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) - Para que ocorra a reacao,
adicionou-se, a 0,25mL de homogeneizado, 0,75mL de acido tricloroacético (TCA) a 10%(P/V),
que tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacdo. Essa mistura
foi entdo agitada e centrifugada durante 3 minutos a 1000g. Foi retirado 0,5mL do sobrenadante e
a este foi adicionado 0,5mL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,67% (P/V), que reagiu com 0S
produtos da lipoperoxidacdo formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi incubada
por 15 minutos a 100°C e em seguida foi resfriada no gelo. Em seguida, foi realizada a leitura da

absorbancia a 535nm em espectrofotémetro (Biospectro) (Buege & Aust, 1978).

Dosagem de Proteinas Carboniladas (Dano a proteinas) - O ensaio para detec¢do das
carbonilas ¢ uma das técnicas utilizadas para a determinacdo de proteinas modificadas
oxidativamente (Reznick&Packer, 1994). A técnica se baseia na reacao das proteinas oxidadas do
plasma sangliineo com 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio acido, seguido de sucessivas
lavagens com 4&cidos e solventes organicos e incubagdo final com guanidina. Desta forma, a
absorbancia das carbonilas foi medida em um espectrofotdmetro a 360nm, num meio de reacdo
contendo os seguintes reagentes: guanidina (6M) em acido cloridrico (HCI) (2,5M) pH= 2,5; 2,4

DNPH em HCI (2,5M); acido tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol - acetato de etila 1:1
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(VIV). Paralelamente foi realizada a curva padréo de proteina, com albumina, com a absorbancia

lida em 280nm no espectrofotdmetro.

Catalase (CAT)- A taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio é diretamente
proporcional a atividade da CAT. Desta forma, o consumo de H,O, pode ser utilizado como uma
medida de atividade da enzima CAT. O ensaio consiste em medir a diminuigdo da absorbancia a
240nm, comprimento de onda onde ha a maior absorcao pelo perdxido de hidrogénio, utilizando-
se cubetas de quartzo. Para a realizagdo das medidas foi usada uma solucéo tampdo constituida de
fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9uL deste tampéo e 10uL de amostra de
tecido na cubeta do espectrofotdmetro, sendo esta mistura descontada contra um branco de
tampéo fosfato. A seguir foram adicionados 35uL de perdxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e foi

monitorada a diminuicdo da absorbancia no espectrofotometro (Boveris& Chance, 1973).

Superoxido Dismutase (SOD)- A técnica utilizada esta baseada na inibicdo da reacéo do
radical superoxido com o piragalol. Uma vez que ndo se consegue determinar a concentragdo da
enzima nem sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a
quantificacdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do detector. A oxidacdo do pirogalol leva a
formacdo de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420 nm durante 2
minutos. A atividade da SOD é determinada medindo-se a velocidade de formacao do pirogalol
oxidado. No meio de reacdo, foram utilizados 20 uL de homogeneizado, 973 uL de tampéo Tris-
Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 uL de CAT a 30 umol/L. Esta

curva obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma curva padrdo utilizando trés
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concentrages distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi obtida a equacdo da reta

para realizagdo dos célculos.

Glutationa Peroxidase (GPx) - Como a GPx catalisa a reacdo de hidroperéxidos com
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugédo do
hidroperoxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na
reacdo de reducdo acoplada a reacdo da GPx. A atividade da GPx foi medida em um
espectrofotdmetro, sendo monitorada a diminuicdo de absorbancia do NADPH a 340 nm. Na
cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330 uL de tampé&o, 50 uL do homogeneizado
(amostra), 500 uL de NADPH, 10 pL de azida sddica, 50 uL de GSH e 10 uL de GR. Foi
registrada a absorbancia por um periodo de aproximadamente 2 minutos, para obtencéo da linha
de base. Apds esse momento, foram adicionados 50 pL de hidroperéxido de tert-butila, e a
diminuicdo da absorbancia devida ao consumo de NADPH foi monitorada por mais 3 minutos

(Flohé&Gunzler, 1984).

Balanco Redox: Razdo GSH/GSSG. Foi adicionado a amostra de tecido acido
percldrico (2N), a qual foi colocada em eppendorf, homogeneizada e centrifugada.

Glutationa Oxidada: Separa-se 100ul do sobrenadante, ao qual se adiciona 25 ul de

NEM e neutraliza-se a amostra com MOPS 0,3 MKOH 2M, pH=7,4. Apds uma hora, extrai-se
uma aliquota de 25 ul, adiciona-se 175 ul H,0, 700 ul NADPH (10mM), 100 ul DTNB (acido
ditionitrobenzoico, 6mM), zera o espectro e adiciona-se glutationaredutase (10U/ml). A leitura
da reacéo foi realizada em espectrofotdbmetro 414 nm(Tietze, 1969).

Glutationa Total: A glutationa total mede a reacdo de 6xido reducdo entre GSH e GSSG.

Separa-se 100ul do sobrenadante e neutraliza-se a amostra com MOPS 0,3 MKOH 2M, pH=7 4.
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No momento do ensaio, extrai-se uma aliquota de 25 ul, adiciona-se 175 ul H,0, 700 ul NADPH
(10mM), 100 ul DTNB (6mM), zera o espectro e adiciona-se glutationaredutase (10U/ml). A
leitura da reacgéo foi realizada em espectrofotometro 414 nm (Beutleret al., 1963).

A GSH foi calculada a partir da subtracéo da glutationa total pela GSSG, e em seguida foi

calculada a razdo GSH/GSSG no tecido cardiaco.

Nitritos e Nitratos - Os niveis de nitritos e nitratos no plasma foram medidos pela reacao
das amostras com o reagente de Griess microplacas (96 pocos) em aparelho leitor de ELISA.
Aliquotas de 50uL de homogeneizado de tecido foram incubadas com cofatores enzimaticos e
nitrato redutase (3U/ml) por uma 30 minutos para conversdo de nitrato em nitrito em temperatura
ambiente. O total de nitrito tecidual foi entdo analisado pela reacdo das amostras com 50 ul de
reagente de Griess. O total de nitrito tecidual foi estimado a partir de uma curva padrdo de
absorbancia em 592 nm (Granger et al., 1999). Foi calculado o Nox, indice da producéao de 6xido
nitrico (Nox) através da razdo total de nitratos por nitritos como descrito por Miranda e

colaboradores (2001).

Marcadores Inflamatorios- As dosagens de interleucinas 6 e 10 e TNF alfa em plasma
foram realizadas em microplacas (96 pocos) sensibilizadas com o anticorpo para a proteina de
interesse, aderido esta a parede dos pocos da placa por um substrato imunoadsorvente. Foi feito o
bloqueio prévio de ligacdes inespecificas e posterior incubacdo das amostras experimentais,
contendo a proteina (antigeno) a ser dosada. Foi feita a incubacdo com anticorpo ligado a enzima
marcada com peroxidase, e posterior reacdo com cromogeno. Na mesma placa, foi feita a curva-
padrdo, que foi usada para o célculo da quantidade de proteina por poco. A absorbéancia foi

medida em aparelho leitor de ELISA. Foram usados kits especificos para ratos: TNF alfa, IL-6 e
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IL-10 (RayBiotech). O ensaio para dosagem usou as concentragdes na curva-padrdo especificas
para cada substancia. Ressalta-se que todas as medidas de tubos brancos da reacédo, curva-padrao,

controles de qualidade do kit e amostras experimentais foram dosados em duplicata.

3.4 Anélise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. O teste de Levene foi
utilizado para verificar a homogeneidade da amostra. O teste de analise de variancia (ANOVA)
foi devidamente aplicado para analise dos dados. Teste de correlacdo de Pearson foi aplicado para

testar associacao entre as varidveis. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

Os resultados sao apresentados sob forma de 3 artigos cientificos:

- Artigo 1. Cardiovascular autonomic dysfunction and oxidative stress induced by fructose

overload in an experimental model of hypertension and menopause.

- Artigo 2. Standardization of resistance exercise training: Effects in diabetic ovariectomized rats

- Artigo 3. Treinamento fisico combinado melhora perfil inflamatorio e de estresse oxidativo em
ratas ooforectomizadas com sindrome metabolica: papel do sistema nervoso autbnomo.
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Artigo 1 - Submetido para a revista Plos One - Qualis: Al (Educacéo Fisica)

CARDIOVASCULAR AUTONOMIC DYSFUNCTION AND OXIDATIVE STRESS
INDUCED BY FRUCTOSE OVERLOAD IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF

HYPERTENSION AND MENOPAUSE

O objetivo deste artigo foi verificar os efeitos do consumo crénico de frutose em ratas

ooforectomizadas espontaneamente hipertensas em parametros de fungdo cardiovascular, de

regulacdo autonémica cardiovascular, metabdlicos, de estresse oxidativo e de inflamacé&o.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effects of fructose overload on cardiovascular autonomic
modulation, inflammation and cardiac oxidative stress in an experimental model of hypertension
and menopause. Female SHR rats were divided into (n=8/group): hypertensive (H), hypertensive
ovariectomized (HO) and hypertensive ovariectomized submitted to fructose overload (100g/L in
drinking water) (FHO). Arterial pressure (AP) signals were directly recorded. Cardiac autonomic
modulation was evaluated by spectral analysis. Oxidative stress was evaluated in cardiac tissue.
AP was higher in the FHO group when compared to the other groups. Fructose overload induced
an increase in body and fat weight, triglyceride concentration and a reduction in insulin
sensitivity. IL-10 was reduced in the FHO group when compared to the H group. TNF-a was
higher in the FHO in comparison to all other groups. Lipoperoxidation was higher and
glutathione redox balance was reduced in the FHO group when compared to other groups, an
indication of increased oxidative stress. A negative correlation was found between IL-10 and
adipose tissue. In conclusion, fructose overload induced an impairment in cardiac autonomic
modulation associated with inflammation and oxidative stress in hypertensive rats undergoing

ovarian hormone deprivation.

