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RESUMO

O exercicio aerébio € uma ferramenta relevante no combate ao estresse oxidativo.
Estudos demonstram que o exercicio fisico regular produz efeitos antioxidantes, bem
como reduzem a incidéncia de doencgas associadas ao desequilibrio redox. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de dois diferentes protocolos de
natacao sobre o estresse oxidativo e parametros metabodlicos. Camundongos machos
C57BL/6 (12-16 semanas de idade) foram aleatoriamente divididos em quatro grupos:
dois controles sedentarios (CT4 e CT8; n=4) e dois submetidos a natacao (T4 e T8;
n=6). O grupo T4 nadou 90 minutos/sessao, 2 vezes por dia, 5 dias/semana, durante
4 semanas. O grupo T8 nadou 90 minutos/sessao, 1 vez por dia, 5 dias/semana,
durante 8 semanas. Os camundongos foram sacrificados para andlise metabdlica e
do “status” redox. Os dados obtidos foram expressos como média + EPM. ANOVA de
uma via foi utilizada para analise estatistica. A natacéo realizada durante 8 semanas
diminuiu significativamente o peso corporal comparado ao grupo sedentario, ao
contrario do observado no grupo treinado por 4 semanas. Interessantemente,
observou-se um aumento significativo no tecido adiposo marrom nos animais dos dois
protocolos de natacdo quando comparados aos respectivos grupos controle. Por outro
lado, os niveis de colesterol e de acidos graxos nao esterificados néo diferiram entre
0s grupos. No entanto, os niveis plasmaticos de triglicerideos e VLDL diminuiram
significativamente apos 4 semanas de natacdo, contrario aos grupos de 8 semanas
gue nao diferiram em niveis de triglicerideos e VLDL. Além disso, ambos os protocolos
de treinamento diminuiram significativamente a peroxidacéo lipidica no plasma. No
grupo T4, o indice de resisténcia a insulina foi significativamente menor comparado
ao CT4, sugerindo melhora no perfil glicémico. No figado, a peroxidacéo lipidica, os
niveis de nitrito e a atividade da arginase nao diferiram entre 0os grupos, mas a
atividade catalase aumentou significativamente em T8 comparado a CT8. No musculo
gastrocnémio, a atividade da catalase e arginase, bem como os niveis de nitrito ndo
diferiram entre os grupos. Entretanto, a peroxidacdo lipidica e a atividade da
superoxido dismutase diminuiram significativamente apés o protocolo de 8 semanas
de natacdo. Em conclusao, os resultados sugerem que a duracgéo e a frequéncia de
exercicio fisico modulam diferentemente a capacidade antioxidante e o metabolismo
lipidico e glicémico.

Palavras-Chave: Natacdo. Estado Redox. Metabolismo lipidico. Metabolismo
glicémico.



ABSTRACT

The aerobic exercise is a powerful tool to combat oxidative stress. Several studies
have shown that regular exercise produces antioxidant effects and appears to reduce
the incidence of diseases associated with redox imbalance.That way, our aim was to
investigate effects of swimming training on oxidative stress and metabolic parameters.
Twenty male C57BI/6 mice (12-16 weeks old), were randomly divided into four groups:
two sedentary control (CT4 and CT8; n=4 per group) and two swimming groups (T4
and T8; n=6 per group). Group T4 swam 90 minutes/session, 2 times per day, 5
days/week for 4 weeks. Group T8 swam 90 minutes/session, 1 times per day, 5
days/week for 8 weeks. The animals were sacrificed for analysis of metabolic and
antioxidant status Data are expressed as mean+tSEM. ANOVA one way was used for
statistical analysis. Swimming for 8 weeks was able to decrease significantly the body
weight compare to sedentary group, the opposite was observed in the group trained
for 4-week. Interestingly, we observed a significant increase in brown adipose tissue
in animals of both protocols swimming compared to their respective control groups. On
the other hand the plasma lipid profile showed that the levels of cholesterol and non-
esterified fatty acid did not differ between the groups. However, plasma triglycerides
and VLDL levels were significantly decreased after 4 weeks of swimming, contrary to
the 8-week groups did not differ in levels of triglycerides and VLDL. In addition, both
protocols decreased the plasma lipid peroxidation. In T4 group, insulin resistance index
was significantly lower than, suggesting improvement in glycemic profile. At the liver,
lipid peroxidation did not differ between the groups, but catalase activity was
significantly increased in T8 compare to CT8. In gastrochnemius muscle, the activity of
catalase and arginase and nitrite levels did not differ between groups. However, lipid
peroxidation and superoxide dismutase activity decreased significantly after 8 weeks
of swimming protocol In conclusion, the results showed that the duration and frequency
of physical exercise modulates unlike antioxidant activity and lipid and glycemic
metabolism.

Key-words: Swimmin. REDOX status. Metabolic profile.
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1 INTRODUCAO

1.1 Problematizacao

De acordo com a observacao dos dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), nas ultimas décadas, das 50 milh6es de mortes, 30% destas foram
decorrentes das Doencas Cardiovasculares (DCV), o que responde a 17 milhdes de
Obitos (BEAGLEHOLE, 2008; BUTTLER, 2011). Responsavel por cerca da metade
das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), as quais em muitos paises
ultrapassaram a prevaléncia de doencas transmissiveis neste século, a DCV é
considerada, hoje, como causa lider global de mortalidade e responde por 17,3
milhdes de mortes por ano, um numero que, por estimativas, devera crescer para mais
de 23,6 milhdes até 2030 (SMITH et al., 2012; WHO, 2014; AHA, 2015).

No Brasil, estes agravos, dentre todas as outras causas relacionadas,
correspondem a cerca de um terco de todas as mortes, representando a primeira
causa de 6bito (COLTRO et al., 2009; MANSUR; FAVARATO, 2012; WHO, 2015). No
Brasil, as DCVs séo as principais causas de morte entre homens e mulheres -
responsaveis por cerca de 31% de todas as mortes (RIBEIRO et al., 2016).

Com o progresso tecnolégico, possivelmente, substituiu-se atividades fisicas
de lazer elou esportivas pelo comodismo e por atividades sedentarias, como video
games, televisdo e outros mais, contribuindo sobremaneira para a reducao no nivel
de atividade fisica 0 que € uma tendéncia preocupante, visto que o estilo de vida
sedentario € responsavel por um numero expressivo de mortes anualmente
(SHARKEY, 1997; SAME et al., 2016). Tal avanco industrial e tecnoldgico propicia a
adocdo de um comportamento sedentario (FLORINDO et al., 2009; WILMOT et al.,
2012).

O que parece facilitar a vida da populacdo, também tende a diminuir sua
qualidade de vida, pois a adocdo de um estilo de vida sedentério influencia
negativamente a saude, principalmente, por estar ligada a maior prevaléncia de
doencas cronico-degenerativas, cardiometabdlicas, respiratorias e articulares, além
de distarbios sociais e psicolégicos, bem como fatores de riscos associados a estes
agravos (BAKER et al, 2007; WILMOT et al., 2012; YOUNG et al., 2016).

Sedentarismo, etilismo, tabagismo e/ou a alimentacgdo inadequada, acentuam

os riscos de doencas (OMS, 2010). Segundo a OMS, a inatividade fisica representa o
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quarto maior fator de risco de mortalidade em todo o mundo, atras apenas do diabetes,
tabagismo e hipertensao (OMS, 2009; LEE e al., 2012). Entretanto, é cientificamente
comprovado que a pratica de atividade fisica regular, pode influenciar fortemente
varios desses fatores supracitados, propiciando beneficios a saude. Em particular, a
pratica do exercicio fisico aerdbico € recomendada para prevencao e tratamento de
doencas e promoc¢ao da saude, pois reduz os fatores de risco cardiovascular, contribui
para o controle ponderal, melhora o controle glicEmico, auxilia no controle metabdlico
em geral, mobiliza as reservas lipidicas e melhora o bem-estar geral (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2010).

Nesse cenario, evidéncias apontam para fatores que contribuem para a
longevidade como fundamentais para a promocdo da saude cardiovascular,
destacando-se aqueles genéticos, estilos de vida saudaveis, como dieta balanceada,
exercicios e reducdo do estresse (SANTHANAM et al., 2008). Corroborando com o
exposto, a pratica regular de atividade fisica é fundamental para a manutencéo da
saude e prevencao e/ou tratamento das DCV (ZAGO; ZANESCO, 2006). Embora os
beneficios de saude promovidos pelo exercicio fisico sejam relatados extensivamente
(DE ANGELIS et al, 2000; KEMI et al., 2004; MOSTARDA et al., 2009; BATACAN Jr
et al., 2016), é importante entender a frequéncia e duracdo do exercicio necessario
para atingir efeito positivo no perfil lipidico, glicEmico e no equilibrio redox.

Neste sentido, 0 estresse oxidativo € um assunto amplamente difundido na
atualidade, uma vez que esta intimamente ligado a ocorréncia de algumas doencas,
tais como aterosclerose, cancer, e também ao processo de envelhecimento
(PISOSCHI; POP, 2015) que, de acordo com Ortufio-Sahagun, Pallas & Rojas-
Mayorquin (2014) é o resultado de mudancas no estado redox, com predominio dos
sistemas organicos pré-oxidantes sobre os antioxidantes.

Concernente ao equilibrio redox, sabe-se que o exercicio fisico aumenta o
consumo de oxigénio, ocasionando geracao elevada de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERONSs) mais do que é continuamente formado pelos processos normais
do metabolismo. Destaca-se a importancia do treinamento fisico aerébico que nao
apenas aumenta o consumo de oxigénio, mas também por consequéncia a geracao
de ERONSs, podendo causar desequilibrio REDOX (DRODGE,2002 URSO;
CLARKSON, 2003), cuja resposta parece ser dependente da duracéo, intensidade e
tipo de exercicio realizado (SCHNEIDER et al., 2005). Neste sentido se ocorre um

desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de maneira que o
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primeiro seja predominante, pode-se dizer que o0 organismo se encontra em estresse
oxidativo (SIES, 1986; ORTUNO-SAHAGUN, PALLAS & ROJAS-MAYORQUIN,
2014).

Nesse sentido, pesquisas mostram que exercicio extenuante induz
desequilibrio entre producdo de ERONs e defesas antioxidantes. Por outro lado, o
exercicio fisico leve a moderado vem sendo indicado como causador de um
desequilibrio REDOX temporario (WISLOFF et al, 2007), caso estes sejam praticados
de semanas a meses, melhora o perfil lipidico e glicémico no plasma e aumenta o0s
antioxidantes endoégenos (KADOGLOU et al, 2007).

Em consonéncia com a literatura, a aquisicdo de um estilo de vida saudavel,
com a pratica de exercicio fisico de forma regular, monitorado e supervisionado, é
eficaz como um agente terapéutico e/ou de prevencdo para varias situacfes de
morbidade, como sindrome metabdlica (ELEUTERIO-SILVA et al., 2013), obesidade,
diabetes e com a consequente diminuicdo da mortalidade associada a eles (CHUDYK;
PETRELLA, 2011).

