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Epigrafe

SOL DE PRIMAVERA

Quando entrar setembro e a boa nova andar nos campos,

Quero ver brotar o perdao onde a gente plantou juntos outra vez,

J& sonhamos juntos, semeando as can¢des no vento,

Quero ver crescer nossa voz no que falta sonhar

Ja choramos muito, muitos se perderam no caminho,

Mesmo assim, ndo custa inventar uma nova can¢éo, que venha nos trazer
Sol de primavera abre as janelas do meu peito

A ligdo sabemos de cor,

SO nos resta aprender.

(Beto Guedes/ Ronaldo Bastos)
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RESUMO

Introdugdo:Os radicais livres (RL) podem atuar sobre a maioria dos
componentes celulares, levando-os a modificagbes de suas fungdes e
estruturas. Sua formacgao ocorre principalmente durante o processo aerébio de
producao de ATP, mais especificamente na cadeia mitocondrial de transporte
de elétrons. Para impedir a agao téxica dos RL sobre as células, individuos
saudaveis apresentam mecanismos de defesa antioxidantes. O desequilibrio
entre estes mecanismos de defesa e os RL, constitui o “estresse oxidativo”.
Sabe-se que o exercicio € uma conhecida forma de estresse, pois ha aumento
dos RL pelo aumento do consumo de oxigénio e a exposi¢cao crbnica a ele,
chamada treinamento fisico. A importancia da hidratacdo esta em considerar a
necessidade da mesma durante a realizacdo de exercicios fisicos e assim
entende-se adequado investigar o estresse oxidativo nas condi¢cdes descritas.
Objetivo: Quantificar o conteudo de perdxidos de membrana do miocardio de
ratos treinados submetidos ou ndo a restricdo hidrica. Metodologia: Foram
utilizados 72 ratos, divididos aleatoriamente em 6 grupos; GAS (n=12) - grupo
sedentario com agua ad libitum; GAE (n=12) - grupo treinado com agua ad
libitum; GRHS (n=12) - grupo sedentario com restri¢cao hidrica; GRHE (n=12) -
grupo treinado com restricao hidrica; GAEI (n=12) - grupo sedentario com
agua ad libitum e apenas uma sessao de treinamento — imediato; GRHEI
(n=12) - grupo sedentario com restricdo hidrica e apenas uma sessao de
treinamento-imediato. Os grupos GAS e GAE serviram como controle, sendo a
quantidade de agua consumida por eles a base para o célculo de 25% de

restricdo hidrica de GRHS e GRHE respectivamente. O programa de



XX

treinamento foi realizado em esteira rolante para animais de pequeno porte,
sessdes de treinamento realizadas trés vezes por semana, com duragao de 60
minutos, durante doze semanas. Para obtencdo das amostras, os animais
foram sacrificados por decapitacdo e os fragmentos do musculo cardiaco
congelados para as analises. Seis animais do GAS, GAE, GRHE e GRHS
foram sacrificados 1 hora apés a ultima sessao de treinamento e seis com 72
horas apdés a mesma. Os grupos GAE imediato e GRHE imediato tiveram seis
dos seus animais sacrificados 1 hora apds uma unica sessao de exercicios e
seis apos 72 da mesma sessao. A formacgao de lipoperoxidos de membrana foi
avaliada pelos métodos de Quimiluminescéncia (QL), analisada por two-way
ANOVA; Substancias Reativas ao Acido Tilbarbiturico (TBARS) e Capacidade
Antioxidante Total (TRAP), analisadas pelo teste t de student para dados nao
pareados, com valor de p<0,05 considerado significante. Resultados: As
andlises das curvas da QL demonstraram niveis de lipoperdxidos de
membranas aumentados para o grupo treinado e submetidos a restricao hidrica
em relacdo aos controles. Revelam também recuperacdo apds 72 horas. Os
dados do TRAP demonstraram significante consumo dos antioxidantes né&o
soluveis nos animais treinados submetidos a restricdo hidrica. Conclusdes: O
treinamento fisico de baixa intensidade associado a restricdo hidrica, praticado
em fase aguda ou cronica provoca aumento do estresse oxidativo, embora com
recuperacao.

Palavras chave: lipoperoxidagao, miocardio, treinamento, restricao hidrica.
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ABSTRACT

Introduction: The oxygen species (ROS) can act on most cellular components,
causing them to change their functions and structures. Its formation occurs
during the process of aerobic ATP production, specifically in the chain of
mitochondrial electron transport. To prevent the toxic action of RL on cells,
healthy individuals have antioxidant defense mechanisms. The imbalance
between these defense mechanisms and the RL, is the "oxidative stress". It is
known that exercise is a known form of stress, since there is an increase in RL
by increasing oxygen consumption and chronic exposure to it, called physical
training, is able to trigger adjustments in response to increased production of
ROS orthat is, chronic exercise results in the formation of oxidants and
oxidative stress, and perhaps as a consequence, induces antioxidant enzymes
and antioxidant synthesis to minimize the effects of oxidant. The importance of
hydration is to consider the need for it especially during physical exercises and
thus believes it is appropriate to investigate oxidative stress in those
circumstances. Objective: To quantify the peroxide content of myocardial
membranes of trained rats were not submitted to water restriction. Materials e
Methods: 72 rats were divided randomly into six groups; GAS (n = 12) -
sedentary group with water ad libitum; GAE (n = 12) - a group trained with water
ad libitum; GRHS (n = 12) - sedentary group with water restriction; GRHE (n =
12) - a group trained with water restriction; GAEI (n = 12) - the sedentary with
ad libitum water and only one training session - immediately; GRHEI (n = 12) -

sedentary group with restriction water and only one training session,
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immediately. GAS groups served as controls and GAE, and the amount of water
consumed by them the basis for the calculation of 25% water restriction GRHS
and GRHE respectively. The training program was performed on a treadmill for
small animals and the training sessions were held three times per week, lasting
60 minutes, for twelve weeks. To obtain these samples, the animals were
sacrificed by decapitation, taking place soon after the surgery. Six animals of
GAS, GAE, GRHE and GRHS were sacrificed one hour after the last training
session and six to 72 hours thereafter. The groups immediately GAE end GRHE
immediately had six of his animals sacrificed one hour after a single session is
72 years and six after the same session. The heart was removed and the
fragments of cardiac muscle were frozen for biochemical analysis.
Lipoperoxidos de  membrane formation methods  evaluated by
chemiluminescence (CL) stimulated by-butyl hydroperoxide have analyzed by
two-way ANOVA Acid Reactive Substances Tilbarbiturico (TBARS) and total
antioxidant capacity (TRAP), compared by student t test for unpaired samples,
with p value <0.05 was considered significant. Results: The analysis of the
curves in QL shown lipoperoxide membrane levels increased for the trained
group and subjected to water restriction in relation to controls. They also show
recovery after 72 hours. Data from the TRAP showed a significant consumption
of antioxidants is not soluble in trained animals submitted to water
restriction. Conclusion: The low-intensity physical training associated with fluid
restriction, practiced in the acute or chronic causes increased oxidative stress,

although with recovery.

Keywords: lipid peroxidation, myocardium, training, water restriction.



1 INTRODUCAO

A idéia de que radicais livres sdo produzidos em excesso durante o
exercicio fisico, e que estas substancias sdo responsaveis por alguns dos
efeitos deletérios do exercicio, tem sido amplamente discutida por muitos anos.
M

Signorini e Signorini ®, relatam que no esforgo fisico intenso, seja em
organismos treinados ou nao, a percentagem representativa da quantidade de
oxigénio (O2) que nao é reduzida pela citocromo-oxidase aumenta na mesma
propor¢do do aumento global de oxigénio, que é admitido por uma demanda
maior da célula. Pode-se esperar com isto, um aumento do estresse oxidativo
no organismo treinado implicado em aumento do consumo de antioxidantes
pela célula. O treinamento proporciona adaptagdes no organismo de acordo
com o tipo de estimulo aplicado, por esta condicdo, pode-se deduzir uma maior
resisténcia ao estresse provocado. Entretanto, no organismo treinado, existe
sempre a possibilidade de alguns tecidos e areas sofrerem déficit temporario
de O, com repercussodes histolégicas por agao dos radicais livres (RL).

Ha evidéncias que a producao de RL e subsequente peroxidacao lipidica
sao sequelas normais ocorridas pelo aumento do consumo de O,, que
acontece concomitante com o exercicio®, além de que outros fatores podem
influenciar a formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) durante o
exercicio e também esta claro que a intensidade e duracdo do exercicio
representam papel importante neste processo. @

Os riscos do estresse oxidativo com o exercicio parecem depender da



intensidade e do estado de treinamento do individuo, pois 0 exercicio exaustivo
realizado por individuos destreinados comporta uma maior probabilidade de
produzir lesdes oxidativas nos musculos ativos. ©

Em geral o treinamento pode causar respostas adaptativas nas enzimas
antioxidantes do musculo esquelético, mas pequeno efeito no sistema de
enzimas do miocardio e hepatico.

Na célula cardiaca o fenbmeno de redugdo incompleta do oxigénio
também acontece, fazendo-se de modo mais intenso devido a elevada
demanda de oxigénio no miocardio em solicitagbes fisicas intensas. Estudos
como o de (Douglas et al ®), relatam que os niveis de antioxidantes tendem a
diminuir com a idade, no entanto, parece que a pratica regular de exercicios
com intensidade leve a moderada contribuem para manter os fatores
antioxidantes a niveis constantes mesmo com o aumento da idade. Portanto,
sugere-se que quanto maior e mais prolongado for o esforgo maior sera a
demanda de antioxidantes no tecido do miocardio. O coragdo € um érgéao que
tem uma das menores proporcdes favoraveis para a producdo e remogao das
ERO.

O exercicio fisico pode induzir a um estado de desidratagdo se as taxas
de liquido perdido nao for rapidamente substituido. A desidratacédo de 2% da
massa corporal pode prejudicar as fungdes fisioldgicas e de desempenho do
exercicio "), aumentando a freqliéncia cardiaca e a temperatura central ao
longo do tempo, diminuindo o débito cardiaco, e alterando a fungéo do sistema
nervoso central @9 a fim de estabilizar as condigdes fisiolégicas e minimizar as

pressdes sobre os sistemas cardiovascular, neuromuscular e termorregulagao,



importante para repor os liquidos durante o exercicio, prolongando assim o
tempo de execucdo do mesmo!'%'".

Nesse contexto, entendeu-se como pertinente, elaborar um modelo
experimental, que se aproximasse da realidade dos praticantes de exercicios
fisicos de baixa intensidade com restricdo de agua e empreender investigagao
das possiveis repercussdes sobre o estresse oxidativo.

Os dados obtidos podem contribuir para as ciéncias da saude e do
esporte, para melhor entendimento de implicagdes clinicas importantes, tais
como danos a fungao cardiaca em decorréncia da pratica de exercicios fisicos

sem hidratagdao adequada, comum em paises de clima tropical como o Brasil.

1.1 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo quantificar o estresse oxidativo em

miocardio de ratos treinados submetidos ou ndo a restricdo hidrica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Radical livre (RL) é definido como molécula ou atomo com numero impar
de elétrons na sua ultima camada. Estas caracteristicas conferem a molécula
instabilidade e reatividade bioquimica. Os radicais livres adquirem a
estabilidade quimica interagindo com substancias nao-radicais, ao cederem um
elétron a uma molécula estavel, formando um radical reduzido, ou aceitando
um elétron a partir de uma molécula estavel, convertendo - a em radical
oxidado.(> ¥

Os diferentes RL existentes nos sistemas bioldgicos sdo nomeados de
acordo com o atomo base no qual encontram - se associados: carbono (C),
enxofre (S), o de azoto (N) e oxigénio (O). Dessa forma, se designam por
radicais de C, S, N ou O."®

Como consequéncia da vida aerdbia, o organismo gera continuamente
espécies reativas de oxigénio (EROS). Destas, as mais referidas sdo o radical
superéxido (0O2°), o radical hidroxil (OH®) e o peroxido de hidrogénio (H»0,),
radical hidroperoxil (HO2) e 6xido nitrico (NO), produzidos nos organismos por
meio da redugdo incompleta do oxigénio molecular e muitas vezes, sdo uteis
como nas situagdbes em que ha necessidade de ativacdo do sistema
imunolégico como ocorre, por exemplo, durante a fagocitose realizada pelos
neutréfilos, mondcitos e macréfagos que utilizam o peroxido de hidrogénio no

combate a microorganismos invasores ('*'7).



Apesar da principal funcdo mitocondrial, ser a producdo de energia
existem evidéncias que apontam as mitocondrias como fonte de ERO durante

as reacbes que antecedem a fosforilagdo oxidativa'®2?.