Key words: menopause, metabolic syndrome, heart rate variability, blood pressure variability,

inflammation, oxidative stress.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome is characterized by the association of 3 or more risk factors,
including: abdominal obesity associated with an excess of abdominal fat, insulin resistance, type
2 diabetes, dyslipidemia and hypertension. Changes in dietary habits are among the leading
contributors to the growing worldwide prevalence of metabolic syndrome, obesity, and type 2
diabetes. These changes are characterized by increased intake of simple sugars, particularly
fructose, commonly used in the food industry and sugar-sweetened drinks [1]. Indeed, several
studies have pointed to the adverse cardiac and metabolic effects of a high fructose diet in animal
models. Fructose-fed rats and mice show moderate hypertension and glucose intolerance,
associated with increased levels of plasma insulin, cholesterol and triglycerides [2,3,4,5]. Our
group has demonstrated that only eight weeks consumption of fructose was sufficient to induce
prominent metabolic and cardiovascular changes associated with autonomic dysfunctions in mice
and rats [2,5,6]. Recently, we have demonstrated that increased sympathetic modulation for
vessels and heart preceded the development of metabolic dysfunction in fructose fed mice [4].

However, it should be stressed that the prevalence of hypertension and metabolic
dysfunctions sharply increases after menopause. The association between autonomic dysfunction
and cardiovascular diseases strengthens evidence that alterations in the sympathovagal control
increase cardiovascular risk after menopause [7]. Moreover, seems to be an association between
oxidative stress inflammation, and both would play a role in the development of several
cardiovascular diseases [8]. However, the role of the oxidative stress and inflammation on
cardio-metabolic dysfunction after ovarian hormone deprivation is not well understood. Thus,
our study was designed to evaluate the hypothesis that in this context, fructose overload may

promote additional injuries on cardiovascular autonomic modulation, inflammation and oxidative
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stress in hypertensive rats undergoing ovarian hormone deprivation. In this study, we assed the
effects of fructose overload on cardiovascular autonomic modulation, inflammation and

oxidative stress in an experimental model of hypertension and menopause.

METHODS

21 day old female SHRs were obtained from the Animals Facilities of the Institute of Cardiology
of Rio Grande do Sul. The rats were randomly divided into hypertensive (H; n = 8), hypertensive
OVX (HO; n = 8) and hypertensive OVX undergoing fructose overload (FHO; n = 8). All
surgical procedures and protocols were approved by the ethics committee of Universidade Nove
de Julho (Protocol AN002/12) and were conducted in accordance with the Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals, issued by the National Institutes of Health.

Fructose overload

FHO rats received D-fructose (100 g/L) in the drinking water for 19 weeks. H and HO animals
received standard laboratory chow and water ad libitum. The consumption of chow and water
(with or without fructose) were measured weekly.

Ovariectomy

After 10 weeks of fructose overload, the animals were anesthetized (80 mg/kg ketamine and 12
mg/kg xylazine), and the oviduct was sectioned and the ovary removed as describedin detail
elsewhere [9,10,11]. Data from our laboratory have demonstrated that estrogen concentration,
measured through immunoassay, was 39+7 pg/mL in healthy female rats. However, in the
present study, estrogen concentration was not detectable in ovariectomized studied groups, thus

confirming ovarian hormone deprivation [10].
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Metabolic evaluations
At the end of protocol (19 weeks of fructose overload), blood glucose and triglyceride
concentrations were measured (Accucheck and Accutrend, Roche) after 4-hour fasting. For
insulin tolerance test, the animals fasted for 2 hours and were then anesthetized with sodium
thiopental (40 mg/kg body weight, IP). A drop of blood was collected from the tail for blood
glucose level measurement at baseline and 4,8, 12, and 16 minutes after insulin injection (0.75
U/kg). The constant rate for blood glucose disappearance (KITT) was calculated using the
0.693/t1,2 formula. Blood glucose t1/2 was calculated from the slope of the least squares
analysis of blood glucose concentrations during the linear phase of decline [6,12].
Cardiovascular measurements
After metabolic evaluations, rats were anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (12
mg/kg), and two polyethylene-tipped Tygon cannulas filled with heparinized saline were
implanted into the carotid artery and jugular vein for direct measurements of AP and drug
administration, respectively. During the experiment, rats received food and water ad libitum; the
rats were conscious in their cages and were allowed to move freely during the hemodynamic
experiments.The arterial cannula was connected to a transducer (BloodPressure XDCR, Kent
Scientific), and blood pressure signals were recorded for a 30-minute period using a
microcomputerequipped with an analog-to-digital converter (CODAS, 2Kz,DATAQ
Instruments). The recorded data were analyzed on a beat-to-beat basis to quantify changes in
systolic (SAP), diastolic (DAP), and mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) [5,9,10].
Autonomic measurements

Time-domain analysis consisted of calculating mean pulse interval (PI) and SAP, with PI

variability and SAP variability measured from its respective time series (three time series of 5
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min for each animal). For frequency domain analysis, the same time series of Pl and SAP were
cubic splineY interpolated (250 Hz) and cubic splineY decimated to be equally spaced in time
after linear trend removal; power spectral density was obtained through the fast Fourier
transformation. Spectral power for low-frequency (LF; 0.20-0.75 Hz) and high-frequency
(HF;0.75-4.0 Hz) bands was calculated by power spectrum density integration within each
frequency bandwidth, using a customized routine (MATLAB 6.0, Mathworks) [13].
Inflammatory markers

IL-6, IL-10 and TNF-a levels were determined using a commercially available ELISA kit (R&D
Systems Inc.), in accordance with the manufacturer's instructions. ELISA was performed in
96-well polystyrene microplates with a specific monoclonal antibody coating. Absorbance was
measured at 540 nm in a microplate reader.

Oxidative stress profile

One day after hemodynamic evaluations the animals were killed by decapitation and the heart
(ventricles) was immediately removed, rinsed in saline, and trimmed to remove fat tissue and
visible connective tissue. The tissue was cut into small pieces, placed in ice-cold buffer, and
homogenized in an ultra-Turrax blender with 1 g tissue per 5 mL 150 mM KCI and 20 nM
sodium phosphate buffer, pH 7.4. The homogenate was centrifuged at 600 g for 10 min at -26C.
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS): For the TBARS assay, trichloroacetic acid
(10%, wi/v) was added to the homogenate to precipitate proteins and to acidify the samples [14}.
This mixture was then centrifuged (10000g, 3 min), the protein-free sample was extracted, and
thiobarbituric acid (0.67%, w/v) was added to the reaction medium. The tubes were placed in a
water bath (100°C) for 15 min. The absorbencies were measured at 535 nm using a

spectrophotometer. The results are expressed as nanomoles per milligram of protein.

52



Chemiluminescence (CL): [Tissue] membrane lipoperoxidation was evaluated by
chemiluminescence. The chemiluminescence assay was carried out with an LKB Rack Beta
liquid scintillation spectrometer 1215 (LKB Producer AB, USA) in the out-of-coincidence mode
at room temperature (256 to 276C). The supernatants were diluted in 140 mM KCI and 20 mM
sodium phosphate buffer, pH 7.4, and added to glass tubes, which were placed in scintillation
vials; 3 mM tert-butylhydroperoxide was added, and chemiluminescence was determined up to
the maximal level of emission [9,15].

Antioxidant enzyme activities: The quantification of superoxide dismutase (SOD) activity,
expressed as U/mg protein, was based on the inhibition of the reaction between O2'— and
pyrogallol [16]. Catalase (CAT) activity was determined by measuring the decrease in H,0;
absorbance at 240 nm. CAT concentration was expressed as pumol H,O, reduced/min/mg protein
[17]. Glutathione peroxidase (GPx) activity was expressed as nmol peroxide/hydroperoxide
reduced/min/mg protein and was based on the consumption of NADPH at 480 nm [18].
Glutathione and GSSG concentration:To determine glutathione oxidized (GSSG) and total
glutathione concentration (GSH), tissue was homogenized in 2 M perchloric acid and centrifuged
at 1000 g for 10 min, and 2 M KOH was added to the supernatant. The reaction medium
contained 100 mM phosphate buffer (pH 7.2), 2 mM NADPH, 0.2 U/mL glutathione reductase
and 70 uM 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid). To determine the GSSG concentration, the
supernatant was neutralized with 2 M KOH and inhibited by the addition of 5 pM N-
ethylmaleimide. Absorbance was read at 420 nm [19]. GSH values were determined from the

total and GSSG concentration.
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Statistical analysis

Data are expressed as mean£SEM. The Levene Test was used to evaluate data homogeneity. A
one-way analysis of variance followed by the Student-Newman-Keuls test was used to compare
groups. Pearson correlation analysis was used to identify an association between variables.

Significance level was established at P<0.05.

RESULTS

Body weight and adipose tissue weight were higher in FHO group when compared to
other groups. Glycemia was similar between groups. Triglyceride was increased in the FHO
group when compared to all other groups. Insulin sensitive was lower in FHO group when
compared to the H group (Table 1).