Nesse entendimento, estudos com modelos animais figuram com relevancia
para o entendimento dos mecanismos e/ou acdes relacionadas a melhora da funcéo
cardiovascular e metabdlica mediadas pela préatica do exercicio fisico (WANG et al.,
1993; SUN et al., 1994, 1998; MINAMI et al., 2002).

Neste sentido, varios estudos tém mostrado que o exercicio fisico regular
produz efeitos antioxidantes diretos e parece diminuir a incidéncia de uma grande
variedade de doencas associadas as ERONSs, tais como doencas cardiovasculares
(YOUNG et al, 2014), o diabetes (KIVELA et al, 2006), doenca de Alzheimer (SOUZA
et al, 2013), doenca de Parkinson (DUTRA et al, 2012), dentre outras.

Embora existam beneficios bem estabelecidos na literatura, salienta-se a
importancia de estudar a seguinte questao: com o aumento no consumo do oxigénio,
gue é maior durante o exercicio, podendo chegar a 20 vezes mais em relacdo ao
repouso, assim seguido por um concomitante aumento na producao de radicais livres
(RL) (ALESSIO e GOLDFARB, 1998) e gerando o estresse oxidativo, levanta-se a
questdo se este pode ser prejudicial, levando em consideracdo as variaveis do
treinamento fisico, neste estudo especificamente, a frequéncia e a duracgao.

Sendo assim, destaca-se a busca pelo conhecimento do efeito protetor do
exercicio fisico na melhora das defesas antioxidantes, pois 0s mecanismos pelos

quais o exercicio fisico mantém e/ ou restaura a funcao cardiovascular ainda néo estao
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totalmente conhecidos, embora, acredita-se que o efeito ocorra pelo aumento da
liberacdo de o6xido nitrico (‘NO) (MASTELARI, et al., 2011). Assim, com maior
producdo de agentes vasodilatadores derivados do endotélio, tem-se consequente
reducdo da resisténcia vascular periférica, inibicAo da agregacdo plaquetaria e
diminuicdo de niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low Density
Lipoprotein) (KINGWELL, 2000).

Com relacao ao metabolismo glicémico, lipidico e equilibrio redox em resposta
ao exercicio fisico, faz-se relevante avaliar in locu, a exemplo do musculo esquelético,
figado e plasma, as alteracbes mediadas por diferentes protocolos de treinamento
fisico de natagdo em animais roedores.

Diante das premissas elencadas, este estudo visa contribuir para a elucidacao
dos mecanismos relacionados ao exercicio fisico regular e o equilibrio REDOX. Neste
sentido, considera-se importante avaliar adaptacfes fisiol6gicas induzidas pelo
exercicio fisico, estudando-se os efeitos de dois protocolos de treinamento aerébio

em um modelo murino para natacdo com tempos diferentes de treinamento.
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1.2 Justificativa

Segundo projecdes da OMS, até o ano de 2030, as doencas cardiovasculares
serdo as principais causas de morte no mundo, atingindo indices de,
aproximadamente, 35% da populacdo mundial (OMS, 2009, 2012). Dessa forma,
estudar os efeitos do exercicio fisico €é relevante quando se considera o envolvimento
do estresse oxidativo com varios agravos.

Estudos experimentais recentes verificaram os efeitos do exercicio fisico no
equilibrio REDOX (CARDOSO et al.,, 2013; CHOI; CHO, 2014), no metabolismo
lipidico (MEISSNER et al., 2010; MOTTA & MANDARIM-DE-LACERDA, 2012), bem
como glicémico (HALL et al., 2013; DOTZERT et al., 2016), decorrente do exercicio
fisico de predominancia aerdbia. Uma vez que o exercicio fisico é atualmente utilizado
como um adjuvante na prevencao e tratamento de diversas patogenias/alteracdes
cardiometabdlicas, é relevante que mais pesquisas sejam realizadas nesta area.
Portanto, acredita-se que a utilizacdo de modelos animais € uma alternativa
importante para este tipo de pesquisa, por permitir a aplicacdo de protocolos melhor
controlados e com resultados em um menor periodo de tempo, bem como se estudar
possiveis mecanismos envolvidos.

Neste sentido, pesquisas indicam que exercicio fisico também pode ser uma
alternativa no tratamento e na prevencao das doencas crénicas, assim como em suas
complicacBes. Nesta direcdo, a literatura estabelece que exercicio fisico regular
produz efeitos antioxidantes e parece diminuir a incidéncia de uma grande variedade
de doencas associadas a ERONSs, tais como doencas cardiovasculares (YOUNG et
al., 2014), o diabetes (KIVELA et al., 2006), doenca de Alzheimer (SOUZA et al.,
2013), e doenca de Parkinson (DUTRA et al., 2012). Desta forma, pesquisas buscam
alternativas para amenizar os efeitos prejudiciais do desequilibrio redox/estresse
oxidativo, melhorando a capacidade antioxidante do organismo.

Neste cenario, acredita-se que a verificacdo e/ou controle de biomarcadores
de estresse oxidativo podem ser ferramentas Uteis no que se refere ao diagndstico de
possiveis condi¢cdes deletérias a saude, com 0 objetivo de desenvolver estratégias
terapéuticas eficazes e benéficas, bem como de melhorar a prescricdo de exercicios
para beneficiar a saude.

Assim uma estratégia ndo farmacoldgica eficaz na reducdo do estresse

oxidativo e prevencdo de doencas metabdlicas associadas a ele, € o treinamento
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fisico aerdbico, considerando-se a relevancia do controle das variaveis de treinamento
como o tipo, duracdo, frequéncia, intensidade e carater agudo ou crénico dos
exercicios fisicos, a fim de verificar quais delas podem ou ndo estimular respostas
benéficas.

Em relagcdo as adaptagcfes promovidas pelo treinamento fisico aerébico, os
parametros de estresse oxidativo, bem como fatores determinantes do metabolismo
glicémico e lipidico, ndo estdo completamente elucidados. Assim, novos estudos
acerca das respostas provocadas por protocolos com diferentes tempos de
treinamento fisico sdo necessarios, associando-os a possiveis marcadores
bioguimicos de estresse oxidativo. Diante disso, espera-se que os resultados obtidos
possam aumentar o conhecimento e que contribuiam na aplicacdo de medidas que
busquem a melhora na saude e na qualidade de vida da populacdo em geral. Neste
sentido, esta pesquisa pode contribuir com informagdes relevantes, pois intervengdes
que nao podem ser realizadas em humanos tem-se como possivel forma de obter
respostas a utilizacdo do modelo animal, submetendo-o a protocolos de exercicio
fisico para investigar seus efeitos.

Neste contexto, os modelos murinos tém destaque devido, principalmente, a
semelhanca genética com o homem e a facilidade de manejo como tamanho,
necessidade de menor espaco, rapida reproducao (MOLNAR et al., 2005; ANSTEE &
GOLDIN, 2006; FITZGERALD et al., 2007; CONG et al., 2008), sendo o modelo
proposto neste trabalho para avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbico de

natacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de dois diferentes protocolos de natagdo sobre o perfil

metabolico e o equilibrio redox em camundongos C57BL/6.

2.2 Objetivos especificos

Construcao de um sistema de natagao para camundongos;

» Avaliar o efeito dos dois diferentes protocolos de natacdo em camundongos sobre:

O perfil biométrico desses animais (peso corporal e peso tecidual);

O perfil lipidico plasmatico através da mensuracgéo de colesterol, triglicerideos,
acidos graxos nao esterificados e lipoproteina de muita baixa densidade
(VLDL);

O perfil glicémico através da mensuracédo da glicemia de jejum e do indice de
avaliacdo de sensibilidade a insulina (TyG);

O equilibrio redox através da mensuracédo da peroxidacao lipidica, da atividade
das enzimas catalase, arginase e os niveis de nitrito nos tecidos hepético e
muscular, e a atividade da SOD no musculo;

O equilibrio redox através da mensuracéo da peroxidacéo lipidica, da atividade

das enzimas catalase e arginase no plasma.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos conceituais de Atividade Fisica e Exercicio Fisico

Boa parte da comunidade trata os termos atividade fisica e exercicio fisico
como sinénimo. Entretanto, a literatura cientifica tem tratado esses conceitos de forma
diferenciada.

Nessa primeira etapa da revisdo de literatura, atentou-se a descrever o0s
termos atividade fisica e exercicio fisico. Assim, destaca-se que a revisdo aqui
apresentada tomou um carater informativo e descritivo.

Segundo o ACSM (2013), a atividade fisica pode ser considerada como
qualquer tipo de movimentacdo corporal capaz de produzir elevacdo do gasto
metabolico energético. Para Caspersen e colaboradores (1985), Barros e Nahas
(2003), a atividade fisica pode ser classificada em quatro dominios: 1) como atividades
de lazer; 2) como meio de transporte; 3) como atividade de trabalho e; 4) atividades
domésticas. Desta forma, estas sao atividades simples, do cotidiano, que realizamos,
por exemplo: caminhar, limpar a casa e/ou local de trabalho, subir e descer escadas,
etc.; ou complexas como as atividades praticadas em academias, escolas de
esportes, etc.

Por outro lado, o exercicio fisico se apresenta como um tipo de atividade fisica
planejada, estruturada e organizada com objetivo de manutencdo, ou melhor,
condicionamento fisico (MORENO et al., 1997). Além disso, é uma atividade de forma
repetitiva que visa objetivos pré-definidos, com uma frequéncia, duracao e intensidade
pré-determinados como, por exemplo, a melhoria ou o desenvolvimento de um ou
mais componentes da aptidao fisica (CASPERSEN et al., 1985; MATSUDO et al.,
2005). Estes componentes, por sua vez, incluem (1) aqueles relacionados a saude,
como aptiddo cardiorrespiratoria, flexibilidade, forca e resisténcia muscular,
composicdo corporal; aqueles relacionados a performance motora, como agilidade,
velocidade e capacidade anaerébica (NAHAS, 2003).

Assim, atividade fisica € definida como qualquer movimento do corpo humano
produzido pelo musculo esquelético, resultando em aumento do dispéndio energético
(CASPERSEN; POWELL & CHRISTENSON, 1985). Ja o exercicio fisico é assim um
subtipo de atividade fisica (AF), que € planejada, estruturada, repetitiva e tem por
objetivo melhorar ou manter a aptiddo e a saude (CASPERSEN; POWELL &
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CHRISTENSON, 1985; CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; GARBER et al., 2011). Desta
forma, a expressao “exercicio fisico” aplica-se a uma variedade de atividades fisicas,
gue diferem largamente quanto a sua intensidade, duracédo e quanto as capacidades
exigidas para a sua pratica.

No cenério exposto, observa-se que a pratica de atividade fisica € muito
estudada, principalmente, porque esta ndo requer grandes estruturas fisicas,
equipamentos e controle refinado da intensidade, além da acessibilidade e facilidades
a maior parte da populacao aos beneficios para a saude (BLAIR et al., 2004; STRONG
et al., 2005). De igual maneira, o exercicio fisico que requer maior planejamento,
controle mais refinado de frequéncia, duracdo e intensidade e, necessita de
equipamentos e estrutura fisica (STRONG et al., 2005), também tem sido amplamente
estudado e estabelecido na literatura.