A formacido de
intermediarios da reducéao tetravalente do O,, assim como a fuga de elétrons
para o Oy, a partir da cadeia transportadora de elétrons (CTE), particularmente
dos complexos | e lll, sdo os mecanismos apontados como responsaveis pela
producdo de ERO na mitocdndria. ?®

Os RL podem atuar sobre a maioria dos componentes celulares, levando
a modificacado das funcdes e estruturas celulares. Componentes celulares que
sofrem acao dos radicais livres sao os acidos nucléicos que podem ser
modificados estruturalmente, como a molécula do acido desoxirribonucléico
(DNA), implicando em mutacgdes génicas. ¢4 2®

A membrana celular € muito susceptivel as agressdes provocadas pelas
ERO devido aos niveis aumentados de acidos graxos em seu meio e sua
importante funcdo de interacdo de proteinas e lipidios. Ao sofrer
lipoperoxidagao, a bicamada lipidica que compde a membrana celular, tem sua
estrutura e sua permeabilidade aos solutos alterados e, consequente reducao
da interacdo com as mais diversas moléculas que entram e saem da célula.
Este processo de lipoperoxidacdao tem sido relacionado a mecanismos
altamente lesivos as células, que podem desencadear processos inflamatorios,
envelhecimento precoce e até cancer. %629
A lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia que uma vez iniciada

propaga-se continuamente. Na fase de iniciagao os radicais livres e lipidios

reagem com os lipidios insaturados das membranas, retirando o hidrogénio



para formar radical peroxila. Na primeira fase da propagagao esse radical
peroxila retira um novo hidrogénio dos lipidios insaturados, formando
hidroperdxido de lipidio e novamente lipidio na segunda fase da propagacao.
Os peroxidos de lipidios formados podem ser clivados em aldeidos, como o
malondialdeido (MDA), capaz de aumentar significativamente a toxidade de
radicais livres, sendo considerado o “segundo mensageiro de toxidade”.®®3%

Essa sequéncia pode ser interrompida se o radical livre encontra-se com
outro radical, estabilizando-se, ou, na presenca de antioxidantes que
neutralizam a agao do radical livre. De outra forma, a lipoperoxidagao atingira a
fase de término quando os radicais lipidicos e peroxila formados anteriormente
29)-

se propagarem até a autodestruigéo(

As etapas desta reagao onde L representa o lipidio, desenvolvem-se da

seguinte maneira:

LH +R® = L® + H,0 inicio

L® + 0O, = LOO® propagacao
LH +LOO* = L® + LOOH propagacao
LOO® +L* = LOOL terminacéao
LOQO® + LOO® = LOOL + Oy término

Esta bem estabelecido que o estresse oxidativo desencadeia uma série
de alteracbes como a hipertrofia cardiaca, perda funcional de midcitos ao
aumento da apoptose e necrose e, fibrose intersticial desencadeando entdo a
disfungdo da bomba cardiaca.®® Nesta configuragdo, o aumento da
producao de ERO pode contribuir também para uma disfuncao contratil.

Para impedir a agado toxica dos radicais livres sobre as células,

individuos saudaveis apresentam mecanismos de defesa antioxidantes. O



desequilibrio entre estes mecanismos de defesa e os radicais livres, constitui o
“estresse oxidativo”. (25

Os mecanismos de defesa antioxidante atenuam as consequéncias do
estresse oxidativo, eliminando ou reduzindo a intensidade das reac¢des. Devido
a especificidade da formacido dos radicais livres nas células, as enzimas
antioxidantes s&do produzidas e liberadas no mesmo compartimento celular,
compondo assim a primeira linha de defesa contra a lesao oxidativa.!"

Existem basicamente dois grupos de antioxidantes biologicos, os
(19, 27, 34, 35)

enzimaticos ou enddégenos e 0s ndo enzimaticos ou exégenos.

Os enzimaticos ou enddégenos séo:

(1) Superdxido Dismutase (SOD)
A SOD representa uma série de enzimas multifuncionais de acgao

20 Entretanto,

antioxidante sendo encontrada na maioria de células animais.
sua atividade é tecido-especifica, de forma que no tecido cardiaco é cerca de
quatro vezes menor do que no tecido hepatico.

A SOD cataliza a dismutagao do radical superdxido em H,O, e H,O em
presenca do jon H+. "

Foram identificados trés tipos de superdxido dismutase: manganés
superéxido dismutase (MnSOD), presente na mitocodndria; cobre-zinco
superéxido dismutase (Cu-ZnSOD), presente no citosol e; ferro superéxido
dismutase (FeSOD) presente no citoplasma da Escherichia Coli. !9

A Cu-ZnSOD é uma enzima que protege varios 6rgaos dos danos

induzidos pelo O, em musculo esquelético. ®® Foi demonstrada uma relagao



entre a SOD e a atividade antiinflamatéria em que os leucdcitos
polimorfonucleares, células efetivas na resposta inflamatdria, liberam grandes

concentracdes de 02 e que a administragio de SOD inibia essa liberagao.®”

(2] Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px catalisa a reducéo do peréxido de hidrogénio para a agua. E
encontrada no citosol das células animais, inclusive no coragcdo e, a sua
atividade € dependente da concentragdo de glutationa reduzida (GSH),

utilizada como doadora de elétrons. (1% 22 29)

© Catalase (EC)

A catalase é uma metaloproteina que catalisa a formagcdo de agua e
oxigénio a partir do peroxido de hidrogénio, formado pela agdo da SOD. Nos
mamiferos, esta presente nos eritrocitos e em quase todos os tecidos, existindo
em maior quantidade no figado, rim e baco. ®8) Embora a catalase faca parte
de um dos mecanismos de defesa celulares contra os radicais livres, sua
atuacado é de pouca importancia no tecido cardiaco.®® 4%

Os antioxidantes ndo enzimaticos ou exdégenos sdo: - acido ascorbico

(vitamina C), tocoferol (vitamina E), retinol (vitamina A), betacaroteno, licopeno,

luteina, selénio e outros metais antioxidantes. 4%

2.2 Radicais Livres e Exercicio Fisico

Atualmente, existem claras evidéncias que suportam a importancia do



exercicio fisico regular na prevencao e/ou no controle de algumas doengas
cronicas. Esse conceito de que vida sedentaria nao beneficia a saude originou-
se a partir de estudos epidemioldgicos iniciados na década de 1950. Estes
estudos demonstraram correlacdo positiva entre a incidéncia de doencas
cardiovasculares com ao sedentarismo, comparando-se o nivel de atividade
fisica de funcionarios burocratas dos correios com os carteiros, que circulavam
diariamente pelas ruas. Semelhantemente, o mesmo foi feito com cobradores
dos 6nibus de Londres que subiam e desciam escadas diariamente, aos
motoristas. % 4%

Os efeitos benéficos do exercicio fisico podem ser observados na fungao
cardiaca, circulacéo periférica, funcdo pulmonar e na musculatura esquelética.
Individuos fisicamente ativos apresentam maior capacidade cardiorrespiratéria
em relacdo aos sedentarios e, portanto, reduzido risco as doencgas
cardiovasculares. #44®)

A importancia dos radicais livres tornou-se evidente a partir de estudos
em medicina desportiva que mostraram a presenca desses radicais em lesdes
inflamatdrias articulares e musculares, na sindrome overtraining e, mais

recentemente nas lesdes teciduais apos isquemia e reperfusio cardiaca. @' %2

36)

Inimeras adaptacdes bioquimicas estdo associadas ao exercicio fisico,
como por exemplo, a elevacido da capacidade oxidativa mitocondrial de
piruvato e acidos graxos. “9) A producdo aerdbia de ATP ou fosforilagdo
oxidativa, ocorre nas mitocdndrias, por meio da cadeia respiratoria. O ATP é

produzido através da fosforilagdo da adenosina difosfato (ADP) através da



10

energia liberada na transferéncia de hidrogénio, dos transportadores reduzidos,
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo
(FADH,) ao oxigénio. A transferéncia de életron na cadeia respiratéria pode
resultar na reducao parcial do oxigénio, formando RL. % %9

O fluxo sanguineo coronario aumenta em até quatro vezes e a captagao
de oxigénio do sangue pelo musculo cardiaco aumenta ainda mais durante o
exercicio fisico. ©*? Portanto, inevitavelmente, o0 aumento do consumo de O,
induzido pelo exercicio fisico apresenta-se como uma situacdo favoravel a
producao acrescida de ERO e, aparentemente, ao incremento do estresse
oxidativo a nivel celular, tecidual e organico.? 29

Uma vez que cerca de 2-5% do O, consumido pode resultar na
producdo de ERO, um incremento da taxa metabdlica oxidativa cardiaca
decorrente do exercicio fisico constitui-se como um fator predisponente para a
producao acrescida de ERO a nivel mitocondrial, com alteracbes no estado
redox celular e aumentos dos indicadores diretos e indiretos de lesdo oxidativa

®3) Contudo, esta situacao, repetida no tempo, podera constituir um

tecidual.
forte estimulo modelador dos diferentes sistemas antioxidantes cardiacos.* 5%

A relacdo entre o treinamento fisico e estresse oxidativo ainda é
controverso. Diversos estudos sugerem que o treinamento fisico com natagéo
ou esteira pode aumentar a capacidade de defesa antioxidante do musculo
cardiaco, diminuindo a peroxidagdo lipidica. ©®°% Adicionalmente, alguns

pequisadores demonstraram que o treinamento aumentou a resisténcia do

miocardio hipertrofiado de ratos a lipoperoxidagao apds isquemia e reperfusao.

(59-62)
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Por outro lado, outras pesquisas demonstraram que o treinamento fisico
induz elevagao da lipoperoxidagao, da atividade da SOD e diminuicdo da
atividade da GSH-Px no tecido cardiaco. E ainda, existem estudos que néo
detectaram alteragbes significativas na atividade da SOD, GSH-Px ou nas

taxas de lipoperoxidagéo do miocardio de ratos apos treinamento. ¢ %)

2.3 Radicais Livres: Estudos Clinicos e Experimentais

Varios estudos tém examinado a influéncia do treinamento fisico na
atividade das enzimas antioxidantes. ©” % Estudos recentes indicam que o
treinamento de resisténcia reduz as lesbes do miocardio resultantes do
episodio de Isquemia-Reperfusao (I-R). Adicionalmente, foi demonstrado que o
treinamento de resisténcia pode acentuar a atividade de certas enzimas
antioxidantes no coracdo. Dessa forma, a melhora da protecdo contra a leséo
cardiaca mediada por RL €& um mecanismo potencial para explicar a
“cardioprotecdo” induzida pelo exercicio fisico durante o episddio de I-R. 459

Um estudo realizado por Burneiko et al ©®

com ratos treinados por
natacdo durante 9 semanas, analisou o estresse oxidativo no tecido do
miocardio. Os resultados mostraram que o treinamento realizado tanto sem
sobrecarga, quanto com 2% de sobrecarga, elevou as concentragdes de acido
tiobarbiturico (TBA) e hidroperéxido (HP), no entanto reduziu as atividades da

SOD total e SOD CU-ZN, sem alterar as atividades da glutationa peroxidase

(GSH-PX).
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Somani et al ©”

, examinaram a resposta de enzimas antioxidantes
cardiacas em ratos destreinados e em ratos treinados durante 10 semanas por
meio de um programa de treinamento de resisténcia. Os autores observaram
que o exercicio agudo induziu aumento das atividades de Mn-SOD, catalase e
glutationa peroxidase apenas em ratos destreinados.

Posteriormente, Venditti & Di Meo ©®

, relataram que 10 semanas de
treinamento de natagdo resultou em melhora significante da capacidade
antioxidante in vitro de musculos esqueléticos e menor lipoperoxidacao apds o
exercicio exaustivo.

©®9)  demonstraram um

Adicionalmente, Frankiewicz-Jozko et al
significante aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
no tecido cardiaco de ratos destreinados apds 3 horas de exercicios exaustivo
na esteira. No entanto, estas alteragcdes ndo foram detectadas em animais
treinados por 4 semanas, sugerindo que treinamento fisico pode proteger o
tecido cardiaco da lesdo oxidativa de lipideos.

i 79 ratos submetidos a exercicios na

De acordo com Husain e Soman
esteira apos 6,5 semanas de treinamento, apresentaram aumento significativo
de enzimas antioxidantes (superéxido dismutase, glutationa peroxidase) no
musculo cardiaco.

Uma pesquisa realizada por Lew et al. ™"

mostrou que a auto-regulagao
da atividade enzimatica antioxidante cardiaca em resposta ao treinamento
fisico é intensidade-dependente. Neste estudo, a atividade da catalase, citrato

sintase e da glutationa peroxidase foi analisada no miocardio de ratos

submetidos a exercicio fisico em esteiras sob diferentes duragdes (30, 60 e 90
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min.) e diferentes intensidades (leve, moderada e alta). Nos diferentes grupos
estudados, com treinamento moderado e alto, o ventriculo direito teve aumento
da atividade da superdxido dismutase. No ventriculo esquerdo a superodxido
dismutase, aumentou no treinamento de curta duracéo e alta intensidade e no
de longa duragao com intensidade baixa e moderada.