Resting tachycardia was observed in the FOH group when compared to the other groups.
DAP and MAP were higher in HO group when compared to the H group and the FHO group had
an additional increase in SAP, DAP and MAP (Table 2).

Standard deviation (SD) and total variance VAR of PI were lower in FHO groups when
compared to the HO group. Total variance (VAR) of SAP was increased in the HO group in
relation to the H group. VAR and LF band of SAP were higher in the FHO group when
compared to all other studied groups (Table 2).

TNFa was higher in the FHO when compared to all other groups and IL-10 was lower in
FHO when compared to the H group. Negative correlation was observed between adiposity
tissue and IL-10 among hypertensive groups (r = -0.6) (Table 3 and Figure 1).

TBARS was enhanced in both HO and FHO groups in relation to H group; and additional

increase in TBARS was observed in FHO rats as compared to HO rats. Moreover, CL was higher
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in FHO when compared to all other groups. Hormone deprivation promoted an increase in CAT
activity and fructose overload promoted an additional increase in this parameter. We did not
observe any difference in SOD activity between groups. GPx was lower in HO group when
compared to the H group and the fructose overload promoted an additional increase in this

parameter (Table 4).

DISCUSSION

In the present study, it was observed that ovarian hormone deprivation and fructose
overload led to impairments in cardiovascular autonomic modulation, and worsened both
oxidative stress and inflammation parameters.

Ovarian hormone deprivation induced an increase in AP and promoted an increase in
vascular sympathetic modulation in SHR rats in the present study. Previous studies from our
group have also demonstrated that ovarian hormone deprivation induces BP increase and led to
impaired baroreflex sensitivity in healthy Wistar rats [9,10]. In addition, it should be noted that
in the first decades of life, women have a greater cardioprotection when compared to men, as
evidenced by increased vagal modulation and lower sympathetic modulation. However,
approximately between the fifth and sixth decade of life this greater cardioprotection disappears
[7], a period that coincides with the advent of menopause, thus demonstrating the importance of
ovarian hormones in cardiovascular control.

Experimentally, fructose overload in drinking water or chow has been used to study
metabolic syndrome and promote similar metabolic and autonomic derangements [2,3,5,20,21].
Indeed, in present study, fructose overload promoted an additional impairment of metabolic,

autonomic, oxidative stress and inflammatory parameters in hypertensive ovariectomized rats. In
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fact, the sum of risk factors (hypertension + ovariectomy + fructose overload) promoted an
increase in body weight, adipose tissue and triglyceride concentrations as well as impaired
insulin sensitivity in FHO rats. It has been demonstrated that the exposure of the liver to large
quantities of fructose promotes rapid stimulation of lipogenesis, which contributes to triglyceride
accumulation, leading to fewer insulin receptors and, consequently, reducing insulin sensitivity
[22].

Moreover, the sum of risk factors promoted an increase in the heart rate, an additional
increase in BP, impairment in heart rate variability and systolic arterial pressure variability.
Several studies have found an increase in BP after fructose overload [5,21,23]. In the present
study, we observed that both DAP and MAP were higher in HO group when compared to the H
group and FHO group had an additional increased in SAP, DAP and MAP. One possible
explication for this increased BP would be the impairment of cardiovascular autonomic
modulation.

Heart rate variability has considerable as a tool to to assess the role of autonomic nervous
system fluctuations in normal healthy individuals and in patients with various cardiovascular and
non-cardiovascular disorders [24]. Reduction in HRV has been associated with negative
outcomes [25]. In the present study, fructose overload promoted a reduction in HRV as well as
an increase in sympathetic activity as demonstrated by the increase in VAR-SAP and LF-SAP.
Moreover, previous studies from our group have shown that fructose overload also promotes an
increase in sympathetic tonus, a decrease in vagal tonus and a reduction in baroreflex sensitive
[5]

Regarding inflammation makers, we observed that in this study TNF-a was higher in

FHO when compared to other groups and fructose overload promoted a reduction in IL-10. We
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also found a negative correlation between adipose tissue an IL-10. In fact, adipose tissue is an
active endocrine and paracrine organ that releases a large number of cytokines and bioactive
mediators, such as leptin, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) [26,27].
These substances negatively influence glucose and lipid homeostasis, blood pressure,
coagulation, fibrinolysis and inflammation, which may lead to endothelial dysfunction and
atherosclerosis [26,27].

Moreover, a decreased antioxidant capacity together with increased lipid peroxidation has
been reported in patients with fatty liver, visceral obesity, and metabolic syndrome. There seems
to be a correlation between the amount of visceral fat and systemic oxidative markers, indicating
that visceral fat is an independent regulator of oxidative changes [28]. Regarding antioxidant
enzymes, hormone deprivation promoted an increase in CAT concentration and a decrease in
GPx activity in the HO group when compared to the H group. Ruiz et al. have shown that
17beta-estradiol has intrinsic antioxidant properties, and the lack of it would then result in
enhanced CAT activity, probably due to an increased concentration of hydrogen peroxide [29].
Our results are in agreement with Barp et al.,[30] who have likewise demonstrated an increased
cardiac CAT activity in ovariectomized rats. Moreover, the increase in CAT in the HO group (vs.
H) may be also associated with the observed decrease in GPx in this group, since these enzymes
compete for the same substrate (hydrogen peroxide). Importantly, lipoperoxidation (TBARS)
was increased in SHR ovariectomized rats when compared to intact SHR rats, suggesting
increased oxidative stress. A previous study from our group has demonstrated a positive
correlation between systolic AP and lipoperoxidation, thus reinforcing the role of oxidative stress
in AP changes during female hormone deprivation [9]. However, it should be stressed that,

despite favorable changes in antioxidant enzymes in fructose fed group observed in the present
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work, lipoperoxidation was markedly increased in the fructose group (TBARS and CL) while
glutathione redox balance was reduced, thus demonstrating an imbalance between pro-oxidant
and antioxidant forces. This would point to increased oxidative stress in rats undergoing
association of risk factors.

In conclusion, fructose overload induced impairment of cardiovascular autonomic
modulation associated with increased oxidative stress and inflammatory parameter in
hypertensive ovariectomized rats. These data reinforce the role of autonomic changes in immune
function modulation [4,26,27,31], by inducing the release of bioactive molecules which are
involved in the increased oxidative stress and development of cardiometabolic changes after
menopause.
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Figure caption

Figure 1. Negative Pearson correlation (r = -0.6, P = 0.05) obtained between adipose tissue and

cardiac levels of IL-10 for studied groups.
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TABLE 1. Metabolic evaluations in studied groups

H
Body weight (g) 197+2

Adipose Tissue (g) 1.91+0.16 2.96+0.45
Glucose (mg/dL) 83+5.0

Triglyceride (mg/dL) 132+4.0

KITT (%/min) 4.15+0.26 4.69+0.33

5.2520.397¥

16048.0+¥

Data are reported as mean+ SEM. $P<0.05 vs. H; ¥ P<0.05 vs HO. KITT: constant rate for blood

glucose disappearance.
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TABLE 2. Hemodynamic and autonomic evaluation in studied groups

H HO FHO
SAP (mmHg) 17445 1836 206+41¥
DAP (mmHg) 12147 144457 15342+
MAP (mmHg) 146+6 164457 17444+
HR (bpm) 352413 348+16 403+£12+¥
HRV
SD (ms) 6.62+0.61 8.63+1.00 5.43+0.96¥
VAR (ms?) 53.97+7.98  63.64+10.34 30.84 +6.81¥
LF (ms?) 3.18+0.55 3.94+0.97 0.90+0.12¥
HF (ms?) 5.97+1.41  9.2242.03  2.77+0.18
BPV

VAR (mmHg?) 31.08+2.66 51.94+6.94F  77.79+11.877¥

LF (mmHg?) 506091 507052  10.62+2.331¥

Data are reported as mean+ SEM. P<0.05 vs. H; ¥ P<0.05 vs. HO. SAP: systolic arterial pressure;
DAP: diastolic arterial pressure; MAP: mean arterial pressure; HR: heart rate; Heart rate (HRV) and
systolic blood pressure (BPV) variability computed from 0.20 to 3 Hz (total power). SD: standard
deviation; VAR: total variance; LF: low-frequency band (0.20-0.75 Hz); HF: high-frequency band

(HF: 0.75-3 Hz).

64



TABLE 3. Inflammatory markers in studied groups

H HO FHO
TNF a (pg/mg protein) 32.9+7.5 31.7+8.6 65.8+£9.9¥%+
IL-6 (pg/mg protein) 37927 368+26 401+35
IL-10 (pg/mg protein) 37.1+9.0 29.6+3.4 16.2+£2.5F

Data are reported as meant+ SEM. 1P<0.05 vs. H; ¥ P<0.05 vs. HO.
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TABLE 4. Oxidative stress evaluations in studied groups

HS HO FHO
TBARS 4.95+0.89 8.27+0.98+ 12.03£0.931¥
(umol/mg protein) : :
CL 6661+566 6514547 1504341333+¥
(cps/mg protein)
CAT 0.29+0.04 0.47+0.057 0.63£0.051¥
(nmol/mg protein) : :
SOD 11.47+0.37 11.17+£0.41
(USOD/mg protein) 13.05+0.86
GPx 54.78+£3.10 38.55+1.67F 63.3945 50Y
(nmol/min/mg protein) T
GSH/GSSG 11.07+0.7 13.00+1.4 8.9440 8¥

(nmol/min/mg protein)

Data are reported as mean+ SEM. $P<0.05 vs. H; ¥ P<0.05 vs. HO.
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Figure 1
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Artigo 2 - Publicado no International Journal Sports of Medicine - Qualis: Al (Educacéo Fisica)

STANDARDIZATION OF RESISTANCE EXERCISE TRAINING: EFFECTS IN

DIABETIC OVARIECTOMIZED RATS

Os objetivos deste artigo foram: 1) padronizar um teste de carga méxima em escada
adaptada para ratos, para a prescricdo do treinamento fisico resistido; 2) prescrever um
treinamento fisico resistido de intensidade moderada baseado no teste de carga méxima; e 3)
verificar os efeitos do treinamento fisico resistido em um modelo experimental de menopausa e

diabetes.