Estabelecidos na literatura, atividade fisica e exercicio fisico, ambos os termos
sao uteis e aplicaveis para o aprimoramento da salde, sendo o termo exercicio fisico

0 mais empregado no presente estudo.

3.2 Exercicio fisico: uma breve revisao

Atualmente, o exercicio fisico € uma necessidade absoluta para o homem,
pois, com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico advindo da revolucéo industrial
e da revolucao tecnoldgica, pela qual passamos, deparamo-nos com elevado nivel de
estresse, ansiedade e sedentarismo que compromete a saude de boa parte das
populacdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (ANTUNES et al., 2006).
Neste contexto, o grande e crescente volume de investigacdes cientificas demonstra
gue o exercicio fisico proporciona inimeros beneficios a salude. Sabe-se que desde
1970, instituicdbes internacionais e agéncias governamentais elaboraram
recomendacdes (WARBURTON et al. 2007). S&o diretrizes internacionais,
amplamente, conhecidas e adotadas, tendo cinco como as principais: American
College of Sports Medicine (ACSM) (2013); Comité Consultivo do Questionario
Internacional de Atividade Fisica (International Physical Activity Questionnaire, IPAQ)
(2005); Institute of Medicine (IOM) (2004); diretriz da Unido Europeia (UE) (2008) e
Organizag¢do Mundial da Saude (OMS) (2010).

Nas diretrizes supracitadas, ha recomendacdes divergentes no que concerne

a constituicdo e a administracdo da dose minima de esforco (PATE et al., 1995;
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HASKELL et al., 2007), tratando-se de variaveis como duragdo, frequéncia e
intensidade, cujas orientagcbes sao diferentes. Algumas diferencas entre as
recomendacdes podem ser explicadas, em parte, pelo interesse em diferentes
desfechos. Algumas foram baseadas no efeito protetor da atividade fisica, outros
relacionados ao controle da obesidade (LIMA; LEVY; LUIZ, 2014). Ressalta-se que as
recomendacgOes das diretrizes internacionais adotadas e praticadas corretamente
devem proporcionar beneficios substanciais a saude para populacdo adulta em geral.

O exercicio fisico pode ser dividido em anaerdbico e aerdbico, de acordo com
a predominancia dos substratos energéticos empregados na realiza¢do da atividade.
Exemplos de exercicios anaerdbicos incluem treinamento de forgca ou treinamento
resistido, frequentemente chamado de musculacao; enquanto os exercicios aerébicos
sdo caminhar, correr, andar, pedalar, nadar, dancar, entre outros (SIDDIQUI; NESSA
& HOSSAIN, 2010).

De natureza continua e dindmica, o exercicio fisico aerébico demanda um
periodo de tempo prolongado e na sua execucao envolve grandes grupos musculares
(BERMUDES, 2004). Ou seja, o exercicio fisico aerébico (EFA), especificamente,
refere-se aqueles que mobilizam grandes grupos musculares de forma ritmica e
durante longos periodos de tempo, como na corrida, natacdo, ciclismo ou marcha
(CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; GARBER et al., 2011; MENDES et al., 2011).

Destaca-se que a maioria dos programas de exercicio fisico estudados
experimentalmente e que séo aplicados aos seres humanos, trata-se de esquemas
de treinamento. Ou seja, atividades fisicas envolvendo exercicios fisicos praticados
de forma planejada e sistematica.

O treinamento fisico aerébico promove um impacto extremamente positivo
sobre o individuo que o pratica, promove adaptacdes fisiolégicas centrais e periféricas,
respectivamente, no sistema cardiovascular e metabolismo muscular, tanto em
repouso como durante o exercicio fisico submaximo e maximo (CLAUSE, 1977), o
gue demonstram os estudos realizados com humanos (HOLLOSZY; COYLE, 1984,
CLAESSENS et al., 1999) e com animais experimentais (SHAIBLE; SHEUER, 1979).
E importante lembrar que algumas respostas adaptativas reforcam a necessidade de
regularidade.

Vérios estudos tém mostrado que o exercicio fisico praticado regularmente
produz efeitos antioxidantes e parece diminuir a incidéncia de uma grande variedade

de doencas associadas as ERONSs, tais como doencas cardiovasculares (YOUNG et



29

al, 2014), o diabetes (KIVELA et al, 2006), doenga de Alzheimer (SOUZA et al, 2013),
e doenca de Parkinson (Dutra et al, 2012). No entanto, o excesso de exercicio fisico
ou mesmo o grande volume de atividade fisica, conforme levantado por Talbot e
colaborares (2007), este pode desencadear efeitos indesejaveis a saude, como
lesGes, desgastes e exaustao.

Neste contexto, um aspecto que merece destaque € o fato do treinamento
fisico aerdbio estar associado a adaptacdes nas capacidades funcionais relacionadas
com o transporte e utilizacdo do oxigénio, principalmente nos sistemas cardiovascular
e respiratério (McARDLE, KATCH e KATCH, 2003). Isto porque o exercicio de carater
aerébio tem como objetivo aumentar o consumo de oxigénio pelos tecidos (VO2),
regulado pela capacidade maxima dos sistemas pulmonar e cardiovascular na
captacgao e transporte do oxigénio (VO2zmax) para os tecidos (BOWEN; CARNER, 1926;
LOMBARDO et al., 1953), assim como a capacidade de utilizacdo para a oxidagéo de
substratos energéticos, como lipidios e carboidratos (HAVEL et al., 1963). Assim, o
sistema aerdbio libera energia para a producédo de ATP devido a desintegracao de
carboidratos e de gorduras (FOX, BOWERS & FOSS, 1991).

Dadas as evidéncias, uma pergunta centra-se na quantidade e intensidade do
exercicio que fornece beneficios a satde. De acordo com Evangelista e colaboradores
(2003), a combinacdo das varidveis determinantes da quantidade de treino as
caracteristicas fisiologicas da espécie animal é fundamental para a obtencdo das
adaptacdes resultantes do treinamento fisico e também para influenciar na magnitude
das respostas.

Nesse contexto, considera-se a necessidade de melhor entender os efeitos

gue o exercicio fisico promove sobre variaveis do perfil metabdlico e o equilibrio redox.

3.3 Exercicio Fisico Aer6bico e metabolismo glicémico

A glicose € um combustivel importante para o funcionamento normal do corpo
e a sua regulacdo € um processo que envolve 6rgdos como o pancreas, figado,
musculo esquelético e tecido adiposo. De acordo com Rizza (2010), os niveis de
glicose no sangue séo determinados pelo equilibrio entre a saida de glicose do figado
e a captacdo de glicose pelo musculo, tendo a insulina um papel importante nesse
processo, respectivamente, suprimindo a saida e estimulando sua captacdo. A

insulina € um hormonio anabdlico secretado pelas células B-pancreaticas localizadas



30

nas ilhotas de langerhans e tem a fungé&o principal de regular o metabolismo da glicose
pelos tecidos do corpo (WILCOX, 2005).

As primeiras evidéncias que deram origem aos estudos sobre metabolismo
glicémico foram de Chaveuau e Kaufman (1887). Em cavalos, estes autores
mostraram o efeito favoravel da contragdo muscular na captacédo da glicose, o qual
incentivou a realizagdo de mais estudos para entender tal efeito. Assim, Burn e Dale
(1924) demostraram que o efeito da acdo metabdlica da insulina se assemelha com o
efeito do exercicio na captacdo de glicose pelos musculos. Estes resultados
originaram mais investigagbes com objetivo de elucidar a agdo da insulina e o
exercicio fisico na regulacdo da homeostase da glicose.

Algumas décadas depois, Bjorntorp e colaboradores (1970) relataram que
voluntarios praticantes de exercicio fisico tiveram melhora na tolerancia a glicose
comparado aos voluntarios sedentarios. Estes dados foram confirmados na década
seguinte por Mondon e colaboradores (1980), os quais sugeriram em seu estudo que
0 exercicio regular aumenta a sensibilidade a insulina no masculo e em outros tecidos
de roedores. Mais estudos importantes foram desenvolvidos no meio cientifico no
decorrer dos anos seguintes, tendo em destaque Wojtaszewski e colaboradores
(1999; 2000) e Luciano (2002) gue mostraram maior captacéo de glicose, mesmo sem
0 receptor para insulina.

O EFA é ferramenta importante na prevencao e tratamento de agravos a
saude. Uma Unica sesséo de EFA aumenta a disponibilidade de glicose mediada pela
acdo da insulina em sujeitos saudaveis, em obesos com resisténcia a insulina, bem
como em diabéticos e em individuos com resisténcia a insulina parentes de diabéticos
tipo 2. Deste modo, é importante ressaltar que o exercicio crénico € capaz de melhorar
a sensibilidade a insulina nesses mesmos grupos de sujeitos (ERICKSON et al.,
1997).

Eriksson e colaboradores (1997) mostraram que o efeito do EFA sobre a
sensibilidade a insulina € maximo no periodo de 12 a 48 horas ap0s a sessao, e apos
repouso, Vvolta progressivamente aos niveis de pré-atividade, visto em
aproximadamente 3 dias. Este estudo foi corroborado pelo estudo de Riddell e
colaboradores (2006) que evidenciaram ser uma tendéncia a diminuicdo dos valores
de glicose sanguinea tanto durante quanto apds o exercicio. Somado a isso, 0 EFA
regular melhora a sensibilidade & insulina (KIRALY et al., 2008; ARANTES et al.,

2013). Ademais, vale salientar que grandes volumes de exercicios em sessdes Unicas
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podem desencadear lesdes, desgastes e exaustdo, ou seja, efeitos indesejaveis a
saude (TALBOT et al., 2007). E conjunto, estes dados reforcam a necessidade de
praticar o exercicio com regularidade e frequéncia para obter como possivel reposta
adaptativa ao treinamento fisico, a sensibilidade a insulina incrementada (CIOLAC;
GUIMARAES 2004).

Neste sentido, para melhor compreensdao sobre os fendbmenos
desempenhados pela acdo da insulina, é importante o entendimento do que ocorre na
sinalizacdo mediada por este horménio.