As respostas adaptativas do organismo frente ao exercicio fisico em
relacdo a producdo de estresse oxidativo e aos mecanismos de defesa
antioxidantes parece ser tecido-especifico. Verificando o efeito de um programa
de treinamento por natacdo de 7 a 21 semanas sobre o comportamento da
atividade da catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase em ratos,

Kanter et al

, verificaram que apds 21 semanas, a atividade da catalase foi
auto-regulada no coragao, enquanto que as atividades das outras enzimas
foram aumentadas somente no plasma sanguineo e no figado.

Nakao et al

, investigaram o efeito do programa de treinamento por
natacdo durante 6 semanas nas trés isoenzima de SOD em ratos. Os
resultados obtidos sugerem que, com exceg¢ao do figado, as respostas de
outros tecidos (musculo esquelético, rim) sédo diferentes e o figado pode ser um
dos 6rgados mais sensitivos para adaptacdo para estresse oxidativo durante
treinamento fisico.

Neste contexto, a fisioterapia, ciéncia que tem por objetivo eliminar ou
minimizar as limitagdes fisicas e sociais impostas a uma pessoa portadora de
uma afecg¢ao aguda ou crénica e que utiliza o exercicio fisico como instrumento
de trabalho, assume papel fundamental na recuperacdo dos individuos com

disfuncdes do seu sistema cardiovascular. 4
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2.4 Exercicio Fisico, Hidratagcdo e Estresse Oxidativo

A importancia da hidratagdo esta ndo somente por garantir um bom
desempenho durante as atividades, encurtando o tempo de recuperacédo apos
as mesmas'’™®, mas, sobretudo ao considerar que o ser humano constitui-se,
em grande parte, de agua. O teor de agua do organismo humano depende da
idade, composicio corporal e do sexo, representando cerca de 60% da massa
corporal de um homem e 50% da massa de uma mulher. "¢ 7")

O balancgo hidrico e de eletrodlitos é fundamental para a funcdo de todos os

6rgaos e, de fato, para manter a saude em geral. A agua proporciona o meio de

reacdes bioquimicas no tecido celular e é essencial para a manutengcdo do volume

adequado de sangue e, portanto, da integridade do sistema cardiovascular. &7

Juntamente com o oxigénio, a agua é um dos elementos mais
importantes para a vida; ela € elemento estrutural de macromoléculas, serve
como solvente para substancias de menores moléculas atua como meio de
transporte e é utilizada em muitas reagdes enzimaticas. Além disso, somente
em solugdes aquosas € que as substancias podem entrar e sair das células e
reagir entre si no meio intracelular. A agua também lubrifica as articulagdes e é
importante para o sistema cardiovascular e para a termorregulagao. ©: 7¢:80:81

Além disso, a agua tem papel importante na homeostase celular durante
o exercicio fisico. Os eritrocitos que carreiam oxigénio e os nutrientes como a
glicose, os aminoacidos e os acidos graxos alcangam os musculos ativos
através do plasma sanguineo, o qual é constituido basicamente de agua; da

mesma forma que o didxido de carbono e outros produtos metabdlicos deixam

as células musculares através do plasma sangtineo. ")
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Uma desidratacao relativamente pequena, da ordem de um a dois por
cento do peso corporal é suficiente para alterar o desempenho em exercicios
de resisténcia®”; perdas de liquidos e minerais equivalentes a quatro por
cento, reduzem o desempenho da forgca do esportista. A partir de cinco por
cento, surgem alteracbes fisioldgicas graves (fadiga, céibras musculares).
Perdas de liquido de mais de dez por cento do peso corporal sao criticas para
a vida. (™70

Bergeron et al ®7) verificou que na desidratagao progressiva ocorre uma
diminui¢ao do volume circulatoério, conhecido como hipovolemia, uma vez que a
agua segue a mesma direcdo do fluxo gerado pelos ions sdédio e cloreto
perdidos através da transpiragdo, ou seja, do espago extracelular para o
ambiente externo.

A agua do corpo provém de duas fontes principais: da ingestdo de
liguidos ou da agua contida nos alimentos e da sintese que ocorre no
organismo em consequéncia da oxidagdo dos carboidratos, sendo a ingestéao
total de agua de aproximadamente 2300 ml/dia, considerando que dependendo
do clima, dos habitos individuais e do nivel de atividade fisica®”, este valor
pode ser alterado, sendo a sensacédo de sede o primeiro sinal relacionado ao
seu controle. ®?

Deve-se contrabalancear cuidadosamente a ingestdo de agua pelas
perdas diarias que ocorrem a partir do organismo. A evaporacgao de liquido do

trato respiratério e a difusdo da pele sédo, quando considerados juntos,

responsaveis por perda de cerca de 700 ml/dia em condicbes normais.
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Normalmente, apenas pequena quantidade de agua (100 mil/dia) é perdida nas
fezes.

O restante das perdas hidricas do corpo é precisamente controlado e
ocorre através da urina excretada pelos rins e do suor. O rim normal tem a
extraordinaria capacidade de variar as proporcoes relativas de solutos e de
agua na urina; quando existe dgua em excesso no corpo e a osmolaridade dos
liquidos corporais encontra-se reduzida, o rim é capaz de excretar urina com
baixa osmolaridade (diluida). Inversamente, quando ocorre déficit de agua e a
osmolaridade dos liquidos corporais encontra-se elevada, o rim é capaz de
excretar urina concentrada. %

Quando um organismo apresenta uma reduc¢ao do conteudo de fluidos
corporais caracteriza-se uma situacdo conhecida como hipoidratacado, sendo a
hiperidratagdo caracterizada por um volume de agua no corpo acima do
normal. O termo desidratacao define uma redugdo mais ou menos rapida da
agua corporal. @

O processo de déficit hidrico esta intimamente associado a pratica de
atividades fisicas, e nesse caso, a desidratacdo hipertbnica é observada. Quando da
perda hidrica pela sudorese, perde-se agua principalmente do espago extracelular e o
equilibrio osmético é afetado. Visando o seu restabelecimento, a agua desloca-se do
meio intra para o meio extracelular por meio do mecanismo de regulagdo osmotica.

Dessa forma, um processo de desidratacdo continuo durante o exercicio fisico

conferira uma progressiva reducao do contetdo hidrico em ambos os compartimentos.

(78, 83)

A hipoidratacdo induzida pela sudorese promovera redugdo do volume

plasmatico e aumento da pressao osmoética do plasma em proporcédo a quantidade de
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perda de fluido. O volume plasmatico diminui em razdo de o plasma fornecer o liquido
precursor do suor. Sendo o mesmo hipotdnico em relacdo ao plasma observa-se
também o aumento da pressdo osmotica. O sodio e o cloreto sdo os principais
responsaveis pela osmolalidade plasmatica elevada, auxiliando na mobilizagdo do

fluido do espaco intracelular para o extracelular como mecanismo de defesa em

pessoas hipoidratadas. 8480

A regulagao do balango hidrico € mantida pelo sistema vasopressina e
renina-angiotensina-aldosterona, um mecanismo hormonal que controla a
osmolaridade, o contetido de sédio e o volume do liquido extracelular. 2

Por uma série de ajustes compensatérios esta redugdo de volume
plasmatico produz efeitos marcantes na capacidade do coragdo de bombear
sangue e oxigénio aos orgaos que necessitam de um fluxo sanguineo mais
intenso durante a atividade fisica. Para manter o débito cardiaco e a pressao

arterial sob tais condicdes a freqiiéncia cardiaca deve aumentar ' 88 89

como
consequéncia ha diminuicdo da forca aerébica maxima e do desempenho real,
pois o limite de tolerancia a temperatura corporea interna é atingida mais
rapidamente causando hipertermia, e o tempo necessario para se chegar a
exaustdo é reduzido. E de se esperar que se o individuo estiver hidratado antes
de se exercitar, os efeitos nocivos da desidratagdo demorem mais para se
manifestar. 8 %)

Alteragcbes decorrentes do reduzido conteudo hidrico intracelular tais
como o estado de hidratacdo de macromoléculas e consequente mudancas
conformacionais, reducdo do transporte intracelular citoplasmatico, alteragdes

no pH e na concentragcéo de ions citoplasmaticos, e acumulo de ions organicos

e inorganico®” causam disfungdes no transiente de enzimas ou na cadeia de
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transporte de elétrons que culminam em produgao de RL.

A fim de estabilizar as condi¢des fisiolégicas e minimizar as pressoes
sobre os sistemas cardiovascular, neuromuscular e termorregulagdo é
importante repor os liquidos durante o exercicio, prolongando assim o tempo
de execugdodo mesmo.'% 1)

As relagcbes entre o desempenho durante o exercicio fisico, a
desidratacio e a reidratacdo tem sido demonstrado por muitos pesquisadores.
(92.93) No entanto, é escasso na literatura estudos que investigaram o efeito do
estado de hidratagcdo sobre o estresse oxidativo subsequente ao exercicio
fisico.

Recentemente, Paik et al ®» demonstraram aumento de marcadores de
estresse oxidativo no plasma sanguineo de individuos desidratados (3% de
desidratacdo) submetidos a corrida em esteira rolante até a exaustédo (a 80%
do VO,max). No entanto, este efeito péde ser minimizado pela reposigcéo

hidrica com agua ou bebidas hidroeletroliticas esportivas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

O estudo caracteriza-se como experimental, apresentando como variavel
dependente o comportamento do estresse oxidativo. Como variaveis
independentes serdo consideradas: restricdo hidrica, treinamento fisico e

momento de sacrificio.

3.2 Caracterizagdo da Amostra

O protocolo experimental foi aprovado pelo CEEA (Comité de Etica na
Experimentacdo Animal) da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto —
FAMERP no dia 12 de abril de 2005, protocolo F- 001-002394/2004. Para a
realizacdo do experimento foram utilizados 72 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, var. Albina, Rodentia, Mammalia), com idade de aproximadamente
70 dias, provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, e
mantidos no Biotério da FCT/UNESP — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia —
Campus de Presidente Prudente. Esses animais permaneceram no biotério até
completar 70 dias para serem utilizados. Foram alojados em gaiolas de
plastico, sendo seis gaiolas coletivas e trinta e seis gaiolas individuais para o
controle da restricdo hidrica, a temperatura de 22 + 3°C, com ciclos de 12

horas de luminosidade, sendo das 7:00 a 19:00 horas (periodo claro) e 19:00 a
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7:00 (periodo escuro).
O manejo e o transporte dos animais do biotério para a esteira, sempre

foi realizado por uma mesma pessoa a fim de evitar estresse dos ratos.

3.3 Formacéao dos Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, marcados e organizados

em seis grupos:

» GAS (n=12), Controle, os animais desse grupo foram alojados em
gaiolas plasticas coletivas (30 x 45 x 16 cm) com 4 animais cada (Figura 1).
N&o realizaram o programa de treinamento, foram alimentados com ragao
padrdo e agua de torneira fornecida ad libitum. Forneceram a média de

ingestao de agua para o calculo da restricdo hidrica dos animais do GRHS.

» GRHS (n=12), os animais desse grupo foram alojados em gaiolas
metalicas individuais. Ndo realizaram o programa de treinamento, sendo
alimentados com ragdo padrdo ad libitum e agua de torneira fornecida de
maneira controlada, com restricido de 25% a partir da média ingerida pelos
animais do GAS. Seis animais foram sacrificados 1 hora apds o programa de

treinamento e seis apds 72 horas.

» GAE (n=12), os animais desse grupo foram alojados em gaiolas
plasticas coletivas (60 x 50 x 20 cm) com 6 animais cada. Realizaram o
programa de treinamento, foram alimentados com ragcdo padrdao e agua de
torneira fornecida ad libitum. Forneceram a média de ingestao de agua para o

calculo da restricdo hidrica dos animais do GRHE. Seis animais foram
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sacrificados 1 hora ap6s o programa de treinamento e seis apos 72 horas.

» GRHE (n=12), os animais desse grupo foram alojados em gaiolas
metalicas individuais (30 x 20 x 20 cm) (Figura 2). Realizaram o programa de
treinamento, sendo alimentados com racdo padrdo ad libitum e agua de
torneira fornecida de maneira controlada, com restricdo de 25% a partir da
média ingerida pelos animais de GAE. Seis animais foram sacrificados 1 hora

apos o programa de treinamento e seis apos 72 horas.

» GAE imediato (n=12), os animais desse grupo foram alojados em
gaiolas plasticas coletivas (60 x 50 x 20 cm) com 6 animais cada. Foram
alimentados com ragdo padrdo, agua de torneira fornecida ad libitum e
realizaram apenas uma sessao de treinamento, com seis animais sacrificados

1 hora apds a mesma e seis apos 72 horas.