Vale ressaltar que apesar do presente estudo fazer uso de um modelo experimental de
sindrome metabdlica e menopausa, este artigo foi de extrema importancia para realizacdo do
presente estudo. Por meio deste estudo prévio foi possivel realizar a prescricdo do treinamento
fisico resistido, o qual foi realizado em associacdo ao treinamento fisico aerébio no grupo
hipertenso ooforectomizado tratado com frutose e submetido ao treinamento fisico combinado

(HOFTc).
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Abstract :

v : JEn %

This study was carried out with a 3-fold aim:
1) to standardize a maximal load test (MLT) on
ladders for prescription of resistance exercise
training (RET) in rats, 2) to prescribe moderate- -
intensity RET based on this MLT and 3)to test the
effect of this RET in diabetic ovariectomized rats.

Female Wistar rats were divided into control (C),

diabetic ovariectomized sedentary (DOS} and

trained (DOT) groupé. The MLT was standard-
ized with increased load applied to the rat til
for each climb, and blood lactate was measured
to identify lactate threshold in C rats. MLT was

applied in the 1% 4™ and 8™ week of the pro-

0 eks of RET. the arterial pressure

as directly recorded. DOS group reduced per-
ance in MLT, body weight, left ventricular,
plantar and soleus muscles mass (vs. C). DOT rats

. showed an improvement in MLT associated with

plantar muscle mass increased (vs. C and DOS),
with attenuation of hypotension and bradycar-
dia (vs. DOS). In conclusion, the results provide a
useful method for determining the maximal load
and applying RET in rats. Moreover, this study
showed that moderate intensity RET improves
hemodynamic status in diabetic ovariectomized
rats, j reinforcing the role of RET in diabe-

* tes management.

Introduction

v e

Over the last decades. the numerous beneficial
effects of aerobic exercise training have been
extensively investigated with respect to various
biological parameters. Accordingly, our. group

has focused on elucidating the gengle:—speci&c

effects of aerobic exercise training on cardiovas-

cular and autonomic control, as in healthy

females [39] or in ovariectomized rats [13,17].
Since the risk of diabetes mellitus (DM) increases
significantly  after menopause {37], and DM
increases the risk of cardiovascular disease in
pre- and postmenopatisal women [22,23,44], we
investigated the effect of aerobic exercise train-
ing in ovariectomized rats with streptozotocin-
induced diabetes [43] and in fructose-fed
ovariectomized rats [38], showing beneficial
effects on cardiovascular autonomic control
However, these effects were attributed to
dynamic aerobic exercise training on a treadmill.
It is indeed well-established that exercise train-
ing induces cardiovascular and metabolic
changes that are dependent on exercise type,
intensity and duration as well as on physiological
or pathophysiological conditions [5,7,8,33,41,

42,49]. Moreover. despite the many experimen-
tal and clinical findings reporting the benefits of
aerobic exercise training in the management of
cardio metabolic dysfunctions in some diseases
(e.g. DM, hypertension and metabolic syn-
drome), a growing number of clinical evidence
supports the importance of resistance exercise

_ training as-a part of lifestyle therapy for these
“conditions. In fact, several medical associations

recommend resistance exercise training (40-60%
maximal load) as a complement to aerobic train-

4 ing in the management of various diseases,
*including diabetes [33,40,47,48]. However, the

effect of this type of training in experimental
models of the diseases has been poorly studied,
since the standardized resistance training proto-
col was applied in high intensity, which is not
appropriate in the context of the management of
conditions associated with increased cardio met-
abolicrisk. Furthermore, the lack of a well-stand-
ardized maximal load test in rats impairs the
accuracy in resistance exercise training prescrip-
tion. Therefore, the objectives of the present
study were: 1) to standardize a maximal load test
on ladder for the accurate prescription of resist-
ance exercise training in rats; 2) to prescribe a

Sanches IC et al. Maximal Load Test & Resistance Training on Ladder for Rats.... int ] Sports Med

69



Fig. 1 lLadder
- adapted for rats used
- in this study.

o

l

il

T
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moderate-intensity resistance exercise training based on this
maximal load test; and 3) to test the effects ¢
exercise training on anthropometric, metabolic and cardiovas-
cular parameters in diabetic ovariectomized rats.
We believe that the standardizauon of the maximal load test on
the ladder will be a great advance in this prescription of resis

ance exercise training for experimental models, making thig
approach a useful tool for studying the mechanisms underlying

the benefits of resistance exercise training in many pathophysi
ological conditions. Given this, we hypothesized that prescrip-
tion of resistance exercise training based on 40-60% of
maximal load obtained in maximal load test may prom

eficial effects in diabetic ovariectomized rats.

Methods
v

Experiments were performed using 24 female old Wistar ral
(10 week old) obtained from the Animal Shelter of University of
Sao Paulo, Brazil. The rats received standard laboratory chow
(Nuvital, Colombo, Brazil) and water ad libitum. The animals
were housed in individual cages in a temperature-controlied
room (22°C) with a 12-h dark-light cycle. 3 experimental groups
were used in this study: control (C, n=8), diabetic ovariect-
omized sedentary (DOS, n=8) and trained (DOT, n=8). All rats
were treated similarly in terms of daily manipulation. All surgi-
cal procedures and protocols were in accordance with the Ethi-
cal Standards in Sport and Exercise Science Research [15] and
the International Animal Care and Use Committee, and were
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approved by University of Sao Paulo Ethical Committee (protocol
number 0984/08).

Ovariectomy

At 10-weeks old, animals were anesthetized (80 mg/kg ketamine
and 12 mg/kg xylazine), the oviduct was sectioned and the ovary
removed as described in detail elsewhere [13,17,43]. Data from
our laboratory have demonstrated that the estrogen concentra-
tion, measured by immunoassay, was 39+7pg/ml in healthy
female rats. However, in the present study estrogen concentra-
tion was non-detectable in all ovariectomized groups, confirm-
ing ovarian hormone deprivation [13].

Diabetes
Animals were made dlhhgnc by a single injection of STZ (50 mgf
kg IV; Sigma Chemical Co).dissolved in citrate buffer (pH 4.5)

Blood samples (50piL) were collected to measure glycemia 72h
after STZ injection and at the end of the protocol with a Gluco
test (Advamage Roche Laboratories) {2 38,43].

Maximal load ‘test
To mndafdxze :maxnnal load test, a ladder adapted for rats
was used (© Fig. 1). The ladder has 54 vertical steps with a dis-
tance of 0.5cm between each and a smal! rat cage at the top.

ith a cloth to promote a dark environment for

base of ﬂw rat tad Based on our momW1mm with aero-
i ﬁmﬂ the algmals were gradually

cfxmbmg“ for 5 conse;umle days before the

Cardiovascular m&summents

At the end of ;iw:&esxsmnce exercise training protocol, rats were
thgwed with ketamine (80mg/kg) and xylazine (12 mg/kg),
d a polyethylene-tipped Tygon cannula filled with heparinized
saline was implanted into the carotid artery for direct measure-
ments of AP. During experiments, rats received food and water
ad libitum; they remained conscious in their cages and were
allowed to move freely during the hemodynamic experiments.
The arterial cannula was connected to a transducer (Blood Pres-
sure XDCR, Kent© Scientific), and blood pressure signals were
recorded for a 30-min period using a microcomputer equipped
with an analog-to-digital converter (CODAS, 2Kz, DATAQ Instru-
ments). The recorded data were analyzed on a beat-to-beat basis
to quantify changes in mean arterial pressure {MAP) and heart
rate (HR) [2,13.17,39.43].
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Fig.2 Lactate concentrations after each dimb in maximal load test {LT:
lactate threshold).

Tissue weight

After cardiovascular measurements, the animals were killed by
decapitation, and the left ventricle, soleus and plantar musdes
were immediately removed and weighed.

Statistical analysis

Data are expressed as means +SEM. The Levene Test was used to
evaluate data homogeneity. One-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test were used to compare ‘,roups Sxer-
nificance level was established at p<0. 05

Results

v

Maximal Load Test ) < r.

In the first climb, the applied load was 75% of animal body
weight, ensuring uniformity in the overload test. After complet-
ing the first climb, a 2-min resting period preceded the next
climb. For this next climb, the load was increased by another
15% of body weight. This increment was repeated successively
until the animal could not complete the climb bearing the load.

For determination of maximal load. it was assumed that animals

should complete a maximum of 6 climbs to avoid fatigue due to
excessive number of climbs.

© Fig. 2 shows the blood lactate concentration during the maxi-
mal load test. The lactate concentration was almost constant in

the fourth initial loads (75% of the body weight, +15%, +30%, j
+45% of the body weight). However, it markedly increased in the

fifth load (+60% of the body weight), indicating a transition
from a predominantly aerobic metabolism to a predominantly
anaerobic metabolism, which is characteristic of lactate thresh-
old (LT, gray bar in © Fig. 2).