A sinalizacao intracelular da insulina comec¢a com uma ligacéo especifica ao
receptor da insulina (IR), composto por duas subunidades a (extracelulares) e duas
subunidades B (localizada na membrana) (PATTI; KAHN, 1998). No inicio, quando a
insulina se liga ao seu receptor este sofre autofosforilacdo, ativando a fung¢éo quinase
do receptor que propaga o sinal. Uma vez ativado, o IR fosforila varios substratos
proteicos em tirosina, incluindo os mais conhecidos IRS-1 e IRS-2 (PESSIN; SALTIEL,
2000; WHITE, 1998). Em seguida, a fosforilacdo dos IRS cria sitios de
reconhecimento, em destaque tem-se a PI-3q (fosfatidilinositol 3-quinase) (BACKER
et al., 1992), sua ativacdo desencadeara a ativacdo de outras proteinas importantes
como a Akt (proteina quinase B), resultando na translocacdo do GLUT-4 para a
membrana celular, permitindo a entrada de glicose (CZECH; CORVERA, 1999)
(Figura 1).
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Figura 1 - Via da sinalizacao celular da insulina

Insulina OO0
E O () Glicose

A insulina € um hormdnio anabdlico secretado pelas células B-pancreaticas e a sinalizacdo deste
peptideo inicia-se apés a ligacdo deste a um receptor especifico da membrana, uma proteina com
atividade quinase intrinseca, denominada receptor de insulina (IR), composto por duas subunidades a
(extracelulares) e duas subunidades B (localizada na membrana). Quando a insulina se liga ao seu
receptor induz autofosforilagédo deste, ativando a fungéo quinase do receptor que propaga o sinal (1).
Uma vez ativado, o IR fosforila varios substratos proteicos em tirosina, incluindo os mais conhecidos
IRS-1 e IRS-2 (2). Em seguida, a fosforilagcao dos IRS cria sitios de reconhecimento, em destaque tem-
se a PI-3K (fosfatidilinositol 3-quinase) (3), sua ativacdo desencadeara a ativacdo de outras proteinas
importantes como a AKT (proteina quinase B) (4), resultando na translocacdo do GLUT-4 para a
membrana celular, permitindo a entrada de glicose (5).

Fonte: Autor (2016)

A translocacdo dos principais responsaveis pela captacao de glicose
circulante e reducdo da sua concentracdo no sangue, os GLUT-4, também é
estimulada pela pratica regular de atividade fisica. Portanto, a via PI3g/Akt tem um
papel importante nos efeitos metabdlicos da insulina, como ativar a sintese de
glicogénio hepatico e muscular, bem como a lipogénese no tecido adiposo
(SHEPHARD et al., 1995; PESSIN e SALTIEL, 2000).

Além disso, evidéncias cientificas mostram também uma via de sinalizacéo
independente de insulina (via AMPK e/ou outras biomoléculas). A proteina quinase
ativada por AMP (AMPK) é uma enzima chave que estimula o transporte de glicose
no musculo esquelético por mecanismo independente da insulina. Em resposta ao

exercicio fisico, devido a necessidade de gerar ATP, a atividade aumentada da AMPK
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promove a translocagédo dos GLUT-4 para a membrana, facilitando o transporte de
glicose de maneira semelhante a da insulina, embora isto ocorra por diferentes e
independentes vias de sinalizacdes. De maneira semelhante, mais moléculas estao
envolvidas no mecanismo de sinalizagcdo em resposta ao exercicio, como a atividade
da 6xido nitrico sintase (NOS) e a sintese de ‘NO, o aumento da concentracdo de ion
calcio intracelular que podem estimular a captacdo de glicose pela translocacdo do
GLUT-4 para a membrana durante contracdo muscular (WICKLMAYR et al., 1988;
ROBERTS et al., 1999).

Estudos importantes foram desenvolvidos no meio cientifico no decorrer dos
anos, como os dos autores Wojtaszewski e colaboradores (1999; 2000), que
evidenciaram o efeito do exercicio fisico na captacdo da glicose em animais com
delecdo do IR, submetidos ao exercicio de corrida em esteira aumentaram a captacao
da glicose apds o exercicio fisico. Estes resultados corroboram com aqueles descritos
por Luciano e colaboradores (2002) que, por sua vez, mostraram maior captacéo de
glicose em ratos magros submetidos uma sessao de exercicio fisico de natacao. Efeito
decorrente da maior fosforilacdo do IRS-1 em tirosina, consequentemente, aumento
da atividade da PI3-K e Akt, resultando na maior captagéo de glicose, sem diferenca
na fosforilagéo do IR.

Os resultados evidenciados pelos diversos estudos demonstram que o
exercicio fisico € uma ferramenta na melhora da sinalizacdo da insulina, podendo
atuar por mecanismos intracelulares diferentes. Entretanto, precisa de mais
investigacdes para elucidar a acao do exercicio fisico na captacéo de glicose uma vez
que a duracdo dos efeitos na sinalizagdo da insulina é variavel, bem como sua

magnitude, dependendo de variaveis como duracéo, intensidade e tipo de exercicio.

3.4 Papel do Exercicio Fisico Aer6bico no Metabolismo Lipidico

Como descrito anteriormente, o exercicio fisico aerébico regular é atuante
sobre mecanismos que contribuem para a homeostasia da glicose. O musculo
esquelético e o tecido adiposo apresentam diferentes participacées com relagdo ao
metabolismo de carboidratos (DE FRONZO, 2004). De acordo com Carnevali e
colaboradores (2011), tratando-se de exercicio aerobio de longa duracdo (acima de
90 minutos) e intensidade igual ou inferior a 75% do VO2méx, ocorre utilizacdo

principalmente do metabolismo oxidativo da glicose e dos acidos graxos (AGs) para
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se manter a demanda energética e a manutencdo da glicemia, sendo que quanto
maior a intensidade, maior é a utilizagao do sistema glicolitico.

Neste sentido, outros estudos sdo necessarios para também elucidar os
efeitos do exercicio fisico no metabolismo lipidico e, desta forma, poder auxiliar os
profissionais de saude na elaboracao de programas de exercicio fisicos propostos ao
controle lipidico sanguineo e/ou diminuicdo da gordura corporal com o intuito de
prevenir doencas e promover a saude.

A primeira investigacéo acerca dos lipidios foi em 1887, feita pelo pesquisador
Vogel que se dedicou a pesquisa do colesterol nas placas de ateroma. No século XX,
na Alemanha, experimentos com ratos alimentados com dietas ricas em colesterol
mostraram que estes desenvolviam hipercolesterolemia e lesdes ateromatosas
(BERTOLAMI; BERTOLAMI, 1986).

Lipidios séo caracterizados como substancias orgéanicas, insollveis em agua,
porém sollveis em solventes apolares, e possuem um papel fundamental em uma
grande variedade de funcdes celulares. Constituem uma das mais importantes formas
de armazenamento energético no organismo e também sdo constituintes das
membranas celulares (LEHNINGER; NELSON; COX, 2007). Segundo Pereira (2008),
através da dieta ou da sintese no proprio organismo, a partir dos glicidios sao
adquiridos os lipidios do nosso organismo. Os triglicerideos (TG), os AGs e 0
colesterol (COL) sdo considerados, biologicamente, os mais relevantes (MOTTA,
2009; XAVIER et al., 2013).

Os TGs sédo formados por trés moléculas de acidos graxos e 1 uma molécula
de glicerol (LIMA-SILVA et al., 2006), e estdo depositados nos tecidos adiposo e
muscular (XAVIER et al., 2013). Os acidos graxos livres (AGLS) séo, principalmente,
utilizados em exercicios mais prolongados e sua liberacdo dependente da duracéo e
intensidade do exercicio, bem como do estado nutricional (MARTIN, 1996). Eles
podem advir dos TGs armazenados no tecido adiposo, musculatura esquelética, e em
menor quantidade, dos TGs ligados a VLDL (LIMA-SILVA et al., 2006). E importante
ressaltar que durante o exercicio fisico moderado ocorre desvio do metabolismo
energético na utilizacdo da fonte de glicose e lipidios para predominancia do uso de
lipidios.

Classicamente, o principal reservatério de energia € o tecido adiposo branco
(TAB) e tem como papel fisiolégico manter o suprimento energético para outros

tecidos. A lipogénese no periodo alimentado e a lipolise nos periodos de jejum, ou de
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aumento da demanda energética, sdo cruciais para a manutencdo do equilibrio
energético (LANGIN, 2006; NASCIMENTO et al., 2009).

O aumento da demanda energética é promovido por EFA regular de
intensidade moderada (ARANTES et al., 2013), o que contribui no aumento da
mobilizacdo dos &cidos graxos do tecido adiposo por estimular a lip6lise modulada por
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que exercem efeitos lipoliticos mais
pronunciados em tecido adiposo abdominal (ARNER, et al., 1990). Tal fato contribui
para menor acumulo de gordura especialmente na regido abdominal e reducdo do
ganho de peso corporal (ISKEN et al., 2010), desencadeado pelo exercicio.

Quando se trata de uma sessao de exercicio agudo, as concentracfes de
cortisol aumentam durante a sessao de treinamento e mantém-se elevadas apds o
término, sendo a secrecédo do cortisol relacionada a uma resposta aguda. Ou seja, no
exercicio fisico, esse horménio estimula a producao de glicose pelo figado ativando a
gliconeogénese e diminui a sua utilizacdo, acentuando a liberacéo de glucagon pelas
ilhotas pancreéticas (KRAEMER et al., 1998).

Assim, no inicio do exercicio, ocorre aumento na secrecédo e liberacdo dos
principais estimulantes enddgenos do processo lipolitico, as catecolaminas circulantes
(adrenalina e noradrenalina), as quais se ligam aos receptores do tipo 3-adrenérgicos
na superficie da membrana dos adipécitos. Além destes horm6nios, o horménio
tiredide estimulante (TSH), horménio do crescimento (GH) e adrenocorticotropina
(ACTH), parecem desencadear reacdes em cascatas, contudo as catecolaminas sao
principais ativadores da reacdo classica de cascatas (FRANZ et al., 1983), e no
término da reacdo, a enzima horménio sensivel-lipase (LHS) que é fosforilada, passa
de inativa para forma ativa. Essa enzima, junto com a enzima monoacilglicerol lipase,
€ responsavel pela degradacédo do TG em 3 de acidos graxos e 1 molécula de glicerol.
Os AGL néo séo transportados livremente pelo plasma e ligam-se a albumina, sendo
transportados ao musculo esquelético e utilizados como fonte energética (Figura 2).
Enquanto o glicerol, ao ser liberado, é transportado pela corrente sanguinea até o
figado para servir como intermediario na glicélise e ser utilizado na gliconeogénese
(LIMA-SILVA et al., 2006).