» GRHE imediato (n=12), os animais desse grupo foram alojados em
gaiolas metalicas individuais (30 x 20 x 20 cm) (Figura 2). Foram alimentados
com ragdo padrdo ad libitum e agua de torneira fornecida de maneira
controlada, com restricdo de 25% a partir da média ingerida pelos animais de
GAE. Os animais desse grupo realizaram apenas uma sessao de treinamento,

com seis animais sacrificados 1 hora apds a mesma e seis apos 72 horas.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

GRUPOS Condicdes Experimentais
6x12

Treinamento Restricdo Hidrica Sacrificio
GAS N Auséncia 1h/72h
GRHS N Presenca 1h/72h
GAE S Auséncia 1h/72h
GRHE S Presenca 1h/72h
GAE imediato N Auséncia 1h/72h
GRHE imediato N Presenca 1h/72h

S = Sim; N = Nao; Auséncia = sem restricdo hidrica; Presenga = com Restricdo Hidrica

Os animais dos grupos GAE foram treinados no periodo da manha e, os
dos grupos GRHE no periodo da tarde, sempre no mesmo horario as
segundas, quartas e sextas-feiras.

O calculo da restricao hidrica foi feito separadamente durante o periodo
para o grupo que nao realizou o programa de treinamento e para o que
realizou, porque se sabe que o consumo de agua durante o exercicio aumenta
drasticamente.

A correcao foi realizada a cada dois dias respeitando o que foi ingerido
nos dias de treinamento e o que foi ingerido nos dias de repouso, realizando a
restricdo hidrica de 25% de acordo com 0 que 0s animais ingeriam nesses
dias, a agua era proporcionada relacionando os grupos que nao realizaram o
treinamento e os grupos que realizaram o treinamento, ou seja, a quantidade
de agua ofertada ao GRHE era baseada na quantidade ingerida pelo GAE, e a
quantidade de agua ofertada ao GRHS era baseada na quantidade ingerida

pelo GAS.
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Para os fins de semana (sexta, sabado e domingo), o calculo foi
realizado utilizando um valor da quantidade ingerida no ultimo dia de
treinamento e dois da quantidade ingerida no ultimo dia de repouso, ou seja, foi

realizado baseando-se na quarta e quinta - feira anterior.

Figura 1 - Gaiola coletiva utilizada para alojar os animais que ingeriam agua ad

libitum.

Figura 2 - Gaiola individual utilizada para alojar os animais com restricao

hidrica.
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3.3.1 Percentual de Restri¢cdo Hidrica

Segundo Wilmore & Costill “”, em adultos a ingestdo diaria de agua
deve ser em torno de 33 mililitros (mL) de agua por quilograma (kg) de peso
corporal. Esse mesmo individuo tem um teor de agua que varia 57 a 65%
(média = 61%) do total da massa corporal. °

Uma desidratacio relativamente pequena, da ordem de um a dois por
cento do peso corporal é suficiente para alterar o desempenho em exercicios

(81),

de resisténcia entretanto alteragdes fisioldgicas graves (fadiga, caibras

musculares) surgem somente a partir de uma desidratagdo de cinco por cento
do peso corporal. ®

Um individuo de 100 Kg tem aproximadamente 61 Kg de sua massa
corporal corresponde ao teor de agua do organismo, e sua ingestao diaria de
agua deveria ficar em torno de 3,33 L. Supondo uma desidratagéo de 1,5% do
teor de agua da massa corporal desse individuo, haveria uma perda de 0,915
ml do teor de agua do organismo a qual corresponde a 27,27% da quantidade
ideal de agua ingerida.

Logo, em condigdes ideais uma restricdo de 25% da agua ingerida, néo
causa uma desidratagdo maior que 2% do peso corporal, 0 que nao acarreta
em graves alteracdes fisiologicas. ©°
Nao foram encontradas referéncias com o comportamento de animais na

situacdo de restricdo hidrica, assim os calculos foram baseados no

comportamento de humanos.
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3.4 Programa de Treinamento

O programa de treinamento foi realizado em esteira rolante para animais
de pequeno porte, no Laboratério de Fisiologia do Estresse da FCT/UNESP -
Campus de Presidente Prudente, durante doze semanas. A esteira foi
construida pelo SENAI de Presidente Prudente, baseada no modelo de

(Andrew et al ©®)),

A esteira € composta por um motor elétrico de 1480 rpm (rotagdes por
minuto) e 1/3 HP (Horse power), com redutor de velocidade, de lona com
suporte de madeira, dividida em oito pistas fechadas superiormente por vidro

para evitar a fuga dos animais (Figura 3).

Figura 3 - Esteira rolante utilizada durante a realizagdo do experimento.

A lona da esteira possui 3,0 metros de comprimento, onde os animais
andavam a uma velocidade de 9,75 metros por minuto, que totalizou uma
quantidade de metros a cada sessao de 60 minutos, que corresponde a um
exercicio de baixa intensidade. ©”

As sessdes de treinamento foram realizadas trés vezes por semana
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(segundas, quartas e sextas-feiras), durante doze semanas, sendo que a
primeira semana foi de adaptagdo ao ambiente de treinamento. Na semana de
adaptagcdo os animais foram submetidos a sessdes de treinamento com
duracéo de 15, 30 e 45 minutos e nas onze semanas subsequentes os animais
realizaram trés sessdes de treinamento de 60 minutos. A cada sesséo, seis
animais eram colocados simultaneamente nas raias da esteira (Figura 4).

Os animais foram pesados trés vezes por semana, antes da execugao

do treinamento e os pesos anotados individualmente em planilhas.

Figura 4 — Animais realizando a sessao de treinamento durante o experimento.

3.5 Obtencéo das Amostras

Para a coleta das amostras os animais foram sacrificados por
decapitagao, realizando-se logo em seguida o procedimento cirurgico. Os
animais dos grupos GAE e GRHE foram sacrificados em duas etapas: seis

uma hora apods a ultima sessdo de treinamento e, seis, 72 horas apds a
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mesma. Os animais do GAE imediato e GRHE imediato também foram
sacrificados em duas etapas: seis animais, uma hora apds uma unica sessao
de treinamento e, seis 72 horas apés a mesma. Os controles foram sacrificados
utilizando o mesmo protocolo, mesmo nao realizando o treinamento.

Para a retirada do coracao o torax do animal foi cuidadosamente aberto

preservando-se todas as estruturas como mostra a Figura 5.

Figura 5 - Incis&o longitudinal para retirada do coragéo.

Apos este procedimento o coragdo (Figura 6) foi imediatamente pesado
em balanga analitica eletrénica (Figura 7) marca Sauter e os dados anotados
em uma ficha para posterior analise estatistica. Em seguida, com uma seringa,
foi injetado soro fisiolégico para lavar o coracdo e remover o sangue das
cavidades para entdo separar fragmentos do musculo cardiaco (cerca de 1mg).
Os fragmentos separados para andlise do estresse oxidativo foram
armazenados em eppendorfs que foram imediatamente mergulhados em
nitrogénio liquido e foram devidamente congelados para posterior analise

bioquimica.
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Figura 6 — Coragao.

Figura 7 - Balanga de precisao utilizada para pesar os coragoes.

3.6 Analises Bioquimicas

A andlise bioquimica foi realizada no Laboratério de Radicais Livres do
Departamento de Patologia Geral da Universidade Estadual de Londrina —
UEL. O transporte do material do Laboratério de Presidente Prudente para
Londrina se deu por via terrestre, cuidadosamente armazenado em nitrogénio.
O periodo de armazenamento até o inicio da analise do material foi de trinta e

cinco dias.
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3.6.1. Obtenc&o de Homogenato e Sobrenadante do Miocéardio de rato

O tecido do miocardio foi pesado e transferido para uma solugao tampao
Fosfato de Potassio Monobasico (K;HPO4) 10 mM em Cloreto de Sédio (NaCl)
a 0,9%, pH 7.4, na proporgdo de 10 mL de solugdo para cada 100 mg de
tecido. Cada amostra foi entdo homogeneizada em homogeneizador tipo ultra-
turrax, sob banho de gelo. Os tecidos foram homogeneizados de forma
idéntica, em 5 ciclos de 30 segundos, com 1 minuto de intervalo. Utilizou-se
homogenato total para os ensaios de quantificacdo das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e medida da quimiluminescéncia (QL). O
sobrenadante de uma centrifugagéo a 11000 x g, por 15 minutos em centrifuga
refrigerada (Janetzky K24) foi usado para andlise da capacidade antioxidante

total (TRAP).

3.6.2 Quantificacdo das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARS)

O método do TBARS, modificado por Cecchini et al ®® foi utilizado para
a quantificacdo de lipoperoxidos de membrana como descrito no Quadro 2. A

amostra usada no método corresponde ao homogenato citado no item 3.6.1.
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Quadro 1. Ensaio para quantificagdo das substancias reativas de TBARS

utilizadas na quantificacdo de lipoperdxidos de membrana.

MISTURA BRANCO (mL) [TUBO 1 (MI) TUBO 2 (mL)
Amostra 1,0 1,0

KCI (1,15%) 1,0

H,O 0,2 0,2

FeCL3(1mM) 0,1

Ac. Asc (1mM) 0,1

TCA (2,8%) 1,0 1,0 1,0

TBA (1%) 1,0 1,0 1,0

Os tubos foram agitados e colocados em banho de agua a 95° C por 15
minutos. Em seguida, inseridos em banho de gelo e acrescentado 2,0 ml de n-
butanol, agitados vigorosamente por 40 segundos e submetidos a
centrifugagéo de 2.400g por 15 minutos. Em seguida, a leitura da fase organica
foi realizada a temperatura ambiente em espectrofotdbmetro (Varian 634 S) de

duplo feixe a 535 e 572 nm.

Os niveis de lipoperoxidacdo foram expressos em nanomoles de

dialdeido malénico/100mgl de tecido, de acordo com a férmula abaixo:

nanomoles / 100 mg de tecido = ABS x 1000 x 2

156
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ABS = absorvéncia
2 = fator de diluicao
156 = coeficiente de extingdo mmolar do TBA a 535 nm (E 535 = 156. mM™" cm ~

") (Buege e Aust ).

3.6.3 Medida da Quimiluminescéncia em Miocardio estimulada por

Hidroperoxido de Tert-Butil

Para medida da QL utilizou-se o método descrito por Gonzales-Flecha et
al. "9 Para tanto, usou-se 875 uL do homogenato descrito no item 2.6.1 , 105
uL de tampédo KH2PO4 10 mM, NaCl 0,9% pH 7,4, e adicionou-se 20uL de t-
butil hidroperoxido (concentragéo final de 6mM). A QL estimulada pelo tert-butil
foi aferida em lumindbmetro TD 20/20 (Turner Designs), com resposta de 300-
650 nm. Os resultados foram expressos em Unidades Relativas de Luz (URL)/g
de tecido. A velocidade inicial da reagao (Vy) foi calculada utilizando-se analise

de regressao linear das curvas médias.

3.6.4 Determinacao da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) por

Luminescéncia

A TRAP foi avaliada segundo as técnicas descritas por Niki et al °" e
Repetto et al '°?, conforme mostrada na Quadro 3 abaixo. Os reagentes foram
colocados em tubos especificos de 1 mL, acondicionados ao abrigo da luz. A
amostra utilizada foi o sobrenadante descrito no item 2.8.1. O ABAP (2-2

azobis-amidino-propano) corresponde ao sistema gerador de radicais livres. A
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QL estimulada apés a adigdo do ABAP reage com o luminol, sendo aferida por

30 minutos em luminémetro TD 20/20 (Turner Designs).

Quadro 2. Ensaio para Determinagao da capacidade antioxidante total (TRAP)

por luminescéncia de TRAP.

MISTURA 12 Leitura (mL) 22 Leitura (mL) 32 Leitura (mL)
Tampao Glicina

(0,1M) pH 8.0 0,9 0,83 0,83

Luminol (200uM) |0,05 0,05 0,05

ABAP (200uM) 0,05 0,05 0,05

Troléx (20uM) 0,07

Amostra 0,07

O sistema foi calibrado adicionando-se a reagdo um analogo da vitamina
E (trolox), para comparagdo com a mesma quantidade de amostra. O tempo de
reducao (min) da luminescéncia em niveis basais, desde a adicdo da amostra a
mistura de reacao até a recuperacdo dos niveis iniciais de luminescéncia, €
proporcional a concentracdo de antioxidantes presentes na amostra. Este
periodo € denominado tempo de indugédo (t ind). Apés o consumo dos
antioxidantes, os radicais do luminol sao regenerados e 0s niveis iniciais de
luminescéncia sido recuperados. A comparacgao entre o t ind apds a adicdo de
trolox e t ind apos adicdo de amostra, permitirdo obter valores de TRAP em M

de trolox de acordo com a equacao:
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TRAP (}JM trOIéX) =t amostra / t trolox

t amostra = tempo de indug¢ao promovido pela adigdo da amostra

t trolex = tempo de indugéo promovido pelo mesmo volume de 1uM de troldx

3.7 Procedimentos Estatisticos

Para analise do peso corporal, peso do coracdo, relagdo peso do
coragao/peso corporal foi aplicado analise de variancia (ANOVA).