Given the body weight variations between animals or groups, the
normalized maximum load was calculated using the formula:

loadof thelast completeclimb
bodyweight

Normalized Maximali Load =( )x 100

The maximal load test was performed at the beginning (15
week), 4™ week and at the end (8% week) of protocol in all
groups, for load adjustment and assessing the effect of exercise
training. In the 1% week, the maximal load in control rats was
128+5.9% of the body weight. The maximal load progressively
increased in the 4% and 8™ week (181+3.7% and 203+11.4 of
the body weight, respectively) in C rats. Importantly, to maintain

rest 75% +15% +30% +45% +60% T NTSE

Discussidn §

the standard of 6 climbs for maximal load, load increment was
adjusted in the maximal load test performed on the 4™ and 8%
weeks of the protocol, with +25% and +40% of the body weight
increments between climbs, respectively.

Resistance exercise training prescription

The prescription of resistance exercise training was performed
using the normalized value of maximal load for each rat, and
was adjusted weekly, according to body weight of the animal.
The resistance exercise training protocol was performed over 8

.. weeks, 5 days a week, at moderate intensity (40-60% of the nor-
- malized maximal load), with 15 climbs per session and a 1-min

time interval between climbs.

After the intermediate test (4™ week), prescription was adjusted
according to the newvalues obtained in the maximal load test.
The pumber of chmhs*and the percentage of intensities for each
day f the training protoml are described in © Table 1.

Eﬁecfs of res;stance exerdse training in diabetic
ovariectomized rats

At the end of the protocol, the diabetic rats (DOS and DOT) pre-
sented reduced body weight when compared to the control
group (C). All STZ-injected rats presented severe hyperglycemia
compared to controls. Diabetic ovariectomized rats had higher
glycemia at the end of the protocol compared to their initial val-
ues (¢ Table 2).
in bsolute and normalized values was also
d npared to C rats (o Table 2, © Fig. 3),
accompanied by reduced left ventricular (14%), plantar (36%)
and soleus muscles (11%) mass (¢ Fig. 4).

j mse training (DOT) had an increase in
red to sedemnry groups (Cand DOS)in
the ng and at the end of resistance exercise
training protocol (@ Table 2; ¢ Fig. 3). Although there were no
significant changes in body weight, left ventricular and soleus
mass and glycemia, resistance exercise training increased

plantar muscle mass when compared to the other studied

groups (41%vs. Cand 77% vs. DOS} (¢ Fig. 4).

As can be seenin© Fig. 5, the DOS group presented lower MAP

and HR than the C group. The resistance exercise training
_applied to diabetic ovanectmmzed rats attenuated these
changes (© Fig. 5). 3

v 4
The effects of aerobic exercise training have been extensively
investigated in various physiological (aging, menopause) and
pathological conditions (diabetes, hypertension). In recent years,
however. the scientific community has turned its attention to
the effects of resistance exercise training, as this is an affordable,
easily accessible type of training, particularly for people attend-
ing gyms or a community-based health exercise program. Unlike
aerobic exercise training, the prescription of resistance exercise
training takes into account the modulation of several parame-
ters such as number of repetitions, the amount of sets, the load
intensity, and time interval between series [24]. The possible
combinations of these variables alter the acute and chronic
physiological effects of resistance exercise, and this fact makes it
more difficult to use this type of exercise for people at risk. How-
ever, international guidelines have suggested resistance exercise
training as an important non-pharmacological measure for
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40%
50%
60%
50%
40%
30%
0

30% 30% 30%
40% 40% 40%
30% 50% 50%
20% 40% 40%
Q0 30% 30%
20% 20%

0 0

30%
40%
30%
20%
0
* 1min time interval between climbs

Table 1 Prescription details of the resistance exercise training.
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. tio (V()zmx) ‘and the maximal mteus1ty of running in the
treadmill test, which we have been usulg to prescribe treadmill

Table 2 Body weight, glycemia and maximal load represented by percent-
age of body weight in control (C}, diabetic ovariectomized sedentary (DOS}
and trained {DOT) groups.

: bodywéiéht(gmu&) i

initial 21814 21825 22043

final 260+ 10f 215£6° 212£3°
glycemia (mg/dL} e il
initial 8912 412£26° 428£27°
final 10215 484£15%F 469+24°F
maximal load {% of body weight)

initial (1* week) 12816 125£4 133825000
intermediate (4% week) 181147 164254 19IETHTE
final (8% week) 203115 17911 288:8%#{f

Data are reported as mean+ SEM. *p<0.05 vs. C, #Pp<0.05 v5. DOS, {p<0.05 vs.
mruaualwmmesame group, § p<0.05 vs. intermediate values in the same group

preventing or atrenuating variots risk factors for cardiovascular
anid metabolic diseases [33,47,48]..

In this sense, basic research seeks 1o elucidate the mechanisms
underlying the effects of resistance training on cardiometabolic
risk factors, espéc:ally tuations where the study thereof
would be not feasible in humans for ethical or practical reasons. In
fact, the number of studies investigating the effects of this modal-
xty expe: nmegtal models has steaddy risen in recent years
I ‘26, 31, 32} However, rtmgnng prescri pmn usual!y has been not

't of the animal studied. This study thus aimed to
maxxmal t t load on Iadderto rats and, based on

ing exercise protocols [36]. me this in mind, we devel-
: maximal load test that follows‘he same principles of the
maxmml treadmill test. The maxugum load test begins with a
i ith a load of 75% of rat bo;ly weight, ensuring that the
ty exemse is the same for all animals. After a rest
& increase dmmnensxty of the test by adding a

:foad welght to the rat tail (#15% of the body weight). Impor-

 tantly, the test should not exceed 6 climbs, since an excessive
number of climbs may lead to animal fatigue.

In this respect, it is worth stressing that depending on age, weight,
pathology associated, or overall fitness of the animal, the load
increment should probably be adjusted to ensure that no more
than a 6-load increase is performed. In line with this, and to main-
tain the standard of 6 climbs for maximal load, the load increment
in our study was adjusted for the maximal load test performed at
the 4" and 8% weeks of the protocol in all experimental groups,
with increments between climbs of +25% and +40% of the body
weight, respectively. This adjustment was probably necessary due
to the growth of animals and, consequently, the gain of muscle
mass that resulted in a natural increase in muscle strength. Like-
wise, aging induces a reduction in strength [30], and a pilot study
(data not shown) undertaken by our group has demonstrated that
aged female rats were unable to performthe dimbs withthe +15%
of body weight increment (proposed in the initial maximum load
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Fig. 3 lload din a absolute and b | |
*p<0.05 vs. C, #p<0.05 vs. DOS, {p <0.05 vs. initial values in the

W@
&
=3

{% of contral)
2

{% of controf)

muscles in control (C), diabetic oy
. sedentary (DOS) and trained (DOT) groups.
*p<0.05 vs. C, #p<0.05 vs. DOS. .

{mmtg)

test in this study), making it necessary to limit this increment
to +10% of the body weight.

In the present study. we were able to demonstrate that the ani-
mals performing the standardized and applied maximal load
test achieved loads above the LT, demonstrating a reduced maxi-
mal load in diabetic sedentary ovariectomized rats and an
increase in this parameter after resistance training as previous
observed in clinical study in type 2 diabetic patients [16].

Resistance exercise training prescription was based on the
intensity between 40-60% obtained in the maximal load test.
Considering that the effects of resistance training are not as well
understoed as those of the aercbic training, and that the animals
used in this study had a number of diabetes-related complica-
tions, the intensity of exercise training was calculated according
to the intensity proposed by Williams et al. [48] for people with
cardiovascular risk factors (60% of maximal load).
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Many experiments were designed to assess the beneficial or det-
rimental impact of aerobic exercise in animals with certain pri-
mary disease conditions, such as hypertension, heart failure,
obesity. diabetes and neuromuscular disease [5,8.9,12,13,17,
25,32,38,41,43,50]. In this regard, the choice of the resistance
exercise training protocol on ladder in the present study was
based on animal welifare advantages, avoiding discomfort, dis-
tress and pain as approved by animal welfare committees/guide-
lines [15,25.50]. Specifically, this is a voluntary exercise
protocol, with no aversive (electrical) stimuli to maintain per-
formance, no restraint and no use of food or water as motivators,
Importantly, using water or food as motivators and imposing
restriction paradigms in association with exercise can exacer-
bate physiological impairments. For example, diabetic animals
may become dehydrated if water availability is restricted during
exercise [25]. Additionally, appropriate attention to adaptation
of the animal to the training situation was applied during the
adaptation, maximal test and training periods, to allow gradual
conditioning of the animal to devdop stamina and to facmtate
close observation of the animal during the exescise period.
Over an 8-week period, the animals performed 15 climbs per
day (5 days per week), with Imin rest between each climb. At
the end of fourth week of training, the maximal load test was
repeated so that adjustments in training intensity were per-
formed. At the end of the protocol, the maximal load test was
performed again to compare the performance between the
groups. The trained diabetic ovariectomized animals (DOT)
actually had a higher maximal load capaaty than the sedentary
(C and DOS). thus showing the effect of the resistance exercise
training protocol prescribed and confirming the effectiveness of
the utilization of the maximal load test for prescription. Addx«
tionally, the moderate-intensity resistance exercise traini
protocol used in the present study induced an attenuation
diabetic myopathy, as demonstrated by an MGGQSe inthe pla
muscle mass in trained STZ-rats (89% vs.. DOS and 41% vs. C).