Durante a realizagéo de exercicios fisicos, 0s AGs sdo importantes substratos
para a producdo de ATP. O aumento da capacidade de captar os AGs para célula
muscular (IBRAHIMI et al, 1999) e transporta-los para a mitocondria para serem
oxidados (HELGE e KIENS, 1997), facilita o aumento da oxidacdo de AGs pelo
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processo denominado 3-oxidagdo. Em situacdes que requerem tanto poupar glicose
guanto fornecer maior suprimento de energia, a oxidagdo de AGs na mitocondria (3-
oxidacdo) é essencial para a manutencdo da homeostase energética (BONNEFONT
et al., 2004), como por exemplo o exercicio fisico aerébio. No entanto, a maior fracao
de AGs de cadeia longa fornecida aos tecidos-alvo, ndo podem atingir a matriz
mitocondrial por difusdo simples (BARLETT & EATON, 2004). Esse transporte é
catalisado por um complexo enzimatico denominado carnitina palmitoil transferase
(CPT) que consiste da CPT I, CPT Il e Carnitina acetil-transferase (BERTHON et al.,
1998).
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Figura 2 - Controle da lipélise e lipogénese
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th
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Fonte: Autor (2016) — Adaptado de BUZELLE, 2010. AGs sdéo liberados das lipoproeinas (Quilomicrons
e VLDL), catalisadas pela enzima lipase lipoproteica (LPL) entra no adipdcito atraves de difusé@o passiva
e transporte ativo. Primeiro, AGs intracelulares sao convertidos para Acil-CoA pela Acil-CoA-Sintase
(ACS), e é entéo utilizado como substrato por duas vias paralelas de sintese de Triacilglicerol (TAG) no
reticulo endoplasmatico. A gordura armazenada esta predominantemente na forma de TAG, em
adipécito. A taxa relativa de lipogénese e lipdlise é regulada por fatores enddcrinos, por exemplo
catecolaminas e insulina, que impdem o seu efeito pela fosforilacdo da Lipase perilipin (PER) e Lipase
Hormonio-Sensivel (HSL). A fosforilagdo de PER permite que a HSL acesse goticulas lipidicas, o que
resulta na hidrolise do TAG para trés moleculas AGs e uma de glicerol, que sédo entéo liberados dos
adipdcitos. Durante o exercicio, sob estimulos dos hormdnios lipoliticos, os adipocitos liberam AGs e
glicerol no plasma, regulado pela a¢édo da atividade da HSL. G3P, glicose-3-fosfato; MAG, monoacil-
glicerol; DAG, diacilglicerol; PAT, familia de proteinas perilipin, adipofinila e TIP57 associadas a gota
lipidica; PKA, a proteina cinase A; PDE-3B, AMP ciclico fosfodiesterase-3B.
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De maneira geral, exercicios fisicos anaerdbicos e aerébicos podem promover
importantes adaptacdes morfofuncionais e metabdlicas no organismo (WILMORE;
COSTILL, 2001).

Assim, evidencia-se que a regulacdo do metabolismo energético, para a
producéo de energia em resposta ao treinamento fisico aerébio, é fundamental para
um bom desempenho durante a realizacéo de exercicios fisicos adequados, capazes
de promover efeitos positivos aos praticantes.

Realizado na duracéo e intensidade adequadas, o exercicio fisico aerobico
tem como fonte energética predominante o acido graxo (LIMA-SILVA, 2006), com
possivel reducao de adiposidade (XU et al., 2011) e menor peso corporal de individuos
treinados comparados com individuos nao treinados (HOWARD; FLIER, 2006). De
fato, o exercicio fisico aerébico € amplamente recomendado como uma estratégia ndo
farmacoldgica para prevencao e tratamento da obesidade, e controle de peso corporal
(HUNTER et al., 2010).

A pratica de EFA de forma regular € uma medida ndo farmacoldgica efetiva
na prevencao e tratamento de fatores de risco cardiovascular, como hipertensao
arterial, obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e estresse diario (VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 2010). Esta medida diminui a concentragéo
plasmatica de TG e lipoproteina de baixa densidade (LDL), aumentando-se a
concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL) (KRAUS et al., 2002),
promovendo melhora no perfil lipidico sanguineo. Além disso, os efeitos do exercicio
fisico sobre o perfil lipidico sdo bem conhecidos. Sao apresentados por individuos
ativos fisicamente quando comparados a individuos sedentarios: maiores niveis de
HDL e menores niveis de TG, LDL e VLDL. Melhoras essas, independentes de sexo,
peso corporal e da adocdo de dieta (CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Somando-se a
isso, aumenta o nimero de receptores que captam o LDL do plasma, resultando em
menor exposi¢cao aos danos oxidativos (NUNES et al., 2010).

3.5 Efeitos do Exercicio Fisico Aerobico: papel da sinalizagcéo redox

Sabe-se que a maioria do oxigénio molecular é utilizado para geracao de
energia via cadeia respiratoria mitocondrial e produz ao final do processo adenosina
trifosfato (ATP) e espécies quimicas altamente reativas com biomoléculas que podem

provocar danos ao metabolismo intracelular (COOPER et al., 2002). Dentre varios
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intermediarios estao as espécies reativas de oxigénio (EROs) como anion superoxido
(‘O2), radical hidroxila (OH), e peréxido de hidrogénio (H202). Os dois primeiros sdo
espécies radicalares, enquanto o ultimo é espécie nao-radicalar (VALKO et al., 2004).
Logo abaixo esta a reacdo de Haber-Weiss que demonstra a continuidade do

processo de formacédo de EROs através do *Oz:

‘O2+ Fe(lll) < O2 + Fe(ll) Q)
2°02" + 2H* — O2 + H202 (2)
Fe(ll) + H202 — Fe(lll) + OH +OH (3)

Na reacdo 1, quando apenas um elétron se adiciona a molécula de oxigénio,
observa-se a produgcdo de 'Oz . Assim, uma enzima do sistema de defesa
antioxidante, a superoxido dismutase (SOD), possibilita que duas moléculas de "O2
se dismutem para a formacao da espécie ndo-radicalar peréxido de hidrogénio (H202),
considerado um agente oxidante fraco, como ocorre na reacdo 2. Entretanto, na
reacao 3, sabe-se que H202 tem a propriedade de atravessar membranas celulares e
poder-se unir com um elétron proveniente de metais de transicdo, Fe?* ou Cu*, e este
fator pode dar origem ao radical hidroxila (OH), que € uma das espécies radicalares
mais reativas (JENKINS & GOLDFARB, 1993).

Outros tipos de moléculas reativas formadas em meio extra mitocondrial, sédo
as ERNs. Estas moléculas sao produzidas a partir da reacéo do 6xido nitrico (‘NO)
com o oxigénio, formando (NOz2), nitrato (NO3), peroxinitrito (ONOO") (VALKO et al.,
2004; RUDOLPH, FREEMAN, 2009).

ERONs sao produzidas continuamente durante processos metabdlicos e
apresentam importantes fungdes no organismo (SEBBEN et al., 2011). As principais
EROs distribuem-se em grupos radicalares, como exemplo o (OH) e 0 ‘O2"; e grupos
nao-radicalares, como exemplo oxigénio molecular (O2) e H202. Dentre as ERNSs, tem
o0 ‘NO, nitrito (NO2), nitrato (NOgs’), peroxinitrito (ONOO") (VALKO et al., 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) (Figura 2).
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Figura 3 - Vias de formacdo de ERONs

Transporte de elétrons mitocondrial
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Fonte: Autor (2016) - Adaptado de ESSIG; NOSEK, 1997. O "O2 pode ser formado de varias maneiras.
1) Na cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial, principalmente quando esta se encontra
reduzida e é “reperfundida” pelo oxigénio; 2) por enzimas como xantina oxidase (ativada ha mesma
situacdo descrita acima, onde predomina uma baixa concentracédo de ATP e alta concentracédo de AMP)
e 3) pelas enzimas NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase (SJODIN et al., 1990). ‘O, radical &nion
superoxido; OH, radical hidroxila; H202, peréxido de hidrogénio; NO, 6xido nitrico; ONOO, anion

peroxinitrito.

Desde a década de 1950 é reconhecido que o musculo esquelético produz
radicais livres (RL), termo que refere-se a atomo ou molécula altamente reativo, que
contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990). Ao final da década de 1970, tém-se as primeiras
demonstracdes de que o exercicio fisico estava associado com o aumento na
formacdo de RL e de ERONs (JACKSON; PYE; PALOMERO, 2007). Em 1978,
publicou-se a primeira evidéncia de que o exercicio aumenta a producdo de ERONs
em humanos (DILLARD et al.,, 1978). A fonte de producdo de ERONSs durante o
exercicio nao foi revelada nessa investigacdo, mas no estudo subsequente realizado
por Davies e colaboradores (1982) que demonstrou que o musculo em contracao €
proeminente fonte de ERONSs. Além disso, Balon & Nadler (1994) observaram que o
musculo em contragdo também produz ‘NO e outras ERNs. Assim foi demonstrado
gue musculo esquelético gera RL em baixos niveis durante o repouso e em altos niveis
durante a contracdo (FERREIRA; REID, 2008).

E conhecido como parte do metabolismo e sob condicdes fisioldgicas normais,

gue a maioria das ERONSs é produzida na cadeia respiratéria mitocondrial, pela qual



41

de 90% a 95% do oxigénio consumido é reduzido & agua (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Enquanto isso, cerca de 5% do oxigénio consumido é reduzido
a uma forma muito comum de radicais livres nos meios biolégicos, o ‘Oz, como €&
estabelecido na literatura. No exercicio fisico ocorre, em torno de 100 vezes, aumento
nas fibras musculares ativas e 25 vezes o volume de oxigénio total consumido (VO2)
(SJODIN et al., 1990). E de acordo com Jenkins & Goldfarb (1993), o ‘O2" pode ser
formado de diversas maneiras.

Em sistemas bioldgicos, as ERONSs, despertaram grande interesse devido a

sua importancia nos eventos patolégicos e fisiologicos.

3.5.1 Exercicio Aerdbico: papel do eixo ‘NO/Arginase

Atualmente, a regulacdo dos niveis de ERONs é fundamental para o
estabelecimento do equilibrio redox. Apesar de dispor do sistema de defesa
antioxidante dividido em enzimatico e ndo enzimatico, pesquisas mostram que ha
possibilidade de ocorréncia de estresse oxidativo durante o exercicio, pois 0 consumo
de Oz aumenta significativamente, ocasionando maior formacao de ERONSs.

Evidéncias experimentais mostram que o ‘NO também pode influenciar no
equilibrio oxidante/antioxidante (REID, 1998).

Em 1987, quando foi identificado como fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF - Endothelium-Derived Relaxing Factor), a importancia do "NO como agente
sinalizador intracelular e extracelular foi relatada, sendo descrita a sua participacéo
Nnos mecanismos responsaveis pela vasodilatacdo (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
FURCHGOTT, 1999). Nesse mesmo tempo, descobriu-se que o ‘NO, pode ser uma
substancia potencialmente toxica, assim como pode contribuir positivamente no
metabolismo humano (ZILBERSTEIN; FLORA-FILHO, 2000), ou seja, pode ser tanto
agente oxidante quanto redutor, dependendo do meio em que se encontra, e sua
reagdo com o oxigénio gera NO2 e NOz . O "NO € uma molécula gasosa, inorganica
e de baixo periodo de meia vida, altamente reativa se combinando facilmente com o
oxigénio e com alguns metais de transicdo; a sua alta reatividade & em funcédo da
presenca de um elétron desemparelhado (radical livre) em sua Ultima camada de
valéncia (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). A reacao que produz *NO é mediada pelas

enzimas 6xido nitrico sintase (NOS), a partir do substrato L-arginina (Figura 3).
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A producéo desta molécula, segundo Cerqueira & Yoshida (2002), é realizada
por trés isoformas das NOS que sdo hemeproteinas que possuem O mesmo
mecanismo catalitico e utilizam os mesmos substratos, co-fatores e co-substratos. A
isoforma 1, ou Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), é constitutiva, é calcio-
calmodulina dependente e esta presente principalmente em neurdnios e no 6rgéo
sexual masculino. A isoforma 2 € induzida (iNOS), ndo é célcio-dependente e é
regulada pelo estimulo imunolégico, produzindo grandes quantidades de *NO para a
defesa contra patdgenos. A isoforma 3, ou Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), é
constitutiva, produz ‘NO continuamente no endotélio em condi¢des basais. Também
é célcio-calmodulina dependente. O maior atrito nas paredes dos vasos sanguineos,
ou seja, tensdo de cisalhamento (ou shear stress) pelo aumento do fluxo sanguineo,
faz com que a eNOS aumente a producdo de ‘NO (ANDREW; MAYER, 1999;
LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010).