As analises descritivas de todas as variaveis estudadas estdo
apresentadas como médias e erros-padrdao da média (SEM). Utilizou-se
programa de analise estatistica computadorizada (Origin 6.0), para analise dos
testes de TBARS e TRAP. A comparagado entre os grupos foi realizada por
meio do teste t de student para dados nao pareados, com valor de p < 0,05
considerado significante. Para analise de QL, utilizou-se o programa Graph Pad
Prism 4. A comparagao entre os grupos foi realizada pela analise de variancia
two-way ANOVA, com p< 0,05 considerado significante, utilizando-se o teste de
Comparacao Multipla de Newman-Keuls como post-hoc, quando necessario. A
analise de regressao linear foi utilizada para obter-se a velocidade inicial (Vo)
da curva de QL, unindo-se o ponto inicial e maximo de leitura da curva média

QL-tempo.



4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo foram analisados quanto as
generalidades observadas durante os experimentos, ao peso corporal dos
animais, ao peso do coracdo, a relacdo peso do coracdo/peso corporal e

analises bioquimicas.

4.1 Generalidades

Na semana de adaptacdo ao treinamento, dois dos animais nao se
adaptaram e foram substituidos por animais de mesma idade e peso

semelhante.

No decorrer das sessdes alguns animais se mostraram agressivos e
agitados, por vezes tentando fugir das raias nas quais eram colocados, com o
tempo os animais se adaptavam, diminuindo a agitacdo. Observamos por
algumas vezes que o0s animais prendiam a cauda junto a lona, sendo
necessaria intervencdo manual mediante o reposicionamento do animal para

correta execugao do protocolo.

Outro fato observado foi que certos animais se posicionaram
espontaneamente em sentido contrario aquele estabelecido, de forma a
executar o treinamento por alguns instantes em marcha ré, principalmente

quando houve intervencao para reposicionamento.

Alguns animais apresentaram feridas na cauda e um animal apresentou

feridas no rosto. Com excecgao destas circunstancias, o periodo de treinamento
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foi realizado sem intercorréncias.

4.2 Peso Corporal (PC)

Os valores médios * desvio padrao dos pesos corporais dos animais dos

diferentes grupos estudados no experimento se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 Valores médios do peso corporal dos animais dos grupos

estudados.

GRUPOS Peso Corporal inicial (g) Peso Corporal (g) na 12 Peso Corporal (g) na 122
(2 semanas antes do inicio do semana de treinamento semana de treinamento

treinamento)

GAS 291,20 £ 9,163 371,20 + 11,413 527,10 + 5,339

GRHS 290,75 + 21,346 311,42 £ 2,872 376,98 + 7,795

GAE 294,50 + 11,448 356,04 + 8,369 485,33+ 7,163

GRHE 287,06 + 19,645 312,10 £ 6,772 379,29 + 7,399

GAE imediato 297,50 + 17,521 342,41 + 18,647 410,91 + 21,060

GRHE imediato

294,33 + 19,772

335,83 + 19,063

372,66 + 22,247

Nota:GAS — animais sedentarios que ingeriram agua ad libitum (controle); GRHS — animais sedentarios
submetidos a restricdo hidrica; GAE — animais treinados que ingeriram agua ad libitum; GRHE — animais
treinados submetidos a restrigdo hidrica; GAE imediato — animais que realizaram apenas uma sessao de
treinamento que ingeriram agua ad libitum; GRHE imediato - animais que realizaram apenas uma sessao

de treinamento submetidos a restricdo hidrica. Estatisticamente significante para p<0,05.

As médias do peso corporal ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos duas semanas antes do inicio do
treinamento (p=0,67). Logo apos essa pesagem inicial, a restricdo hidrica foi
iniciada nos animais dos grupos GRHS, GRHE e GRHE imediato, e na primeira

semana de treinamento apresentaram diferenga significativa em relagdo aos
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grupos GAS, GAE e GAE imediato. Na primeira semana de treinamento ja
pdde ser observado diferenga entre o PC dos animais submetidos a restricao
hidrica comparado aos seus respectivos controles. O PC dos animais do grupo
GRHS apresentou redugao de 16,10% em relagdo ao PC dos animais do GAS,
os animais do grupo GRHE, de 12,37% do PC em relagdao ao PC dos animais
do GAE e os animais do grupo GRHE imediato, de 1,92% em relagdo aos
animais do GAE imediato.

A diferenca entre o peso corporal dos animais dos grupos aumentou
apo6s as 12 semanas de treinamento. Na décima segunda semana de
treinamento observamos as seguintes diferengas entre o PC dos animais
submetidos a restricdo hidrica comparado aos seus respectivos controles. O
PC dos animais do grupo GRHS apresentou redugao de 28,48% em relagdo ao
PC dos animais do GAS, os animais do grupo GRHE, de 21,85% do PC em
relacdo ao PC dos animais do GAE e os animais do grupo GRHE imediato, de
9,31% em relagado aos animais do GAE imediato.

Os grupos submetidos a restricdo hidrica apresentaram pesos corporais

menores em relagdo aos com agua ad libitum.

4.3 Peso do Coracdao (pc)

A Tabela 3 mostra os valores médios + desvio padrdo do peso

do coragao dos animais dos diferentes grupos utilizados no experimento.
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Tabela 3 Valores médios do peso dos coragdes (pc) dos animais dos grupos

estudados.
GRUPOS Peso do coragéo (pc) (g)
GAS 1,446 + 0,152
GRHS 1,129+ 0,111
GAE 1,469 + 0,122
GRHE 1,140 £ 0,061
GAE imediato 1,183 £ 0,079
GRHE imediato 1,053 + 0,048

Nota:GAS — animais sedentarios que ingeriram agua ad libitum (controle); GRHS — animais sedentarios
submetidos a restricdo hidrica; GAE — animais treinados que ingeriram agua ad libitum; GRHE — animais
treinados submetidos a restrigdo hidrica; GAE imediato — animais que realizaram apenas uma sessao de
treinamento que ingeriram agua ad libitum; GRHE imediato - animais que realizaram apenas uma sessao

de treinamento submetidos a restricdo hidrica. Estatisticamente significante para p<0,05.

O grupo que apresentou maiores valores de peso do coragao foi o GAE
€ 0 que apresentou menores valores de peso do coracgao foi 0 GRHE imediato.

Foram relacionados os valores médios do peso dos coragdes dos grupos
com restricao hidrica (GRHS, GRHE e GRHE imediato) e sem restricao hidrica
(GAS, GAE e GAE imediato), os quais nao demonstraram diferenca
estatisticamente significante (p=0,727 e p=0,669 respectivamente). O mesmo
foi feito com os grupos treinados (GAE e GRHE) e os grupos sedentarios (GAS
e GRHS), que apresentaram valores estatisticamente significantes com valor
de p<0,001.

Observamos as seguintes diferengas entre o pc dos animais submetidos
a restricdo hidrica comparado aos seus respectivos controles. O pc dos
animais do grupo GRHS apresentou reducgéo de 15,00% em relagdo ao pc dos

animais do GAS, os animais do grupo GRHE, de 22,39% do pc em relagédo ao
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dos animais do GAE e os animais do grupo GRHE imediato, de 10,98% em

relagdo aos animais do GAE imediato.

4.4 Relagéo Peso Coracgéo/Peso Corporal

O provavel grau de hipertrofia miocardica foi avaliado pela relagao entre
peso do coragéo (pc) e o peso do animal (PC). Na Tabela 4 podemos verificar

a relacao entre o peso do coracéo e o peso corporal.

Tabela 4 Valores médios da relagdo peso do coracido/peso do corpo dos

animais dos grupos estudados.

GRUPOS Relagéo peso do coragdo/peso corporal
GAS 0,0027 + 0,0002
GRHS 0,0029 + 0,0002
GAE 0,0030 + 0,0001
GRHE 0,0030 + 0,0002
GAE imediato 0,0028 + 0,0002
GRHE imediato 0,0028 + 0,0002

Nota:GAS - animais sedentarios que ingeriram agua ad libitum (controle); GRHS - animais
sedentarios submetidos a restricdo hidrica; GAE — animais treinados que ingeriram agua ad libitum;
GRHE - animais treinados submetidos a restrigdo hidrica; GAE imediato — animais que realizaram
apenas uma sessao de treinamento que ingeriram agua ad libitum; GRHE imediato - animais que
realizaram apenas uma sessdo de treinamento submetidos a restrigdo hidrica. Estatisticamente

significante para p<0,05.

A relacdo peso do coragdao / peso corporal ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estudados. Nota-se que aumento
do peso do coracao foi relativamente proporcional ao aumento do peso corporal,

e dessa forma a relagdo se manteve em valores bastante proximos.
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4.5 Analise da Lipoperoxidacao

O MDA, resultado da peroxidacdo lipidica foi analisado pelo teste de
TBARS e os valores encontrados sao dados em nanomoles de MDA por grama
de tecido. Os valores médios, mediana, desvio padrdo, valor minimo e valor

maximo encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 5 Valores do MDA dos grupos estudados

Média Mediana DP Valor Minimo Valor Maximo
GAS 0,597 0,600 0,057 0,521 0,672
GRHS 1h 0,663 0,670 0,048 0,592 0,722
GAE 1h 0,570 0,571 0,033 0,513 0,608
GRHE 1h 0,643 0,647 0,049 0,576 0,715
GRHS 72 h 0,607 0,622 0,069 0,506 0,685
GAE 72 h 0,560 0,577 0,050 0,495 0,613
GRHE 72 h 0,602 0,594 0,043 0,558 0,683

“Nota:GAS — animais sedentarios que ingeriram agua ad libitum (controle); GRHS1 — animais sedentarios
submetidos a restrigdo hidrica, sacrificados 1h apds término do programa de treinamento; GAE1 — animais
treinados que ingeriram agua ad libitum, sacrificados 1h apés término do programa de treinamento; GRHE1
— animais treinados submetidos a restricdo hidrica, sacrificados 1h apds término do programa de
treinamento; GRHS72 — animais sedentarios submetidos a restricao hidrica, sacrificados 72h apés término
do programa de treinamento; GAE72 — animais treinados que ingeriram agua ad libitum, sacrificados 72h
apos término do programa de treinamento; GRHE72 — animais treinados submetidos a restrigdo hidrica,

sacrificados 72h apds término do programa de treinamento. Estatisticamente significante para p<0,05.

Quando comparados entre si, 0s grupos que receberam agua ad libitum
(Tabela 5), ndo apresentaram diferengas significantes nos valores de MDA, com
p=0,427 (Figura 10). O GAS apresentou a maior concentragdo de MDA, seguido

pelo GAE 1h e GAE 72h.
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A figura 8 representa os valores da concentracado de dialdeido malénico
(MDA) estimulada por TBARS, em consequéncia da Lipoperoxidagdao em
musculo cardiaco de ratos sacrificados 1 hora e 72 horas apds o término do
programa de treinamento. Evidencia-se que os valores dos grupos de animais
sedentarios e expostos ao treinamento, tanto com agua ad libitum como com
restricdo hidrica, ndo revelam diferencgas significativas em relagédo ao controle.
O grupo GRHS1 obteve o maior valor médio de MDA e a diferenga entre os
valores encontrados comparados ao controle ficou bem préxima de alcancar a

significancia estatistica, com p=0,056.

. Teste de TBARs

nanomoles de MDA/g de tecido

Controle GAE1 GAE72 GRHE1 GRHE72 GRHS1 GRHS72

Grupos

Figura 8 Grafico representativo dos valores da concentracdo de dialdeido
maldnico (MDA) estimulada por substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico

(TBARS) em musculo cardiaco de ratos submetidos a sacrificio 1 hora e 72
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horas apds o programa de treinamento.Resultados expressos em nanomoles
de Dialdeido malénico (MDA) por grama de tecido, dos grupos GAS — animais
sedentarios que ingeriram agua ad libitum (controle) (n = 6); GAE1 — animais
treinados que ingeriram agua ad libitum e sacrificados 1 hora apés o término do
programa de treinamento (n = 6); GAE72 — animais treinados que ingeriram
agua ad libitum e sacrificados 72 horas apds o término do programa de
treinamento (n = 6); GRHE1 — animais treinados submetidos a restricdo hidrica
e sacrificados 1 hora apds o término do programa de treinamento (n = 6);
GRHE72 - animais treinados submetidos a restricdo hidrica e sacrificados 72
horas apds o término do programa de treinamento (n = 6); GRHS1 — animais
sedentarios submetidos a restricao hidrica e sacrificados 1 hora apds o término
do programa de treinamento (n = 6); GRHS72 - animais sedentarios
submetidos a restricdo hidrica e sacrificados 72 horas apdés o término do
programa de treinamento (n = 6). A comparagcdo dos resultados entre os
grupos e a descrigdo das diferencas estatisticamente significantes por teste t

de student para dados nao pareados.