This change may be muscle-fiber type specific, since this

improvement was only observed in plantar muscle {(predomi-

nance of type II fibers) and not in soleus muscle (predominance

of type | fibers) in our study [14].

It is important to emphasize that diabetes mellitus is one of the
most critical world health problems, since sufferers are particu-
larly prone to cardiovascular diseases [ 19,35.46). Cardiovascular

autonomic neuropathy is a frequent complication of diabetes
mellitus and it is associated with high morbidity and mortality

in symptomatic patients [ 10,20]. This o(mdltmn affects the aut
nomic modulation of the sinus node, thus reducing heart
variability [11].

Experimental diabetes induced by strepwzotocm (STZ) is char-
acterized by degenerative changes in autonomic neurons,

observed from 3 days [29] to several weeks after STZ administra-

tion in rats [6]. STZ destroys pancreatic § cells, resulting in dia-
betic syndrome in animals, hyperglycemia, hypoinsulinemia,
glycosuria and weight loss [3,8,21.45]. In the present study gly-
cemia remained unaltered after resistance training. probably
because our diabetes mode] is more closely linked to type I dia-
betes, in which no changes were observed after training in
experimental or clinical studies [8,34,43].

Moreaver, the STZ-diabetic rat showed hypotension and brady-
cardia [8.18]. The mechanisms underlying these alterations are
yet to be fully understood. Some investigators have associated
hypotension and bradycardia with reductions in intrinsic heart
rate, in vagal tonus and in cardiovascular reflex control {4,8,27,28].

Sanches IC et al. Maximal Load Test & Resistance Training on Ladder for Rats...

‘ ‘trammg in rats. We believe that these 2 tools can be used for dif-

In the present study, the diabetic ovariectomized rats showed
reduced body weight, hypotension and bradycardia. However,
the major finding of this investigation is that prescription of
moderate intensity resistance exercise training based on the
maximal load test improves diabetes-induced hemodynamic
dysfunction. The resistance exercise training attenuated the
changes in arterial pressure after ovarian hormone deprivation
in diabetic rats. In a previous study conducted by our group, the
hypotension presented by sedentary diabetic rats was not
abserved in aerobically trained diabetic animals (11 weeks of
training on a treadmill) [8]. This improvement could be related
to an increase in cardiac output in diabetic rats [8,9] due to
attenuation of bradycardia or cardiac dysfunction [8,43).

While reduced heart rate in sedentary diabetic rats has been
attributed to changes int the sinoatrial node [4,8,28,43], func-
tional changes in the cholmergic mechanism cannot be ruled out
asa causai factor. In the present study, we observed an increase
in resting heart rate intrained diabetic ovariectomized rats. Sim-
ilarly, in male STZ- uniuoed diabetes rats or in diabetic ovariect-
omized rats, aerobic exercise training also induced an increase
in resting bradycardia, and this effect most likely resulted from a
training-induced i increase in intrinsic heart rate [8,43].

Finally, itis lmponanttomember that most guidelines recom-
mend using resistance training to complement aerobic training
due to its recognized osteomuscular effects. In this sense, the
preeenr resistance exercise training protoco! described in this
paper can beapphed to elucidate the effects of resistance train-
ingin dlffenmt moddsof disease, allowing us to understand the
mechanism involved in its risk/benefits at moderate intensity, as
used mﬁw - present work and recommended by guidelines, or in
other ml;emnues of t‘rammg (based onthe standardxzed maximal

ﬂerent experimental approaches, enabling accurate prescription
of rwstanoe exercise training, h:elpmg to dlarify the adaptive
medlamsms of this type of training in experimental models.

¢ that resistance exercise training may delay
and attenuate the. ‘hemodynamic dysfunction observed in dia-
betic ovariectomized rats,gand should be considered in the pre-
vention and treatment of this disease.

However, a fuller undem ding of the mecl underlying
training-ind xmprovement,s in hemodynamic parameters

_(arterial pressure and heart rate) in streptozotocin-diabetic ova-
" riectomized rats requires further research.
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Artigo 3 - Em preparacdo para submissao para a revista Obesity - Qualis: Al (Educag&o Fisica)

Titulo: Treinamento fisico combinado melhora perfil inflamatdrio e de estresse oxidativo em

ratas ooforectomizadas com sindrome metabodlica: papel do sistema nervoso autbnomo.

O objetivo deste artigo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico combinado em ratas
ooforectomizadas hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose em parametros de funcéo
cardiovascular, de regulacdo autondmica cardiovascular, metabolicos, de capacidade fisica, de

estresse oxidativo, de metabolizacéo de 6xido nitrico e de inflamagéo.
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Resultados

Como pode ser observado na Tabela 1, o grupo que realizou o treinamento fisico
combinado apresentou maior capacidade funcional quando comparado ao grupo controle (C).
Além disso, os animais hipertensos (grupos FHO e FHOT) apresentaram maiores valores no teste
de carga maxima (TCM) em relacdo ao grupo controle (C), sendo que os animais treinados
(FHOT) foram capazes de atingir maior valor no TCM quando comparado ao grupo FHO. A
glicemia sanguinea foi maior nos animais ooforectomizados submetidos & sobrecarga de frutose
(grupos FHO e FHOT) em relacdo ao grupo controle. Os niveis de triglicérides sanguineos foram
maiores no grupo FHO em relacdo ao grupo C, porém o treinamento fisico foi eficaz em
normalizar tal parametro. A sensibilidade a insulina foi menor no grupo FHO e o treinamento
fisico foi capaz de aumentar este parametro.

O consumo cronico de frutose promoveu taquicardia de repouso no grupo sedentario
(FHO), no entanto, o grupo submetido ao treinamento fisico combinado apresentou bradicardia
de repouso. A pressdo arterial sistdlica (PAS), diat6lica e média foram maiores no grupo FHO
(206+4, 153+2 e 174+4 mmHg, respectivamente) em relacéo ao grupo C (128+2, 95+2 e 108+1
mmHg, respectivamente). Contudo, 0 grupo que realizou o treinamento fisico combinado
(FHOTCc) apresentou reducdo da PAS (188+5 mmHg), da PAD (134+4 mmHg), assim como da
PAM (158+4 mmHg) quando comparado ao grupo FHO. O grupo sedentario submetido a
sobrecarga de frutose (FHO) apresentou maior valor da banda de baixa frequéncia da presséo
arterial sistolica (BF-PAS), que é um representante da modulacéo simpatica vascular, em relagédo
ao grupo controle (C), e o treinamento fisico combinado foi capaz de normalizar este parametro
(Figura 1). Além disso, a variancia da pressao arterial sistdlica também se apresentou maior no

FHO (77,8+11,9 mmHg?) em relacdo ao grupo C (24,8+1,4 mmHg?). Porém, o treinamento
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fisico combinado também foi eficaz em normalizar esta variavel (FHOT: 30,3+3,8 mmHg?). A
sensibilidade barorreflexa estava reduzida nos animais hipertensos (grupos FHO e FHOT) em
relacdo ao grupo controle (C).

N&o foi observada diferenca significante entre os grupos para IL-6. Contudo, 0 grupo
FHO (65,8+9,9 pg/mg de proteina) apresentou maior valor de TNF-o em relagdo ao grupo C
(23,6£4,3 pg/mg de proteina) e o treinamento fisico combinado (33,1+4,9 pg/mg de proteina)
normalizou tal pardmetro. J& com relagdo a I1L-10, o grupo FHO (16,2+2,5 pg/mg de proteina)
apresentou menor valor quando comparado ao grupo C (32,5+4,0 pg/mg de proteina). O razédo
nitrito/nitrato, NOX, também apresentou-se reduzido no grupo FHO (0,32+0,20) em relagdo ao
grupo C (1,10+0,15). Né&o foi observada diferenca entre o grupo C e o grupo FHOT para 0 NOx
(Figura 2).

Com relagéo as medidas de estresse oxidativo, o grupo submetido ao consumo cronico de
frutose apresentou maior dano a membrana celular, evidenciado pela técnica de
quimiluminescéncia, em relacdo ao grupo controle (C). Por outro lado, o treinamento fisico
combinado foi eficaz em reverter tal prejuizo. Ambos grupos hipertensos apresentaram maior
dano a proteina medida pela técnica de carbonilas quando comparados ao grupo C. J&, em
relacdo as enzimas antioxidantes, o grupo FHO apresentou menor concentracdo da catalase
(CAT) quando comparado ao grupo C e o treinamento fisico foi capaz de aumentar estes valores.
A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi maior no grupo que realizou o treinamento fisico
combinado em relacdo a ambos grupos sedentarios. A atividade da glutationa peroxidase (GPx)
apresentou-se maior nos grupos hipertensos quando comparado ao grupo C. A GPx foi ainda
maior no grupo que realizou o treinamento fisico combinado em rela¢do ao grupo FHO (Tabela

2). Ja com relacdo a razdo GSH/GSSG, que representa o balaco redox da glutationa, o grupo
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treinado (FHOT: 11,94+1,1) apresentou maior valor quando comparado ao grupo FHO

(8,24+0,6) (Figura 2).
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TABELAS

TABELA 1. Capacidade fisica e avaliagdes metabolicas nos grupos estudados

C FHO FHOT
Teste Maximo Aerdbio (min) 18+1,5 19+1,0 22+0,37
Teste Maximo Resistido (g) 204+11 467+197 523+117¥
Tecido Adiposo (g) 5,2240,33  5,25+0,39 3,59+0,051¥
Glicemia (mg/dL) 75+1,2 9242 1+ 98+2,11¥
Triglicérides (mg/dL) 125+7,7 160+8,0t 13744, 7¥%
KITT (%/min) 4,42+0,29 3,410,287 4,69+0,34¥

Os dados sdo apresentados em médiaterro padrdo da média. C: grupo controle; FHO: grupo
ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose; FHOT: grupo ooforectomizado
hipertenso submetido ao consumo de frutose e ao treinamento fisico combinado. KITT:
constante de decaimento da glicose plasmatica durante o teste de tolerancia a insulina. tp<0,05
vs. C; ¥ p<0,05 vs. FHO.
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TABELA 2. Estresse oxidativo nos grupos estudados.