Figura 3 - Reacgéo catalisada pela NOS

0, +

L-arginina NADPH N-hidroxi-L-arginina L-citrulina + *NO

Fonte: Autor, 2016.
Nota: A reacdo que produz ‘NO é mediada pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS), a partir do

substrato L-arginina.

Evidéncias experimentais mostram que o ‘NO também pode influenciar no
equilibrio oxidante/antioxidante intramuscular (REID, 1998; REID; DURHAM, 2002).
Sabe-se que o "NO desempenha uma funcao de grande importancia na regulagéo do
tébnus muscular por ser um importante vasodilatador (MAEDA et al., 2004). Entretanto,
0 substrato L-arginina é via comum também para outra enzima, neste caso a arginase,
encontrada também em outros tecidos (endotélio e células musculares lisas
vasculares) (DEMOUGEOT et al., 2007; DURANTE et al., 2007; RABELO et al., 2015).
No musculo esquelético ocorre producao de *NO a partir da L-arginina, pela reacdo da
enzima NOS, que pode reagir com *Oz’, formando ONOO-, um intermediério instavel,
altamente reativo (REID, 1998).
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A grande expansao nas investigagbes acerca do °‘NO, importante
vasodilatador, deve-se ao papel central deste gas em processos fisioldgicos, inclusive
no tecido muscular, como a regulacéo do fluxo sanguineo, a angiogénese, a regulacao
metabdlica, expressdo génica e modulacdo no processo de contracdo muscular
(BREDT, 1999; REID, 2001). Neste sentido, a producdo desta molécula, além de
depender da presenca das isoformas constitutivas da NOS (cNOS, eNOS-endotelial
e nNOS-neuronal), também pode ser influenciada pela concentragéo do seu principal
substrato, a L-arginina.

Uma vez que se sabe da competicdo entre NOS e arginase pelo mesmo
substrato L-arginina, existe a possiblidade de maior atividade de uma enzima
comparada a outra, podendo ocasionar acdo antioxidante ou pré-oxidante, o que
aumenta o interesse em compreender o importante papel fisiolégico deste eixo em
resposta ao exercicio fisico. No intuito de esclarecer o mecanismo de competicao
entre a arginase e a NOS, este estudo tem por objetivo quantificar indiretamente a
producado de ‘NO, bem como avaliar a atividade da arginase.

Arginase é uma enzima central que participa do ciclo da uréia. Esta envolvida
em um conjunto de reagfes que, a partir da hidrélise de L-arginina, resulta na sintese
da uréia e L-ornitina (ASH, 2004). (Figura 4).

Figura 4 - Sintese de uréia

HzOz Uréia

L-arginina » L-ornitina

Arginase

Fonte: Autor, 2016.
Nota: A L-arginina € um aminoacido que sofre hidrélise pela acdo da enzima arginase, formando L-

ornitina e uréia. Autor, 2016.

As isoformas de arginase tém distribuicdo tecidual e compartimentalizacédo
celular diferentes. Sao duas isoformas designadas como Arginase | (Al) e Arginase |l
(All). Al & a isoforma que se encontra principalmente no citosol das células hepaticas
(RYOO; LEMMON; SOUCY, 2006; DURANTE, 2013), porém em células endoteliais e
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células do mdusculo liso vascular também est4 descrita, também como enzima
citosdlica (JENKINSON; GRODY; CEDERBAUM, 1996). Enquanto a All esta
localizada, principalmente, em tecidos extra-hepaticos, sendo uma enzima
mitocondrial distribuida em varios tecidos e 6rgaos, como rim e préstata (MORRIS et
al.,1997) e vasos sanguineos (RYOO, 2008; RABELO et al., 2015).

De acordo com Bansal e Ochoa (2003), a enzima arginase esta envolvida em
processos endogenos como regulacdo metabdlica do seu substrato, 0 aminoacido L-
arginina, e outras moléculas, como o aminoacido L-ornitina. Vale salientar que existem
mecanismos pelos quais as isoformas da arginase e da NOS interferem na agdo uma
da outra. Por exemplo, a partir de um produto da acao da arginase, as poliaminas sao
formadas e podem atuar como reguladores fisiologicos da producdo de °‘NO
(CHATURVEDI et al., 2010; CODONER-FRANCH et al., 2011). Além disso, um
intermediario endégeno formado na sintese de *NO, o Nw-hidroxi-L-arginina, é um
potente inibidor da arginase (COSTANZO et al., 2010). Diante dessas observacoes,
sabe-se da competicdo existente entre as isoformas da arginase e da NOS pelo
mesmo substrato, sendo assim um dos principais mecanismos moduladores dos
efeitos exercidos pelos produtos da atividade de ambas as enzimas (BOUCHER;
MOALI; TENU, 1999).

Uma ferramenta de grande relevancia para varios processos fisioldgicos
mediados pela sintese de "NO é o equilibrio entre a sua producdo, através das
enzimas NOS e a atividade da arginase que tem apenas L-arginina como substrato, e
seu acionamento em grande proporcéo pode implicar em resultados prejudiciais, uma
vez que o0s beneficios do ‘NO podem ser anulados, sobretudo no sistema
cardiovascular (DURANTE; JOHNSON; JOHNSON, 2007), pois o decréscimo da
biodisponibilidade desta molécula, desempenha importante papel na patogénese de
agravos cardiovasculares (VAISMAN, ANDREWS, KHONG, 2012).

Desta forma, buscam-se alternativas para amenizar os efeitos prejudiciais do
desequilibrio redox/estresse oxidativo, melhorando a capacidade antioxidante do
organismo. Nesse sentido, o exercicio fisico também pode ser uma alternativa na
prevencado e/ou no tratamento das doencas e de suas complicacdes. De Oliveira e
colaboradores (2012), expdem que o estresse oxidativo induzido pelo exercicio pode
funcionar em uma forma semelhante aos principios gerais do treinamento fisico. Isto
€, para que ocorra uma adaptagdo, o estimulo fisiolégico aplicado (neste caso, a

producdo de ERONS) deve exceder um determinado limiar minimo, sobrecarregando
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efetivamente o sistema. Se a sobrecarga é conseguida, a capacidade fisiologica do
corpo ird expandir ou adaptar, levando a melhorias na saude e/ou o desempenho
humano (FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2009).

Sabe-se que em relacdo ao exercicio fisico a producdo de ERONs é
conhecida por ser em funcgéo tanto da intensidade (GOTO et al., 2003) e duracéo
(BLOOMER et al., 2007) do exercicio, e a producédo elevada de pro-oxidantes que
excede o nivel consideravel, por sua vez, pode reduzir as defesas antioxidantes.
Desta forma, os danos oxidativos irreparaveis podem ocorrer, resultando em saude
e/ou doenca (FISHER-WELLMANN; BLOOMER, 2009). Neste contexto, mais
pesquisas sdo necessarias antes que as conclusdes definitivas sejam estabelecidas.

Apesar de muitos dados serem apresentados em relacao a investigacdes com
seres humanos, ha um grande corpo de pesquisa que evidencia o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio em modelos animais. E importante ressaltar a consisténcia nos
resultados de trabalhos com animais, provavelmente, devido ao grande grau de
controle que podem ser executadas nestes modelos e a sua homogeneidade. A
maioria dos investigadores relata que em varios tecidos ocorrem aumentos em varios
biomarcadores de estresse oxidativo, em protocolos de exercicios aerébico (MILLS et
al., 1994; GOLFARB; BLOOMER; McKENZIE, 2005). A maior viabilidade na medicao
de biomarcadores de estresse oxidativo e, no controle da natureza no modelo animal,
possibilita diminuir a escassez de estudos que exploram tecidos biolégicos como, por
exemplo, musculo esquelético, coracao, cérebro, sangue dentre outros mais.

Em nosso estudo, destaca-se o exercicio fisico aerdbico, especificamente a
natacao, que possibilita adaptacdes fisioldégicas, como a producéo de ‘NO durante sua
realizacdo. Assim, pesquisas recentes apontam o exercicio fisico como estimulador
da producéo de "NO, especificamente em niveis saudaveis para o0 organismo humano
(De OLIVEIRA et al., 2012; HIRAI et al., 2012; DIAZ et al., 2013).

Diante das premissas, é facil entender o porqué de investigar 0 eixo
‘NO/arginase, agora reconhecida como uma via reguladora fundamental do sistema
vascular, sendo grande a atencdo como possiveis alvos terapéuticos para o
tratamento de varias condi¢cdes patologicas, principalmente, para as doencas
cardiovasculares. Neste cenario, tais questdes supracitadas é o que também motiva

esta pesquisa, a relacdo "NO/arginase e o papel do exercicio fisico.
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3.5.2 Mecanismos de formacao de ERONs

Desde as observacdes iniciais citadas anteriormente, confirmaram-se que a
prépria contracdo muscular causa a producdo de ERONs em fibras musculares
(POWERS & JACKSON, 2008; SAKELLARIOU et al., 2012; GOMES et al., 2012), que
sdo importantes para adaptacao ao treinamento fisico (MASON; WALEY, 2014). Por
isso, a formacéo de ERONSs proveniente do exercicio ocorre, devido a ativacao da via
da xantina oxidase; ao estresse dos eventos ciclicos de contracdo, assim como ao
aumento da necessidade de consumo de oxigénio pelo musculo (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004).

De acordo com Jenkins, Goldfarb (1993), o *O2 pode ser formado de diversas
maneiras, como é explicado na sequéncia.