4.6 Andlise da Quimiluminescéncia

A figura 9 mostra a curva de luminescéncia do miocardio dos animais
submetidos ao sacrificio 1 hora apds o término do programa de treinamento,
expressa em unidades relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em
razado do tempo. Evidencia-se que os animais treinados que receberam agua
ad libitum (GAE1) apresentam uma curva mais elevada, em relagéo ao controle

(GAS) (p<0,0001) e observa-se também que os animais treinados que
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receberam agua ad libitum (GAE1) também revela diferenca nos valores da
curva em relacdo aos animais sedentarios submetidos a restricao hidrica

(GRHS1) (p<0,0001).
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Figura 9 Curvas obtidas nas analises de Quimiluminescéncia estimulada por
hidroperdxido de tert-Butil (t--BOOH) em musculo cardiaco de ratos sacrificados
1 hora apds o término do treinamento, expressa em unidades relativas de luz
por grama de tecido (URL/g tecido), em razdo do tempo, dos grupos GAS —
sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6); GAE - treinados que
receberam agua ad libitum (n=6); GRHE — treinados com restrigao hidrica
(n=6); GRHS — sedentarios com restricdo hidrica (n=6). A comparagao dos
resultados entre os grupos e a descricdo das diferengas estatisticamente
significantes (p< 0,05),sdo0 expressas por setas coloridas. As curvas

representam 40 pontos extraidos da curva original, e comparados por two way
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Anova.

p < 0,0001 quando comparado ao GAS

5 p<0,0001quando comparado ao GRHS1

A figura 10 mostra a curva de luminescéncia do miocardio dos animais
submetidos a sacrificio 72 horas apds o término do programa de treinamento,
expressa em unidades relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em
razdo do tempo. Observa-se que o grupo GRHE72 - animais treinados
submetidos a restricdo hidrica revela diferenga nos valores da curva em
relacdo ao controle (GAS) (p<0,0001); grupo controle em relagdo ao GRHS72 —

animais sedentarios submetidos a restricao hidrica (p<0,0001).
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Figura 10 Curvas obtidas nas analises de Quimiluminescéncia estimulada por
hidroperdxido de tert-Butil (t--BOOH) em musculo cardiaco de ratos sacrificados
72 horas apos o término do treinamento, expressa em unidades relativas de luz
por grama de tecido (URL/g tecido),em razdo do tempo, dos grupos GAS —
sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6); GAE - treinados que
receberam agua ad libitum (n=6); GRHE - treinados com restricdo hidrica
(n=6); GRHS — sedentarios com restricdo hidrica (n=6). A comparag¢ao dos
resultados entre os grupos e a descricdo das diferengas estatisticamente
significantes (p< 0,05), esta expressa por seta preta. As curvas representam 40

pontos extraidos da curva original, e comparados por two way Anova.

—_— p < 0,0001 quando comparado aoc GRHE

A figura 11 mostra a curva de luminescéncia do miocardio dos animais
submetidos a sacrificio 1 hora apdés o término do programa de treinamento,
expressa em unidades relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em
razao do tempo (GAS, GAE1, GRHE1, GRHS1) comparando com a curva de
luminescéncia do miocardio dos animais submetidos a sacrificio 1 hora apds
uma unica sessao de treinamento (imediato), expressa em unidades relativas
de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em razdo do tempo (GAEI1 e
GRHEI1). Observa-se que os grupos GAEI1 e GRHEI1 revelam diferencas nos

valores da curva em relagao ao controle (GAS) (p<0,0001).
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Figura 11 Curvas obtidas nas analises de Quimiluminescéncia estimulada por
hidroperéxido de tert-Butil (t--BOOH) em musculo cardiaco de ratos sacrificados
1 hora apds o término do programa de treinamento, expressa em unidades
relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em razdo do tempo, dos
grupos GAS — animais sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6); GAE1
— animais treinados que receberam agua ad libitum (n=6); GRHE1 — animais
treinados submetidos a restrigdo hidrica (n=6); GRHS1 — animais sedentarios
submetidos a restricdo hidrica (n=6); GAEI1 — animais sacrificados 1 hora apos
uma unica sessao de treinamento (imediato) que receberam agua ad libitum
(n=6) GRHEI1 — animais sacrificados 1 hora ap6s uma unica sess&do de
treinamento (imediato) submetidos a restricdo hidrica (n=6). A comparagao
dos resultados entre os grupos e a descrigdo das diferengas estatisticamente

significantes (p< 0,05). As curvas representam 40 pontos extraidos da curva
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original, e comparados por two way Anova.

A figura 12 mostra a curva de luminescéncia do miocardio dos animais
submetidos a sacrificio 72 horas apds o término do programa de treinamento,
expressa em unidades relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em
razao do tempo (GAS,GAE72, GRHE72, GRHS72) comparando com a curva
de luminescéncia do miocardio dos animais submetidos a sacrificio 72 horas
apo6s uma unica sessao de treinamento (imediato), expressa em unidades
relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em razdo do tempo
(GAEI72 e GRHEI72). Observa-se que os grupos GAEI72 e GRHEI72 revelam
diferengas nos valores da curva em relagdo ao controle (GAS) (p<0,0001),

embora o GRHEI72 apresente boa recuperacéo.
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Figura 12 Curvas obtidas nas analises de Quimiluminescéncia estimulada por
hidroperéxido de tert-Butil (t--BOOH) em musculo cardiaco de ratos sacrificados

72 horas apoés o término do programa de treinamento, expressa em unidades
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relativas de luz por grama de tecido (URL/g tecido), em razdo do tempo, dos
grupos GAS - animais sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6);
GAE72 — animais treinados que receberam agua ad libitum (n=6); GRHE72 —
animais treinados submetidos a restricdo hidrica (n=6); GRHS72 — animais
sedentarios submetidos a restricdo hidrica (n=6); GAEI72 - animais
sacrificados 72 horas apés uma unica sessao de treinamento (imediato) que
receberam agua ad libitum (n=6) GRHEI72 — animais sacrificados 72 horas
apo6s uma unica sessao de treinamento (imediato) submetidos a restricdo
hidrica (n=6). A comparagao dos resultados entre os grupos e a descri¢ao das
diferencas estatisticamente significantes (p< 0,05). As curvas representam 40

pontos extraidos da curva original, e comparados por two way Anova.

4.7 Andlise da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

Tabela 6. Valores da média e erro padrao na analise da Capacidade
Antioxidante Total (TRAP), dos animais sacrificados 1 hora e 72 horas apds o

treinamento.

Grupos T.ind (min.) Rate (URL/min.) Pico (URL) TRAP (UM trolox)
GAEL1 (n=6) 551+1,1 0,341 £ 0,01 458,40 + 138,6 0,788 + 0,16
GRHEL1 (n=6) 7,12 +0,5 0,224 + 0,06 402,52 + 74,1 0,521 + 0,04
GRHS1 (n=6) 5,38+0,3 0,280 + 0,06 462,04 +£61,9 0,374 + 0,02
GAS (n=6) 4,97 +£0,3 0,454 + 0,1 735,46 + 138,6 0,457 + 0,03
GAE72 (n=6) 4,61+0,5 0,459 + 0,03 616,8 £ 26,1 0,362 + 0,04
GRHE72 (n=6) 6,18+ 0,4 0,328 + 0,03 475,56 + 38,1 0,430 + 0,03
GRHS72 (n=6) 6,97 £ 0,4 0,198 + 0,02 371,97 £ 15,0 0,998 + 0,06

Nota: O tempo de indugdo (T. ind) em minutos corresponde ao tempo (em minutos) que os antioxidantes
sollveis presentes na amostra, impedem o disparo da reagdo de luminescéncia dada pelo 2-2 Azobis
Amidinopropano. O Rate refere-se a velocidade inicial da reacédo, expressa em Unidade Relativa de Luz por
minuto (URD/min). O Pico de Emissdo da TRAP corresponde a emissdo maxima atingida apés consumo de

antioxidante.
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Os valores das variaveis relativas ao TRAP dos grupos de animais
sacrificados 1 hora apds o treinamento, como os sacrificados apds 72 horas,
s&o mostrados na Tabela 5.

Notou-se que para o tempo de inducdo, quando comparados ao GAS,
grupo com agua ad libitum e sedentario, GRHE1, grupo com restricao hidrica e
exercicio sacrificado 1h apés o treinamento, e GRHE72, grupo com restricao
hidrica e exercicio sacrificado 72h apds o treinamento, apresentaram maior
tempo de indugcdo ao azobis, ou seja, apresentaram maior quantidade de
antioxidantes soluveis disponivel para utilizagao. Isso aconteceu também com
GRHS1 e GRHS72 grupos de animais sedentarios submetidos a restricdo
hidrica pelo tempo correspondente ao treinamento.

Os grupos GAE1 animais com agua ad libitum e exercicio, sacrificados
1h apds o treinamento e GAE72 animais treinados com agua ad libitum
sacrificados 72h apds o programa de treinamento, apresentaram maior
consumo de antioxidantes soluveis, quando comparados com 0S grupos
GRHE1, animais treinados com restricdo hidrica, sacrificado 1h apds o
treinamento e GRHE72, animais treinados com restricao hidrica, sacrificados
72h apds o treinamento.

O grupo GRHE1, animais treinados com restricao hidrica, sacrificados
1h apods o treinamento, apresentou maior quantidade de antioxidantes soluveis
do que o grupo GRHS1, animais sedentarios com restricdo hidrica e
sacrificados 1h apds o treinamento.

O grupo GRHS72, animais sedentarios submetidos a restrigdo hidrica,

sacrificados 72 h apds o treinamento apresentou recuperacdo no tempo de
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indugdo, quando comparado ao GRHS1, animais sedentarios submetidos a
restricdo hidrica, sacrificados 1 h apds o programa de treinamento.

Na andlise do Rate, somente o grupo GRHS72, animais sedentarios
submetidos a restricdo hidrica e sacrificados 72h apdés o treinamento,
apresenta diminuicdo dos niveis de radicais presentes na amostra suficientes
para reduzir a velocidade de subida da reac&o, quando comparado ao grupo
controle (GAS).

O grupo GAE72, animais treinados com agua ad libitum, sacrificados
72h ap6s o treinamento, apresenta recuperacao dos niveis de emissdao quando
comparado ao grupo GAE1 animais treinados com agua ad libitum, sacrificados
1h apds o treinamento.

O grupo GAE72, animais treinados com agua ad libitum e sacrificados
72h apdés o treinamento apresentou aumento significativo de antioxidantes
soluveis, quando comparado aos grupos GRHE1, GRHS1, GRHE72, e
GRHS72, grupos submetidos a restrigao hidrica.

Os grupos GAE72, GRHE72, e GRHS72, com sacrificio 72 horas apés o
término do programa de treinamento, apresentaram diferencas entre si
somente quando comparados os animais que foram submetidos a restricdo
hidrica e treinamento, GRHE72, e restricdo hidrica somente, GRHS72.

Na anadlise do Pico de emisséao, as diferencas significativas encontradas
foram coerentes com as relacionadas no Rate.

Para analise da TRAP, animais sedentarios submetidos a restricao
hidrica (GRHS72), mostraram valores maiores em relagdo aos demais grupos,

considerando os sacrificados 72h como os sacrificados 1h apds o treinamento.
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A figura 13 revela os valores da Capacidade antioxidante Total (TRAP),
medida por QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 1 hora apdés o
término do programa de treinamento. Os resultados apontam para um consumo
da TRAP apenas no grupo GRHS1 - animais sedentarios submetidos a
restricdo hidrica, quando comparado ao grupo controle GAS - animais

sedentarios que receberam agua ad libitum , porém nao significante.

1,0 5

TRAP
(umol de trolox)

GAS GAE GRHE1 GRHS1
Grupos

Figura 13 Grafico representativo dos valores da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP) medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos
sacrificados 1 hora apds o término do treinamento, expressa em micromoles
(MM) de trolox, dos grupos GAS — sedentarios que receberam agua ad libitum
(n=6); GAE - treinados que receberam agua ad libitum (n=6); GRHE -

treinados com restricdo hidrica (n=6); GRHS - sedentarios com restrigao

hidrica (n=6).
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A Figura 14 revela os valores da Capacidade antioxidante Total (TRAP),
medida por QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 72 horas apds o
término do programa de treinamento. Os resultados apontam para um consumo
da TRAP apenas no grupo GAE72 — animais treinados que receberam agua ad
libitum, quando comparado ao grupo controle GAS — animais sedentarios que

receberam agua ad libitum , porém nao significante.