FHO FHOT

Quimiluminescéncia
26661358 15043+13337F 1184+357¥%
(cps/mg proteina)

Carbonilas
3,00+0,23 5,22+0,677 6,03+0,447
(nmol/mg proteina)

Catalase
0,84+0,04 0,63+0,057 0,78+0,05¥
(nmol/mg proteina)

Superoxido dismutase
16,21+1,1 13,05%0,86 26,82+1,967¥
(USOD/mg proteina)

Glutationa peroxidase
41,84+4,36 76,239,207  92,00+7,117¥
(nmol/min/mg proteina)

Os dados sdo apresentados em médiaterro padrdo da média. C: grupo controle; FHO: grupo
ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose; FHOT: grupo ooforectomizado
hipertenso submetido ao consumo de frutose e ao treinamento fisico combinado. 1 p<0,05 vs. C;
¥ p<0,05 vs. FHO
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Figura 1
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Figura 1. A) Pressdo Arterial Média; B) Frequéncia Cardiaca; C) Banda de Baixa Frequéncia da
Pressdao Arterial Sistolica; D) Variancia da Pressdo Arterial Sistolica nos grupos estudados. C:
grupo controle; FHO: grupo ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose;
FHOT: grupo ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose e ao treinamento

fisico combinado. 1 p<0,05 vs. C; ¥ p<0,05 vs. FHO.
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Figura 2
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Figura 2. A) Glutationa Reduzida/Glutationa Oxidada (GSH/GSSG); B) Interleucina-10 (IL-10);
C) Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a); D) Razdo NOx nos grupos estudados. C: grupo
controle; FHO: grupo ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose; FHOT:
grupo ooforectomizado hipertenso submetido ao consumo de frutose e ao treinamento fisico

combinado. { p<0,05 vs. C; ¥ p<0,05 vs. FHO.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os objetivos do presente estudo foram avaliar os efeitos do consumo crénico de frutose
em ratas hipertensas submetidas a privacdo do hormonios ovarianos; padronizar um teste da
carga maxima em escada adaptada para ratos e prescrever um treinamento fisico, de intensidade
moderada, baseado neste teste; e verificar os efeitos do treinamento fisico combinado (aer6bio +
resistido) neste modelo experimental.

Os resultados deste estudo demonstraram que a hipertensédo isolada promoveu reducéo do
peso corporal, aumento da PA e prejuizo na sensibilidade barorreflexa. Vale ressaltar que tais
achados ja vém sendo descrito na literatura e, de fato, este modelo experimental de hipertensdo é
considerado o melhor para estudar a hipertensdo primaria ou essencial observadas em humanos
(Amaral and Michelini, 2011). O aumento da PA neste modelo esta associado a hiperatividade
simpatica, prejuizo na sensibilidade barorreflexa (Silva et al., 1997; Gava et al., 1995) e
atividade do sistema renina angiotensina (Sartori-Valinotti et al., 2008).

De fato, os animais hipertensos apresentaram um prejuizo na sensibilidade dos
pressorreceptores. Vale lembrar que 0s pressorreceptores arteriais s80 mecanorreceptores
sensiveis as deformacdes da parede vascular responsaveis pelo controle da PA em curto prazo,
ou seja, momento a momento (Irigoyen et al., 2003). Além do controle reflexo da atividade
autondmica, os pressorreceptores também exercem controle ténico sobre a atividade simpatica
(inibicdo) e parassimpatica (estimulagdo). Assim, o comprometimento da funcdo dos
pressorreceptores pode atuar como elemento permissivo ao estabelecimento de alteracfes
primarias de outros mecanismos de controle da fungdo cardiovascular, por ndo modular a

atividade simpatica e parassimpatica adequadamente (Irigoyen et al., 1995).
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Somando a isso, a privacdo dos hormdnios ovarianos em ratas SHR, além de induzir um
aumento do peso corporal e da PA, promoveu prejuizo na sensibilidade barorreflexa, tanto para
respostas bradicéricas, quanto para as respostas taquicdrdicas e prejuizo da modulacéo
autonémica cardiovascular (evidenciado por aumento da VAR-PAS). Estudos prévios do nosso
grupo também demontraram que a privacdo dos hormonios ovarianos induziu aumento de peso e
da PA, além de prejuizo na sensibilidade barorreflexa em ratas Wistar saudaveis (lrigoyen et al.,
2005; Flues et al., 2010). Vale ressaltar que nas primeiras décadas de vida a mulher apresenta
uma maior cardioprotecdo quando comparado aos homens, evidenciada por uma maior
modulacdo vagal e menor modulagdo simpatica, no entanto, aproximadamente, entre a quinta e
sexta década de vida esta maior cardioprotecdo desaparece (Kuo et al. 1999), periodo este que
coincide com o advento da menopausa, demonstrando, assim, a importancia dos hormonios
ovarianos no controle cardiovascular.

Ja a somatdria de fatores de risco (hipertensdo + ooforectomia + sobregarga de frutose)
promoveu prejuizo adicional ndo somente na glicemia e na PA, como também nas concentragdes
sanguineas de triglicerideos, na sensibilidade a insulina, na FC, em parametros da variabilidade
da FC (RMSSD, BF-IP e AF-IP) e da PAS (VAR-PAS e BF-PAS). E importante lembrar que o
estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e da pressdo arterial sistélica (PAS), uma
forma de avaliar o controle autondmico, reflete a interacdo de diversos fatores que, em sua
maioria, envolvem uma influéncia do sistema nervoso autdbnomo sobre o aparelho cardiovascular
(Joaquim et al, 2005). Hoje se sabe que irregularidades nas variabilidades da FC e da PA
significam algum tipo de anormalidade, e que a diminui¢do da variabilidade da FC é um mau
prognostico (Ribeiro & Moraes, 2005). De fato, estudos experimentais e clinicos vém

demonstrando que a disautonomia (disfungdes no sistema nervoso autbnomo) esta presente em
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uma série de patologias, tais como a hipertensdo arterial, a insuficiéncia cardiaca, o diabetes
mellitus e outras alteragdes metabolicas (De Angelis et al., 2004b). Somando a isso, estudo
recente do nosso grupo, demonstrou que a somatéria de fatores de risco (hipertensdo +
ooforectomia + sobregarga de frutose) induziu prejuizos autondmicos e metabolicos (Sanches et
al. 2012), corroborando, assim, com os dados do presente estudo.

Além disso, a somatoria de fatores de risco promoveu aumento da lipoperoxodagédo de
membrana e da carbonila (dano a proteina), além de promover reducdo da catalase associada
com aumento da GPx, no entanto, vale lembrar que ambas enzimas competem pelo mesmo
substrato (perdxido de hidrogénio), o que torna esperado este resultado. Somando a isso,
associacdao de fatores de risco promoveu prejuizo do indice NOx, sugerindo diminui¢do da
producdo e consequentemente da biodisponibilidade de 6xido nitrico, o que pode estar associado
a maior lipoperoxidagdo de membrana.

Com relagdo aos marcadores inflamatdrios, a associacdo de fatores de risco levou a um
aumento do TNF-a e redugdo da IL-10. Corroborando com os dados do presente estudo, Renna
et al. (2013) evidenciaram que o consumo cronico de frutose em ratos machos SHR induziu
dano a membrana celular e aumentou o TNF-alfa.

No presente estudo, a padronizacdo do teste de carga maxima possibilitou a avaliacdo da
capacidade fisica (forca) dos animais, bem como serviu de base para a prescricdo e ajuste de
carga no treinamento combinado.

Neste aspecto vale destacar que o treinamento fisico vem ganhado um papel importante
na prevencao e/ou tratamentos destas disfuncdes. Contudo, vale lembrar que grande parte dos
estudos realizaram o treinamento fisico aerdbio, ficando a duvida de quais seriam os efeitos do

treinamento resistido isoladamente ou em complemento ao aerdbio frente a somatoria de fatores
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de risco. No entanto, diferentemente do treinamento aerdbio, a prescricdo do treinamento
resistido permite a modulacéo de varios parametros, como numero de repeti¢ces, quantidade de
séries, intensidade da carga, e tempo de intervalo entre uma série e outra (Kraemer et al., 2004).
As possiveis combinacfes dessas variaveis alteram os efeitos fisiologicos agudos e cronicos do
treinamento resistido, dificultando o uso desse tipo de exercicio para populacées de risco.