Na Cadeia de transporte de elétrons (CTE), cerca de 5% do Oz consumido
geram "Oz’, dessa forma, uma das principais formas de producéo de EROs durante o
exercicio é devido a um vazamento de elétrons na cadeira respiratoria mitocondrial
gue ocorre entre os complexos | (NADPH-ubiguinona oxidoredutase) e complexo Il
(citocromo C redutase). Estes parecem ser o0s responsaveis pela maior parte da
geracao de ‘Oz (CADENAS; DAVIES 2000) (Figura 3).
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Figura 6 - Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio através da Cadeia
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Fonte: Autor (2016) - Adaptado de BAYIR; KAGAN, 2008. Na mitocdndria, uma das formas de producéo
de ERONSs decorre de um escape de elétrons na cadeia de transporte de elétrons (CTE). Ocorrem
quatro etapas de reducéo no interior do complexo IV mitocondrial, liberando H20 como produto final da
reacdo (JENKINS; GOLDFARB, 1993). O escape de elétrons entre o complexo | e ubisemiquinona e
entre ubisemiquinona e o complexo Il parecem ser os responsaveis pela maior parte dos superéxidos
("O2) gerados (CADENAS; DAVIES 2000). Estima-se que de 2-4% do oxigénio consumido por seres
humanos seja reduzido a *O2" por mitocéndrias (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Argumenta-se que durante exercicios exaustivos a enzima xantina oxidase
(XO) pode desempenhar um papel mais importante na producédo de ERONs do que a
CTE (VINA et al., 2000; SACHDEV; DAVIES, 2007). No entanto, € mais provavel que
ambos contribuam, dependendo do tipo, intensidade e duracdo do exercicio. Nesse
sentido, a ativagdo da enzima XO pode causar a producdo de ERONs durante o
exercicio, em particular no exercicio exaustivo. Isto & explicado em reac¢des na qual o
monofosfato de adenosina (AMP), formado do trifosfato de adenosina (ATP) pela
reacao de adenilato quinase, € degradado para hipoxantina. (MCARDLE et al., 2001).
A XO é convertida e reduzida para xantina desidrogenase durante a isquemia por
proteases intramusculares, as quais necessitam de Ca*2. A XO converte a hipoxantina

para xantina e acido urico usando o oxigénio molecular como receptor de elétrons,
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sobretudo em situagdes de isquemia/reperfusio, gerando-se assim o ‘Oz (SJODIN;
WESLING; APPLE, 1990; MATSUO e KANEKO, 2001) (Figura 4).

O fluxo sanguineo é restrito em diversos tecidos e 6rgaos, durante o exercicio,
a fim de aumentar o aporte para os musculos ativos. Dessa forma, as regides privadas,
temporariamente, do fluxo entram num estado de hipdxia, maior quanto mais intenso
0 exercicio e quando se supera a capacidade aerébia maxima (VO2max). Até mesmo
0 préprio masculo ativo entra em estado de hipoxia por insuficiéncia do aporte
energético. Ao final da atividade intensa, todas as areas afetadas sao reoxigenadas,
compreendendo o fendmeno de isquemia-reperfusédo, com a conhecida producgéo de
EROs (PARKER, 1997; RAMEL et al., 2004).
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Figura 7 - Mecanismo de producéo de radicais livres pela acdo da xantina oxidase
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Fonte: MIRANDA et al. (2004). Véarias enzimas catalisam a reducdo de Oz por um elétron. Uma
flavoprotéina, xantina oxidase (XO), catalisa a converséo de hipoxantina em xantina. No mecanismo
desta reacdo forma-se radical &nion superéxido ("Oz’), e este participa como intermediario nas reagdes
que formam o peréxido de hidrogénio (H202). ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato;
AMP, adenosina monofosfato; Ca**, calcio; Oz, oxigénio molecular; SOD, superoxido dismutase; H20,

agua; OH, radical hidroxila.

ERONSs séo produzidas normalmente pelo metabolismo celular e sugere duplo
papel desempenhado no organismo, sendo prejudiciais em algumas ocasides e
benéficas em outras. Essas espécies auxiliam na defesa do organismo contra agentes
infecciosos e envolvidas em sistemas de sinalizagédo celular, estando em baixas e
moderadas concentracfes. Em niveis elevados, estas produzem dano celular
conhecido como estresse oxidativo (VALKO et al., 2007), definido como resultado de
mudancas no estado redox com predominio dos sistemas organicos pro-oxidantes
sobre os antioxidantes (ORTUNO-SAHAGUN, PALLAS & ROJAS-MAYORQUIN,
2014).
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Estresse oxidativo € um assunto amplamente difundido na atualidade, uma
vez que estd intimamente ligado a ocorréncia de algumas doengas, tais como
aterosclerose, cancer, e também ao processo de envelhecimento (PISOSCHI & POP,
2015), devido a elevada producédo de EROs que supera a capacidade antioxidante
intracelular de elimina-las (FINAUD, LAC & FILAIRE, 2006). Entretanto, na tentativa
de diminuir e/ou atenuar possiveis danos, nosso organismo possui um complexo e
bastante eficiente sistema de defesa antioxidante. Esse sistema € composto de
elementos enzimaticos, como a catalase, a SOD e a glutationa peroxidase (GPXx);
além de elementos ndo-enziméticos como o acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), o selénio, a glutationa, a ubiquinona e os flavonoides, sendo a maioria
destes compostos ndo enzimaticos fornecidos ao organismo humano, através da
alimentacdo (URSO & CLARKSON, 2003; TSAKIRIS et al., 2006; DERESZ et al.,
2007).

Vale salientar que no esfor¢o intenso é observada a formacdo de ERONS,
entre outras espécies reativas. Na realizacdo de exercicios fisicos extenuantes e/ou
de longa duracédo, ocorre um aumento na producdo de ERONSs, ‘Oz, OH" (0 mais
potente dos oxidantes) e H202, que ndao atua como radical mas como um agente
oxidante gerando o OH" (JI et al., 2004; WILLIAMS et al., 2006; NEUBAUER et al.,
2010;). Conforme Jenkins e Goldfarb (1993), 2 a 5% do O2 consumido dao origem a
ERONSs, as quais apresentam grande capacidade reativa, podendo contribuir para o
desequilibrio intracelular, devido a capacidade de peroxidacéo lipidica, carbonilacao
proteica, causar dano ao DNA, bem como levar a morte celular (JENKINS;
GOLDFARB, 1993; Jl et al., 2004; WILLIAMS et al., 2006; NEUBAUER et al., 2010).

3.6 Modelos Experimentais de Treinamento Fisico

O embasamento cientifico é escasso para justificar a utilizacdo de modelos de
treinamento, provavelmente pela inviabilidade de implementacdo de novos métodos
e/ou protocolos, assim como, a inexisténcia de modelos humanos absolutamente bem
controlados (ARAUJO et al., 2010). No entanto, existe uma vasta literatura “sugerindo”
varias maneiras de treinamento. Desse modo, modelos animais sdo importantes para
estudar processos patofisiologicos de doencas assim como compreender

mecanismos fisioldgicos dos sistemas (HUNNING, 2014).
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Apesar de relevante a evolugdo da fisiologia do exercicio, o estudo de
mecanismos fisioldgicos depende de técnicas invasivas e a avaliacdo dos efeitos do
treinamento fisico nem sempre sdo possiveis de serem realizados em humanos.
Diante desta dificuldade, tem-se como opcédo a utilizacdo do modelo animal para o
treinamento e o estudo das adaptacées que ocorrem em resposta ao treinamento,
apesar de possiveis limitagdes.

Considerando-se relevante a necessidade de estudos para investigar os
efeitos do exercicio fisico, a utilizacdo de modelos experimentais animais para verificar
os efeitos do exercicio fisico, agudo ou crénico tem sido uma opcdo para a
investigacdo de diversas questbes, pois € ferramenta importante na manipulacéo de
variaveis como duracdo, frequéncia, intensidade e tipo de treinamento, o que
possibilita melhor controle das respostas fisioldégicas geradas pelo treinamento fisico
(GOBATTO et al., 2001; VOLTARELLI et al., 2002; MANCHADO et al., 2005).

Tratando de treinamento fisico aerdbico, este, quando aplicado
experimentalmente, pode variar quanto a intensidade, duracéo, frequéncia semanal e
o tempo de treinamento. Diferentes protocolos de treinamento fisico foram testados
em modelos animais de pequeno porte como camundongos que sdo também muito
utilizados em estudos, devido a seu curto ciclo de vida, curto periodo de reproducéo,
o tamanho pequeno do animal, facil manipulacdo, baixo custo de manutencao, além
do baixo custo para a pesquisa (HUNNING, 2014). No caso de camundongos, como
principais protocolos tém-se as atividades voluntarias em rodas de correr (ALLEN et
al., 1985) e exercicios forcados como esteira (PLOUGHMAN & GRANTER-BUTTON
et al., 2005; FERREIRA et al., 2007) e natagdo (OSTMAN & NYBACK, 1976; KAPLAN
et al., 1994; MEDEIROS et al., 2004).

Frequentemente utilizada, a natacdo, apesar das criticas por parte de alguns
autores no que concerne a temperatura da agua e estresse forcado, apresenta
vantagens como baixos custos em comparacao a esteira rolante e é considerada uma
habilidade inata destes animais (ARAUJO, PAPOTI et al., 2007). Estudos realizados
com esse modelo revelam coeréncia de adaptacdes ao treinamento fisico semelhante
as observadas em humanos e ratos treinados em esteira rolante (VOLTARELLI,
GOBATTO et al., 2002; DE ARAUJO, PAPOTI et al., 2007; De ARAUJO et al., 2012;
DAVIES et al., 2013).

Dentre vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de exercicio, a natagéo

€ amplamente escolhida, além do seu devido baixo custo, merece destaque também
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o0 alto desempenho dos animais submetidos & natagdo, uma vez que os camundongos
e ratos sdo nadadores inatos, 0 que evita a necessaria selecdo de animais. No que
tange a comparacao entre corrida e natacdo, de acordo com a American Physiological
Society, esta ultima € considerada fisicamente menos traumatica para os animais,
uma vez que nao ha lesbes nas patas e/ou choques elétricos (KREGEL et al., 2006).

Embora ndo sejam muitas vezes consideradas na realizacdo do exercicio,
caracteristicas como adaptacéo, tipo de exercicio, intensidade, frequéncia e duracéo
entre outros devem ser escolhidos, cautelosamente, a fim de obter adaptacbes
fisiologicas benéficas, contrarias aos efeitos negativos advindos de respostas do
estresse cronico (KREGEL et al., 2006).

Dentre as diferentes formas de aplicacdo de treinamento fisico em animais, o
exercicio de caracteristica aerObia tem gerado grande interesse por Varios
pesquisadores.

Sendo assim, Evangelista, Brum & Krieger (2003) estudaram as inter-relacoes
entre intensidade, frequéncia e duracao do treinamento fisico com natacéo, visando a
caracterizacdo de um protocolo de treinamento fisico com natacdo para camundongos
para promo¢do de ajustes aerObios e desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
excéntrica, também denominada fisiologica, nesta espécie animal de linhagem
C57BL/6. Considerando aspectos relevantes como a fisiologia da espécie e teorias do
treinamento fisico no seu estudo, atualmente estas informacdes tém aplicabilidade em
estudos de mecanismos envolvidos na génese da hipertrofia cardiaca fisiolégica e
ajustes cardiovasculares em resposta ao treinamento fisico.

Como é visto na literatura cientifica, os protocolos de natagdo previamente
desenvolvidos pelos autores supracitados sdo muito utilizados para obtencédo das
adaptacdes resultantes do treinamento fisico.