1,2

TRAP
(umol de trolox)

GAS GAET2 GRHET72 GRHS72
Grupos

Figura 14 Gréfico representativo dos valores da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP) medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos
sacrificados 72 horas apds o término do treinamento, expressa em micromoles
(MM) de troldx, dos grupos GAS — sedentarios que receberam agua ad libitum
(n=6); GAE - treinados que receberam agua ad libitum (n=6); GRHE -

treinados com restricdo hidrica (n=6); GRHS - sedentarios com restrigdo

hidrica (n=6).
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A Figura 15 revela os valores da Capacidade Antioxidante Total (TRAP),
medida por QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 1 hora apdés o
término do programa de treinamento (GAS, GAE1, GRHS1, GRHE1)
comparado aos valores da Capacidade Antioxidante Total (TRAP), medida por
QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 1 hora apés uma unica sessao
de treinamento (GAEI1 e GRHEI1). Os resultados apontam para um aumento
significante da TRAP nos grupos imediatos indicando aumento dos niveis de

antioxidantes.

a- p<0,05 em relagao ao GAS ad
51  b- p<0,05em relagao ao GAE1 [ ac
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Figura 15 Grafico representativo dos valores da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP) medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos
sacrificados 1 hora apdés uma unica sessdao de treinamento (imediato),
expressa em micromoles (UM) de trolox, dos grupos GAEi — treinados que
receberam agua ad libitum (n=6); GRHEi — treinados com restricdo hidrica

(n=6); comparados aos valores da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)
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medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos sacrificados 1
hora apds treinamento, expressa em micromoles (uM) de troldéx, dos grupos
GAS - sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6); GAE — treinados que
receberam agua ad libitum (n=6); GRHE - treinados com restricdo hidrica

(n=6); grupos GRHS — sedentarios com restrigdo hidrica (n=6).

A Figura 16 mostra os valores da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP), medida por QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 72 horas
apoés o término do programa de treinamento (GAS, GAE72, GRHS72,
GRHE72) comparado aos valores da Capacidade Antioxidante Total (TRAP),
medida por QL em musculo cardiaco de ratos sacrificados 72 horas apds uma
unica sessao de treinamento (GAEI72 e GRHEI72). Os resultados apontam
para um aumento significante da TRAP nos grupos imediatos indicando a

manutencido do aumento dos niveis de antioxidantes, mesmo apds 72 horas.

a- p<0,05 em relagao ao GAS

b- p<0,05 em relagao ao GRHS72 ad
C- p<0,05 em relagao ao GAE72

d- p<0,05 em relagao ao GRHE72

umol de trolox

GAS GAE72 GRHE72  GRHS72 GAEI72 GRHEI72

Grupos



Figura 16 Grafico representativo dos valores da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP) medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos
sacrificados 72 horas ap6s uma unica sessao de treinamento (imediato),
expressa em micromoles (uM) de trol6x, dos grupos GAE - treinados que
receberam agua ad libitum (n=6); GRHE - treinados com restricdo hidrica
(n=6); comparados aos valores da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)
medida por Quimiluminescéncia em musculo cardiaco de ratos sacrificados 72
horas apds programa de treinamento, expressa em micromoles (uM) de trolox,
dos grupos GAS - sedentarios que receberam agua ad libitum (n=6); GAE —
treinados que receberam agua ad libitum (n=6); GRHE - treinados com

restricdo hidrica (n=6); grupos GRHS — sedentarios com restricao hidrica (n=6).
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5 DISCUSSAO

A associagdo entre a pratica regular de exercicios fisicos e melhor
padrdo de saude tem sido frequentemente relatada ('®®. Alguns estudos
epidemioldgicos iniciados na década de 50 introduziram o conceito de que vida

(35)

sedentaria ndo beneficiava a saulde A atividade fisica tem sido

recomendada como medida de interacdo terapéutica benéfica com papel
. o ' ' ' ™ ~ (104-108)
significativo em medicina preventiva e reabilitagéo.

Existem evidéncias mostrando que o treinamento fisico aerébio em
seres humanos ou animais de laboratério promove otimizacdo da funcéao

o (9. 95.109112) " Entretanto, é importante ressaltar

desempenhada pelo miocardi
que o exercicio na dependéncia da duracdo e intensidade pode induzir a
formacao de radicais livres.

Varios estudos sugerem que alteragdes estruturais e funcionais do
musculo cardiaco podem ser associadas ao estresse oxidativo. (1% 98 113119

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a lipoperoxidagéao,
por meio da quantificacdo do MDA, da quimiluminescéncia e da capacidade
antioxidante total (TRAP) no musculo cardiaco de ratos treinados em esteira
rolante com e sem restricdo hidrica.

O treinamento em esteira rolante foi utilizado devido ao fato da corrida
envolver um componente muscular polimétrico (excéntrico) e as respostas
aerdbias serem menos variaveis que em outros protocolos de treinamento. (116)

Além disso, optou-se por utilizar um protocolo de exercicio aerébio de baixa

intensidade, mimetizando dessa forma, as sessbes de exercicio fisico
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realizadas por pacientes cardiopatas na fase |ll da Reabilitagdo Cardiovascular.

Manchado et al ®” demonstraram que a maxima fase estavel de lactato
(MFEL) para ratos em esteira rolante esta préximo de 4 mM e ocorre numa
intensidade de 20 m/min, com base nesse estudo, podemos dizer entdo que os
animais treinaram a aproximadamente 50% da MFEL, confirmando portanto
que esse exercicio é de baixa intensidade.

Na primeira semana de treinamento, na qual foi realizada a adaptacao
ao mesmo, pequenas diferengas entre os pesos corporais ja comegaram a ser
visualizadas, principalmente entre os grupos GAS, GAE e GAEI todos ingerindo
agua ad libitum, em relagao aos grupos com restricdo hidrica (GRHS, GRHE e
GRHEI). Estas diferencas se acentuaram no final das 12 semanas de
treinamento.

Foi observada, portanto, diferenga estatisticamente significante no peso
corpéreo dos animais submetidos a restricdo hidrica, 28,48% do GHRS em
relacdo ao GAS, 21,85% do GRHE em relagdo ao GAE e 9,31% do GRHEI em
relagdo ao GAEI, com p<0,05.

Segundo Katch & McArdle, %) a composigao corporal de agua varia de
46 a 65% e a perda ou falta de ingestdo de agua leva a diminuicdo do peso
corporal, principalmente em situagdes de exercicio, o que justifica os achados
deste trabalho.

O peso do coragédo apresentou diferenga estatisticamente significante
quando comparamos o0s grupos treinados (GAE e GRHE) e os grupos
sedentarios (GAS e GRHS), com valor de p<0,001.

Além disso, a relagao peso do coracao / peso corporal foi analisada para
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verificar possivel grau de hipertrofia, mas ndo houve diferenga desses valores
entre os grupos, no entanto, observa-se que ha relagao positiva com o peso
corpéreo, ou seja, o peso do coragdo apresentou-se proporcional ao peso
corporeo.

A restricao hidrica pode ter proporcionado uma redugao no teor de agua
da massa corporal e o coragao se adaptado a esta condicdo. Além disso, no
decorrer de 12 semanas os cardiomiocitos podem ter sofrido um estresse
hidrico que pode ter resultado no menor peso encontrado nos grupos GRHS e
GRHE.

Para avaliar o estresse oxidativo proporcionado pelos fatores
treinamento fisico aerdbio de baixa intensidade e/ou restricdo hidrica,
primeiramente foi avaliada a peroxidacao lipidica do coragao pelo teste de
acido tiobarbiturico (TBARS), também denominado MDA.

A quantificagdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
€ método bastante utilizado para avaliar a peroxidacao lipidica, em diferentes

117

tecidos ou amostras bioldgicas como, por exemplo, tecidos humanos M7 ou de

(66, 118, 119

animais ) sob diferentes condicbes metabdlicas tais como em resposta

ao treinamento fisico. %% 2! A quantificagdo de TBARS pode ser expressa por

(29, 122-125) (126-128

peso de tecido ou por mg de proteina. ) No presente estudo
optou-se por corrigir TBARS por grama de tecido, desde que todas as amostras
de musculo cardiaco apresentassem peso de 1 grama.

As analises de MDA mostraram que entre os grupos que foram
submetidos a restricdo hidrica, o GRHS apresentou maior concentracdo de

MDA, seguido pelo GRHE 1h e GRHE 72hs. O mesmo padrao de resposta
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para concentracdo de MDA foi observado nos grupos controles (GAS, GAE 1h
e GAE 72hs), sendo que nestes, as concentragdes de MDA foram menores em
comparagao aos grupos GRHS, GRHE 1h e GRHE 72hs.

As comparagbes entre os grupos os grupos que foram submetidos a
restricdo hidrica e os seus respectivos controles (grupos que receberem agua
ad libitum), portanto grupos sedentéarios (GAS x GRHS), grupos sacrificados 1h
apos a ultima sessao de exercicio (GAE 1h x GRHE 1h) e grupos sacrificados
72hs apo6s a ultima sessao de exercicio (GAE 72hs x GRHE 72hs), néo
apresentam diferenga estatisticamente significante. No entanto, essa analise
nos mostra que os animais submetidos a restricdo hidrica apresentaram
maiores valores de MDA em relagdo aos grupos que receberam agua ad
libitum e, os grupos sacrificados 1h apds a ultima sessao de exercicio também
apresentaram maiores valores de MDA quando comparado aos animais
sacrificados 72hs apds a ultima sessao de exercicio. Estes resultados sugerem
que a restricdo hidrica assim como o exercicio estimula produ¢ao de EROS e,
esta resposta se exacerba quando os dois fatores estressores estio
associados. Entretanto, apés um periodo de 72hs pbOde-se observar
recuperacao desse efeito metabdlico da restricdo hidrica associada ao
exercicio.

Embora a avaliagao da lipoperoxidagéo de sistemas bioldgicos pelo teste
do Acido Tiobarbiturico tem sido amplamente empregada ''* 29 estudos
envolvendo musculo apresentam resultado de TBARS conflitantes, sendo as
discrepancia explicadas por diferengas metodoldgicas, principalmente em

130, 131

modelos experimentais. ( ) Qutro fator que pode ser relacionado ao
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equivoco na interpretagcao dos resultados é a superestimacao da produgao de

(131) Alguns autores sugerem que a quantificacdo de TBARS

dialdeido maldnico.
€ um ensaio util , dada sua sensibilidade e simplicidade, desde que haja
entendimento de sua inespecificidade. (1 132

E importante ressaltar que as TBARS ndo avaliam exclusivamente a
lipoperoxidacdo estimulada por radicais livres, apesar da maior parte da cor
résea produzida ser o resultado desta reacdo. Além disso, a especificidade do
teste deve-se em grande parte a produgdo do préprio MDA, que acaba nao
acontecendo pela reacdao de terminacdo entre os proprios lipoperoxidos,
quando presentes em grande quantidade in vivo e, consequentemente, néo
produzindo o MDA. A determinagao da ocorréncia de estresse oxidativo in vivo
possui graves limitagdes devido a falta de ensaios que sejam simultaneamente
sensiveis e especificos. (%%

O MDA é um dos aldeidos mais abundantes resultantes da peroxidacao
lipidica, e a sua quantificacdo pelo TBARS é mais sensivel imediatamente apos
o treinamento, o que justificaria o fato de ter sido encontrado valores de MDA
elevado 1h apds o treinamento e nao 72hs.

Elevacao na concentragcdo de lipoperdxido no coracdo de ratos foi
associada a pratica de exercicio exaustivo. ("% 3% Benderitter et al, '
observou que o exercicio crénico em esteira rolante por 10 semanas, 2 horas
diarias a 1,6 Km/h, 5 dias por semana, induziu aumento significativo do MDA
no coragao.

Em outro estudo, os autores reportaram que o exercicio de intensidade

moderada de ratos resultou em 62 a 90% de aumento nos niveis de MDA no
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musculo e de 157 a 167% de aumento, apds exercicio de alta intensidade
sugerindo, portanto, que o aumento dos niveis de MDA ¢é intensidade-
dependente. (13®

Por outro lado, Venditti e Di Meo ("*®) ndo observaram variagdo na
concentracdo de lipoperoxidos no miocardio de ratos durante exercicio de
endurance e no periodo de recuperagdo. Diversos estudos sugerem que o
treinamento fisico na natacdo ou na esteira rolante pode aumentar a
capacidade de defesa antioxidante do musculo cardiaco, diminuindo a
peroxidagao lipidica. ©7 137139

O segundo método de andlise da produgao de EROS realizadas nesse
estudo foi a quimiluminescéncia (QL). A QL tem sido recentemente proposta
para medir a geragao de radicais livres por células isoladas de 6rgaos, mas isto
permite apenas a luminescéncia global de tecidos. (%)

Tanto a QL por luminol como por lucigenin, comumente usados para
mensurar a producao de EROS, tem falhado na deteccéo do nivel de atividade
antioxidante endégena. O Hidroperdxido de Tert-Butil tem sido usado por varios
investigadores para suscitar oxi radicais livres e lipoperdxidos. (127 128)

E reportado que a QL luminol dependente pode suprir um indicador
sensivel do nivel de produgdo de oxiradicais livres, pelo descanso e
estimulacéo do tecido in vitro. '*» No estudo de Jui-Sheng Sun et al "*? a QL
sem o hidroperoxido de Tert-Butil foi muito baixo e ndo mudou no decorrer do
tempo de observacdo. A QL aumentou rapidamente com a adicdo do

hidroperéxido de Tert-Butil, alcangando o pico e decrescendo devagar até

alcangar o valor de pré-estimulagdo. A QL iniciada por hidroperdxido de Tert-



61

Butil tem sido ampliada pelo o uso do luminol. Portanto, a sensibilidade do
tecido a QL tem sido grandemente aumentada. A QL dependente de Luminol
prove uma alta sensibilidade e continuidade na analise dos radicais livres pelo
Hidroperdxido de Tert-Buitil.