Entretanto, diretrizes internacionais tém sugerido cada vez mais o treinamento fisico
resistido em associacdo com o treinamento fisico aerd6bio, ou seja, o treinamento fisico
combinado como uma importante conduta ndo farmacoldgica na prevencao e/ou atenuagdo de
varios fatores de risco para doencas metabdlicas e cardiovasculares (Pollock et al., 2000;
Williams et al., 2007; Williams et al., 2011).

De fato, no presente estudo o treinamento fisico combinado aumentou a capacidade fisica
destes animais (evidenciada por maior tempo de corrida na esteira e maior carga suportada na
escada), promoveu reducdo da PA associada a reducdo da VAR-PAS e da BF-PAS
(representantes simpatico vascular), bradicardia de repouso, normalizacdo dos niveis de
triglicérides e melhora da sensibilidade a insulina. Tais beneficios promovidos pelo treinamento
fisico j& vem sendo demonstrados pelo nosso grupo apds treinamento fisico aerébio (Irigoyen et
al., 2005; Flues et al., 2010; Sanches et al., 2012).

Com relagdo aos marcadores inflamatorios, 0 TNF-a, que estava aumentado no grupo
HFO, apresentou-se reduzido nos animais submetidos ao treinamneto fisico combinado. Além
disso, o treinamento fisico combinado foi eficaz em aumentar os valores de IL-10, melhorando
assim, pelo menos em parte, o perfil inflamatorio, o que pode também estar associado a melhora
da sensibilidade a insulina nos animais treinados, pois a IL-10 exerce um papel fundamental no

metabolismo da glicose (Pedersen al., 2007 e 2001). Somando a isso, também foi observado uma
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melhora na metabolizacdo do déxido nitrico, sugerindo maior biodisponibilidade de NO, o que
pode ter contribuido para a reducéo da PA no grupo treinado.

Ja em relacdo ao perfil oxidativo, os animais submetidos ao treinamento fisico combinado
apresentaram reducéo da lipoperoxidagdo de membrana, aumento das enzimas antioxidante CAT
e SOD. Alem disso, o balanco redox da glutationa (GSH/GSSG) que estava reduzido no grupo
hipertenso ooforectomizado submetido a sobregarga de frutose, evidenciando maior estresse
oxidativo neste grupo, apresentou-se aumentado nos animais treinados, normalizando tal
parametro.

Em conjunto, os dados do presente estudo sugerem que a reducdo da modulacéo
simpatica pds treinamento fisico combinado pode ter influenciado positivamente pardmetros
hemodinamicos, de inflamagdo e estresse oxidativo em um modelo experimental de sindrome
metabdlica e menopausa. De fato, existem evidéncias que o0 sistema nervoso autonémo estaja
envolvido na génese das disfungdes cardiometabdlicas gerando alteracbes no perfil inflamatorio
e de estresse oxidativo (Thiyagarajan et al., 2012; Pavlov & Tracey 2012; Van Gall et al., 2006).

Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que a associagdo de fatores de
risco promoveu prejuizos adicionais em pardmetros metabolicos, cardiovasculares, autonémicos,
de estresse oxidativo, de inflamacdo e de metabolizacdo de 6xido nitrico, e que o treinamento
fisico combinado foi eficaz em atenuar e/ou normalizar tais disfuncfes. Esses dados sugerem que
o treinamento fisico combinado (aerdbio + resistido) pode ser utilizado como uma abordagem
ndo-farmacoldgica na prevencdo e/ou tratamento de fatores de riscos em mulheres pds-

menopausadas e hipertensas.
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Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® An002/2012

Titulo do Projeto: Efeitos do treinamento fisico aerébio, resistido ou combinado em|
modelos experimentais de disfun¢des cardiometabélicas

associadas  privagio dos horménios ovarianos

Orientador: Profa. Katia de Angelis

[ Aluno: : |

Objetivos: O objetivo geral do presente projeto serd avaliar e comparar os efeitos do treinamento
fisico dindmico aerdbio, resistido ou combinado em pardmetros cardiovasculares, de regulagdo
autondémica cardiovascular, metabolicos e de capacidade fisica, e sua relagdo com alteragdes em
pardmetros de estresse oxidativo, de metabolizagdo de 6xido nitrico e de inflamagdo, em ratas
ooforectomizadas normotensas diabéticas por estreptozotocina e em ratas ooforectomizadas
hipertensas submetidas a sobrecarga de frutose.

Método:

Animais (procedéncia, raga, linhagem, nimero de animais, peso, sexo):

Serdo utilizados ratos Wistar fémeas (200-250g) provenientes do biotério da Universidade Nove de
Julho (SP1, SP2, SP3), SHR fémeas (200-250g) proveniente do Biotério da Universidade Federal de
Sdo Paulo (SP3 e SP4). Os animais serfio divididos nos grupos experimentais conforme descrigdo
prévia realizada para cada subprojeto. Os grupos serdio constituidos de 8 animais cada. Embora dentre

os diferentes subprojetos apresentados algumas vezes 0s grupos controles possam ser superponiveis -

(mesmos animais) nossa proposta pretende correr animais controle em paralelo com os tratados (ou
grupo intervengdo) levando em conta fatores que possam influenciar nos resultados, como a estagéo
do ano, o pesquisador treinador, eic...

Condigées de alojamento e nutrigdo: Os animais serdo mantidos em ambiente com temperatura
controlada, entre 22 e 25°C, ciclo claro-escuro (12 horas) e com livre acesso a 4gua e alimentagfio no
Biotério da UNINOVE.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais:

As ratas dos grupos ooforectomizados serdo anestesiadas com cloridrato de cetamina (50mg/Kg
Ketalar a 10% ou 100mg/ml, Park-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/|Kg,Rompum a 2% ou
20mg/ml, Bayer).

Canulag¢io- Apés 18 semanas de protocolo, as ratas serdo anestesiadas com cloridrato de cetamina
(50mg/Kg Ketalar a 10% ou 100mg/ml, Park-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/|Kg,Rompum a 2%
ou 20mg/ml, Bayer) e colocadas em decubito dorsal para que se realize uma pequena incisdo na regifio
do pescogo para implantagdo de uma cdnula na artéria carétida em diregéo ao ventriculo esquerdo, para
registro direto da PA e na veia jugular para administragéo das drogas.

Procedimento Anestésico e/on Analgésico (incluir dose e vias de administragio):
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As ratas dos grupos ooforectomizados serdo anestesiadas com cloridrato de cetamina (50mg/Kg
Ketalar a 10% ou 100mg/ml, Park-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/|[Kg,Rompum a 2% ou
20mg/ml, Bayer).

Canulagiio- Ap6s 18 semanas de protocolo, as ratas serdo anestesiadas com cloridrato de cetamina
(50mg/Kg Ketalar a 10% ou 100mg/ml, Park-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/|[Kg,Rompum a 2%
ou 20mg/ml, Bayer) e colocadas em dectibito dorsal para que se realize uma pequena incisdo na regido
do pescogo para implantagdo de uma canula na artéria carétida em diregéo ao ventriculo esquerdo, para
registro direto da PA e na veia jugular para administrago das drogas.

Eutandsia:

Os animais de todos os grupos serdo sacrificados por decapitagfio ‘¢ os tecidos serfio pesados e
congelados avaliages de estresse oxidativo. Tal método de eutanésia se faz necessério em fungdo das
demais técnicas induzirem aumento de estresse oxidativo (por exemplo, pela agio de anestésicos), bem
como pela necessidade de coleta de grande volume de sangue para medidas bioquimicas.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:
O Projeto ¢ da expertise da pesquisadora e nfio foram encontradas questSes éticas conflitantes no
projeto. : ;
O presente projeto seré realizado no Laboratério de Fisiologia Translacional da Universidade Nove de
Julho que conta hoje com bancada,s,,mateﬁal cirtrgico, lupa cirtrgica, mictoscépios e equipamentos de
monitorizagdo de glicemia, LDL e HDL colesterol e lactato sangiiineo, esteira ergométrica para
treinamento fisico em animais de experimentagdo, biotério de manutengio de ratos, guilhotina,
computadores com softwares para analise de sinais biologicos (Windag, Matlab e Excel), centrifugas,
espectrofotometro, contador de cintilagio. Vale destacar que boa parte da infraestrutura e materiais de
consumo deste laboratério foram e sio adquiridos com Auxilio de Projeto Jovem Investigador da
FAPESP & Prof* Katia De Angelis (Processo 07/57595-5) e com o Edital Universal do CNPq
(479766/2011-8). As técnicas hemodinimicas, bem como de anélise de sinais, os métodos de dosagem
de parimetros de estresse oxidativo, nitritos e nitratos estio padronizados em nosso grupo de pesquisa.
Todos os procedimentos experimentais sdo de dominio de nosso grupo de pesquisa e temos
experiéncia comprovada pela publicagdo de artigos internacionais com o uso destas técnicas. Com
relagdo aos aspectos éticos e acurdcia dos pesquisadores informo que os alunos recebem formagdo ¢
treinamentos nos procedimentos realizados em nosso laboratério. Contamos ainda com uma técnica de
pesquisa com bolsa FAPESP que acompanha todos os procedimentos experimentais, os quais também
s#o supervisionados pela cocente responsével.
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Apresentado a este Comité para andlise ética, foi considerado:

(x) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

( ) Com pendéncia (relamonar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, e
iniciar a coleta de dados somente ap6s a aprovagéo do projeto por este Comité.

() Nao-Aprovado

Sdo Paulo, 14 de margo 2012

e (Lobaith A spe

Prof. Dra. Maria Antonietta Leitao Zajac
Pre51dente da Comissfo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Nove de Julho
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