A QL por hidroperoxido foi utilizada para detectar a diminuicéo dos niveis
de antioxidantes enddgenos no figado de ratos tratados com ingestao de etanol
127 e ratos submetidos a isquemia-reperfusdo cardiaca.*" A fase de
reperfusdo que segue um periodo prolongado de isquemia é caracterizada por
uma geragao significante de radicais livres de oxigénio; a alta reatividade
desses componentes, entretanto, torna dificil para avaliar sua formacéo.
Detectar a emissdo global de quimiluminescéncia tem sido proposto pelos
autores para obter formagao de radicais livres em tecidos de figado durante a
reoxigenacgo. (126 142-145)

No presente estudo, as analises das curvas de QL foram realizadas por
meio das mesmas comparacdes da quantificacdo da concentracido de MDA, ou
seja, entre os grupos os grupos que foram submetidos a restrigdo hidrica e os
seus respectivos controles (grupos que receberem agua ad libitum) submetidos
ou nado ao protocolo de exercicio aerdbio de baixa intensidade. Entre os
animais dos grupos sedentarios, os animais submetidos a restricdo hidrica
(GRHS72) apresentaram maiores valores de QL quando comparados aos
animais que receberam agua ad libitum (GAS), P<0,0001.

Em consonancia com os achados do presente estudo, recentemente,
(Paik et al (94)) demonstraram aumento de marcadores de estresse oxidativo no

plasma sanguineo de individuos desidratados (3% de desidratagédo)
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submetidos a corrida em esteira rolante até a exaustédo (a 80% do VO,max).

Os animais sacrificados 1h apdés o programa de treinamento e que
receberam agua ad libitum (GAE 1h) apresentaram maior valor de QL quando
comparado aos animais sedentarios que receberam agua ad libitum (GAS),
P<0,0001. Esses dados entido confirmam que tanto a restricao hidrica quanto o
exercicio fisico atuam como agentes estimuladores da producédo de radicais
livres. No entanto, quando se comparou o grupo sedentario que recebeu agua
ad libitum (GAS) com o grupo exercitado que recebeu agua ad libitum
sacrificado apds 72hs apds programa de treinamento (GAE72) observa-se
maiores valores de QL para o grupo GAS, sugerindo portanto que ocorre
aumento das defesas antioxidantes em resposta a agressao promovida pelo
exercicio fisico que é observada apds 1h da ultima sesséo.

Além disso, os grupos que receberam agua ad libitum e foram
sacrificados apos 72hs da ultima sessao de treinamento (GAE72) apresentam
maiores valores de QL em relagdo aos animais do grupo sedentario submetido
a restricdo hidrica (GRHS72), P<0,045. Portanto, parece que o exercicio fisico
€ um estimulo maior para a producao de radicais livres em relagao a restricao
hidrica quando comparados isoladamente. No entanto, observa-se que quando
associados ocorre uma exacerbacdo da producao de radicais livres,
evidenciado pela comparagado entre grupos submetidos a restricdo hidrica
sacrificados 72hs apds a ultima sessao de exercicio (GRHE72) com o grupo
sedentario submetido a restricao hidrica (GRHS), P<0,0015.

Sabe-se que as EROS sao formadas continuamente em diferentes

quantidades por meio de processos normais do metabolismo durante
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exercicios cronicos. Desta forma, para contrabalancear os efeitos agressores
proporcionados pelas ERO, todas as células, que possuem mecanismos de
defesa, atuam para mitigar tais lesdes teciduais, denominadas estresse
oxidativo (Netto, Jr). (146)

(147) afirmaram ainda que um dos principais mecanismos

Ascenséo et al ,
proporcionados pelas células encontra-se nas defesas antioxidantes e que as
mesmas diferem de tecido a tecido, de tipo de célula e, possivelmente, de
célula a célula do mesmo tecido.

Para verificar as relagdes entre a produ¢cao de ERO e o comportamento
das defesas antioxidantes ocorridas no presente modelo do estudo, verificou-se
por meio do método de QL, a analise do TRAP. Os animais do grupo
sedentario submetido a restricdo hidrica (GRHS) apresentaram menores
valores de TRAP quando comparados aos animais sedentarios que receberam
agua ad libitum (GAS). Os animais exercitados submetidos a restricdo hidrica
(GRHE1) apresentaram menores valores de TRAP quando comparados aos
animais exercitados que receberam agua ad libitum (GAE1). Os menores
valores de TRAP revelam menor concentracdo de antioxidantes soluveis na
amostra, ou seja, maior consumo dos antioxidantes. Esses achados confirmam
os resultados obtidos na andlise de QL, onde foi demonstrado que ocorreu
aumento da producédo de radicais livres nos grupos submetidos a restricdo
hidrica e ao exercicio fisico.

Além disso, p6de-se observar que houve redugao de 54% no conteudo de

antioxidantes no miocardio dos animais que receberam agua ad libitum

sacrificados 72hs apds a ultima sessao de exercicio (GAE72) em relagdo aos



animais sacrificados 1h apds ultima sessao de exercicio (GAE). O mesmo
padrao de resposta nessa analise dos valores de TRAP foi observado nos
animais submetidos a restricdo hidrica e ao exercicio fisico simultaneamente,
no entanto, a reducgao foi mais discreta, 17%, P<0,003. Esses achados, em
concordancia com os resultados de QL, citados anteriormente, enfatizam que a
maior promogao de estresse oxidativo se da pela associacdo da restricao
hidrica ao exercicio fisico do que cada um desses fatores isoladamente.

O aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de

(14148149 Estudos clinicos e experimentais

doencas cardiovasculares.
sugeriram que essas condigdes estdo associadas ao aumento da formagéao de
radicais livies bem como da reducdo da defesa antioxidante. ('%°'%2 Qs
diversos oxidantes podem originar-se tanto do meio intracelular quanto do meio
extracelular, e por vias enzimaticas ou ndo-enzimaticas.

As maiores fontes de radicais livres na parede vascular com aceitaveis
relevancias fisiolégicas nas doengas cardiovasculares sao: a NADPH oxidase,
a oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), a 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS), xantina oxidase, cadeia respiratéria/fosforilagdo oxidativa,
cicloxigenase. (1 151.1%3)

Hermann e Lerman (%% sugeriram que diversos fatores de risco para
doencas cardiovasculares estdo diretamente relacionados a disfuncao
endotelial. Estes fatores de risco induzem muitas alteragdes que sao deletérias
a biologia vascular, dentre elas, uma reducdo da disponibilidade de o&xido

nitrico (NO), aumento de radicais livres e um aumento da atividade endotelial.

Exercicios fisicos regulares de baixa a moderada intensidade séao
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recomendados para prevencao de diversas doengas. Além disso, 0 exercicio
fisico promove reducdo da producdo de oxidantes, melhora o sistema de
defesas antioxidantes, e aumenta a resisténcia de 6rgaos e tecidos contra os
efeitos deletérios dos radicais livres. "*>) Entretanto, alguns estudos evidenciam
que o exercicio fisico, particularmente de alta intensidade, estdo associados a

danos musculares e aumento da formagao de radicais livres. (1%51%%)

(19 demonstrou que a disfungdo dos

No entanto, Waard et al
miofilamentos induzida pelo infarto do miocardio pode ser prevenido pelo
exercicio fisico, adicionalmente a essa observacdo, em 2010 outro estudo
realizado pelo mesmo grupo de pesquisa sugeriu que por meio do aumento da
producao de Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) derivada de NO, o
exercicio fisico minimiza as modificagcdes dos miofilamentos decorrentes do
estresse oxidativo induzido pelo infarto do miocardio. ¢

Atualmente ja se sabe segundo alguns estudos (©* 70 161. 162)-73)

que o
exercicio fisico crénico pode elevar a concentragao das defesas antioxidantes e
da SOD no miocardio, aumentando a capacidade de recuperagao e protecéo
contra a lipoperoxidagao. Além disso, ha evidéncia de que somente de um a
trés dias de exercicios podem proporcionar efeitos adaptativos no miocardio,
elevando os niveis da enzima SOD no mesmo. De fato, Yamashita et al (1®®
demonstraram, por meio do bloqueio dos niveis elevados da enzima SOD no
coragao que, quando expostos ao exercicio fisico, ha danos teciduais ao
miocardio, confirmando perda da capacidade de recuperacdo e de

cardioprotecéo.

Foram avaliados os efeitos do treinamento em ratos no periodo de um
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ano e comprovaram a hipotese de que tal treinamento aumentava as defesas

antioxidantes, promovendo beneficios contra os efeitos deletérios do radical

(57 | (164

livie na célula. ®” Schneider et a ) observaram aumento na atividade
eritrocitaria da enzima GPx em triatletas treinados comparados ao controle nao
treinados. Este aumento parece estar relacionado ao efeito condicionante e de
adaptacao enzimatica proporcionado pelo exercicio crénico.

Em concordancia com a literatura, no presente estudo, pdde-se observar
que o exercicio fisico crénico promoveu redugao da producdo de radicais livres
tanto nos animais que receberam agua ad libitum quanto nos que foram
submetidos a restricdo hidrica apds o periodo de recuperacdo de 72hs
comparado aos animais sacrificados 1h apds a ultima sessao de exercicio. No
entanto, essa reducao de radicais livres presentes na amostra nao foi
acompanhada de aumento de antioxidantes soluveis e, portanto esses achados
sugerem que a redugao da producao de radicais livres em reposta ao protocolo
de exercicio aerébio se deu por outra via, independente do sistema
antioxidante.

Estudos epidemiolégicos afirmaram que a protegdo do exercicio cronico
ao miocardio contra doenga cardiovascular segue uma relagdo dose-resposta,
ou seja, o risco de morte por estas doengas diminui quando o gasto energético
total, devido a atividade fisica, aumenta de 500 a 3500 kcal/semana. Este gasto
energético deve ser em atividades que demandam intensidades de esforgo
relativamente altas, cerca de seis vezes maiores que o metabolismo de

repouso. (1%

No coragdo, o ATP do miocardico é fornecido quase exclusivamente
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pelo metabolismo oxidativo nas mitocéndrias. Durante a respiragcdo, uma
pequena fracdo de elétrons ndao pareados escapa da cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons e reagem com o oxigénio formando superdxido e outras
espécies de oxigénio. Como resultado, a mitocéndria a responsavel pela maior
fragdo de EROs no musculo cardiaco. (1©)

A coativador-1 alfa do receptor proliferdor-ativador de peroxissomos Y
(PGC-1a) € uma potente reguladora do metabolismo energético do miocardio e

da biogénese mitocondrial. (%779

Ela pode se ligar a fatores nucleares
respiratorios de transcricdo (NRF-1), a fator de transcrigdo de DNA mitocondrial
A (mtTFA) ou a outros fatores nucleares de transcrigdo metabdlicos para
regular a biogénese e a fungdo mitocondrial. Além disso, o aumento do
conteudo de PGC-1a em células endoteliais vasculares promove o0 aumento da
expressao de enzimas antioxidantes mitocondriais e reduz o estresse oxidativo
e o processo de morte celular. 7"

Ja é consenso na literatura que o exercicio fisico promove otimizagao do
processo de produgdo energética através de um aumento da densidade

172-174) Adicionalmente, a literatura mostra

mitocondrial modulada pela PGC-1a. ¢
que o exercicio fisico promove redug¢ao do quadro de inflamagao cronica e dos
niveis de estresse oxidativo mediadas pela PGC-10. """ Dessa forma, uma das
hipéteses para a reducdo do estresse oxidativo promovido pelo exercicio fisico
no presente estudo € o aumento da expressao da PGC-1a.

Além disso, ha evidéncias de trés mecanismos que podem explicar a
capacidade de recuperacdo e o efeito cardioprotetor do exercicio cronico. 4°)

by

O primeiro refere-se a melhora da circulagdo colateral do miocardio
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proporcionado pelo exercicio. (183) Embora esse efeito ocorra em algumas
espécies de animais apos longo periodo de treinamento, Shephard e Balady
(179 demonstraram que os efeitos benéficos do exercicio crénico em curto
tempo ndo sao decorrentes do desenvolvimento dos vasos sanguineos
colaterais. O segundo mecanismo relaciona-se aos efeitos do exercicio crénico
sobre a melhora da capacidade das defesas antioxidantes do coracdo, % 7%
'78) e, o terceiro, destaca-se pela sintese das proteinas de choque térmico “heat

shoch proteins” (HSP) no miocardio. ('7-18"
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados no presente delineamento experimental

pode-se concluir que:

O treinamento fisico de baixa intensidade associado a restricao hidrica,
praticado em fase aguda ou crénica provoca aumento do estresse oxidativo,

embora com recuperacaio.
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