Somando-se as caracteristicas peculiares de cada estudo e, aplicando-se o
protocolo de forma adequada para os objetivos do estudo, desenvolveu-se muitos
trabalhos, os quais investigaram: a atividade vagal cardiaca e a inducgéo de hipertrofia
cardiaca com o treinamento fisico em natacdo (MEDEIROS, et al., 2004); a influéncia
no aumento da dose do gene da enzima conversora da angiotensina (ECA) sobre a
magnitude do hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio (EVANGELISTA &
KRIEGER, 2006); a disfuncéo e insuficiéncia cardiaca (IC) em camundongos induzida
por hiperatividade simpatica e sua prevencao e tratamento, modelo genético de IC,

sendo esse modelo experimental submetido ao protocolo de natagdo por 8 semanas
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com uma sessao por dia/5 dias na semana (MEDEIROS, 2006; MEDEIROS et al.,
2008); assim como, os efeitos do treinamento fisico sobre alteracdes do metabolismo
energético induzidas pelo diabetes em camundongos com 1 ou 3 copias do gene da
ECA (BERGAMO, 2012).

Desta forma, para determinacdo de um protocolo de treinamento fisico
aerdbico, o método utilizado para promocao de adaptacdes fisiolégicas depende da
guantidade de treinamento fisico, a qual é determinada pelas variacdes de treino pelo
meio da alteracdo da intensidade, do volume e frequéncia de treinamento fisico
(MELLEROWICS & MELLER, 1978), associada a qualidade do treinamento que é
determinada pela especificidade do exercicio fisico (MATHEWS & FOX, 1976), a
combinacédo adequada desses fatores com as caracteristicas e exigéncias fisicas da
espécie € fundamental para a otimizacdo das adaptacbes ao treinamento
(EVANGELISTA, 2003). Ressalta-se que no presente estudo as variaveis alteradas
foram frequéncia e duragéo do treinamento.

Estes modelos geralmente visam estimular respostas a um treinamento com
predominancia de metabolismo aerdbio, pois este € um tipo de exercicio que esta
associado com beneficios & saude em geral.

Somando-se as premissas supracitadas, modelos animais apresentam
importancia fundamental nestes estudos, pois podem ter as condi¢cdes genéticas e
ambientais controladas, contrariamente aos aspectos éticos relacionados as
investigacdes com humanos diante da complexidade etioldgica (TOYE et al., 2007).

Diante do exposto, os fatores mencionados corroboram na validacdo deste
modelo animal para estudos dessa natureza, e, desta forma, o C57BL/6 foi utilizado

no presente estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos

Durante todo o procedimento com 0s animais experimentos, obedeceu-se aos
principios éticos e legislacdo vigente. Todos os procedimentos foram conduzidos com
rigor ético e de acordo com os principios postulados pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas (nimero de protocolo 25/2014,
ANEXO).

4.2. Grupo amostral

Utilizou-se camundongos machos C57BI/6 (provenientes do Biotério Central
da UFAL) com idade entre 12-16 semanas.

Os animais foram mantidos no Laboratorio Experimental (LabExp) do
Laboratorio de Reatividade Cardiovascular (LRC/ICBS-UFAL), em condi¢Bes padréao
de experimentacdo animal, onde tiveram livre acesso a agua e racao comercial da
marca Nuvilab ad libitum, ambiente com ciclo de luminosidade de 12 horas (7:00 as
19:00 h), temperatura variando entre 22° + 1°C, bem como exaustédo de baixo ruido.

Para cada “set” experimental, os animais foram distribuidos em gaiolas
coletivas, randomicamente divididos em quatro grupos experimentais, pareados por
peso e idade: Controle (CT; n=4); treinado por 4 semanas (T4; n=6); controle (CT;
n=4); treinado por 8 semanas (T8; n=6). Os animais foram identificados com marcacéao
na orelha, sendo este procedimento simples e de rapida recuperacao (Figura 8).

Os dois (2) grupos submetidos ao protocolo de natacdo, T4 e T8,

respectivamente, treinaram durante quatro (4) semanas e oito (8) semanas.
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Figura 8 — Delineamento experimental
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4.3. Sistema de natacdo para camundongos

Inicialmente, planejou-se a construcdo de um sistema de natacdo para
implantacdo de um novo modelo experimental no LRC. Este envolvia o treinamento
fisico com natacdo em camundongos. Assim, a partir do que est4 proposto na
literatura, o grupo optou por estudar 2 (dois) protocolos de treinamento de natacdo
com o objetivo de fazer a padronizacdo de um protocolo de treinamento fisico aerdbico
do LRC para futuras pesquisas, envolvendo o exercicio fisico como intervencao para
elucidar mecanismos fisiolégicos relacionados ao metabolismo lipidico, glicémico e
equilibrio redox, visto que sado as frentes de estudo do laboratério. Neste sentido,
inicialmente, a ideia centrou-se em um protocolo de treinamento quando comparado
com outro ja padronizado e aplicado amplamente em diversos estudos, sobretudo na
area de fisiologia do exercicio. Neste sentido, procedeu-se com a adaptacdo do
sistema de natacdo proposto por Evangelista e colaboradores (2003), de acordo com
as limitagcbes e condi¢cées do nosso grupo. Desta forma, a figura 9 mostra o projeto
inicial do tanque de natacao, feito em vidro, para inicio da constru¢éo do sistema de

natacao.



56

Figura 9 - Desenho do tanque de vidro para construcdo do sistema de natacdo para
camundongos proposto por LRC/UFAL (2016)

No cenario exposto, 0 sistema de natagdo para camundongos utilizado no
LRC foi construido com base no proposto por Evangelista e colaboradores (2003),
necessario para viabilizar o treinamento fisico de animais em nosso laboratério.
Objetivou-se um instrumento de facil manuseio, de baixo custo e que favorecesse
tanto o melhor acompanhamento como visualizacdo dos animais durante o
treinamento. Nesse sentido, construiu-se uma piscina para murinos em vidro, em
formato retangular, subdividida em 12 raias de acrilico opaco, com mangueiras
conectadas a quatro (4) bombas para a saida de ar comprimido, e fixadas nas laterais
das divisorias, tendo a fixacdo de pedras porosas em cada raia responsavel pela
promoc¢do de borbulhas durante todo o periodo de treinamento, 0o que evitava a
flutuacdo dos animais (Figura 10).

O aguecimento do sistema foi feito por resisténcia e controlada por termostato,
dispostos, o primeiro na parte interna e o segundo na parte externa do tanque. O fundo
da estrutura foi posicionado de modo a néo ter contato com as divisérias, desta forma

toda a agua do sistema circulava livremente. A temperatura foi regulada para
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permanecer entre 30 e 32°C durante todo o periodo de treinamento com
monitoramento por meio de um termémetro (Marca JAD/ BOYU BT-05%), sendo a

agua trocada diariamente.

Figura 10 - Visdo superior do sistema de natagcdo para camundongos, construido com
adaptacgdes realizadas pelo nosso grupo

4.4. Treinamento fisico

O treinamento fisico murino foi realizado por natacdo. Entretanto, realizou-se
dois diferentes protocolos, um com duracao total de 4 semanas adaptado de com o
protocolo de Evangelista e colaboradores (2003) e um outro protocolo adaptado pelo
LRC com duracgédo total de 8 semanas de treinamento. O horéario do treinamento foi
11:30h - 13:00 h e 17:00h - 18:30h, sendo no periodo da tarde o horério de treinamento
do grupo gue se exercitava um vez por dia, enquanto o grupo treinado duas vez por
dia tinha o intervalo minimo de 4 horas. Frisa-se que ambos 0s grupos treinados ndo
utilizaram carga durante os treinamentos.

O protocolo utilizado foi caracterizado como treinamento de leve a moderada
intensidade e de longa duracdo, sendo efetivo na promocdo de adaptacdes
cardiovasculares e no aumento da capacidade oxidativa muscular (MEDEIROS et al.,
2004; FERNANDES et al., 2011), bem como a melhora na capacidade antioxidante
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mostrado no estudo com humanos que realizaram 6 semanas de exercicio fisico
monitorado e supervisionado (ELEUTERIO-SILVA et al., 2013). O treinamento foi
realizado com o grupo T4 em uma frequéncia de cinco dias semanais sendo o grupo
T4 submetido a duas (2) sessdes diarias com duracdo de 90 minutos; e o grupo T8
submetido a uma (1) sessdo diaria com duracdo de 90 minutos (TABELA 1).
Considerando-se a extensa variedade de fatores intervenientes na escolha do melhor
tipo de exercicio para a espécie animais de nosso estudo, de acordo com Kregel e
colaboradores (2006), destaca-se a elevada sensibilidade desses roedores. Assim,
sdo considerados os aspectos fisiolégicos do animal, levando-os, por sua vez, a
aplicacé@o do exercicio menos estressante possivel e, além disso, sem sobrecarga de
treino. Neste contexto, destaca-se nossa escolha do protocolo proposto com duracéo
de 8 semanas e apenas 1 sesséo diaria de treino. E relevante informar que durante o
treinamento com natacdo, estudou-se cuidadosamente as inter-relacbes entre
frequéncia e duracdo do treinamento fisico para promocao de ajustes metabdlicos e
oxidativos nesta espécie (EVANGELISTA; BRUM & KRIEGER, 2003).

Tabela 1. Esquema das variaveis de treinamento de natacdo utilizado no presente
estudo

Volume Intensidade Frequéncia Duracao

Protocolo Grupo N (min) (%PC) (sessbes/dia) (semanas)
1 T4 6 90 0 2 4
2 T8 6 90 0 1 8

N = Namero de animais; Volume = duracé@o de cada sessao de treinamento em minutos; PC = Peso
corporal.

De acordo com o protocolo de treinamento fisico, ambos o0s grupos treinados
passaram por adaptacéo ao meio liquido que ocorreu no proprio tanque utilizado para
0 treinamento de natacdo com o propoésito de reduzir o estresse do animal sem,
entretanto, promover adaptacdes fisiolégicas decorrentes do treinamento fisico. Nesta
adaptacao, o tempo das sessdes foi iniciado com a duracéo de vinte (20) minutos,
aumentando diariamente dez (10) minutos até atingir-se aquele estipulado no
protocolo (QUADRO 1). Apesar de nao serem submetidos ao protocolo de
treinamento, os camundongos dos grupos controles (CT4 e CT8) também foram

submetidos a adaptacéo ao meio liquido a fim de mimetizar as condi¢cdes adaptativas
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aquéticas. Para esta adaptacdo, realizou-se em duas sessdes por semana com
duracéo de 5 minutos (EVANGELISTA et al., 2003; KREGEL et al., 2006).

Tabela 2- Esquema demonstrativo do protocolo de treinamento fisico utilizado

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6 Semana7 Semana8

Segunda 20 70 90 90 90 90 90 90
Terca 30 80 90 90 90 90 90 90
Quarta D D D D D D D D
Quinta 40 90 90 90 90 90 90 90
Sexta 50 90 90 90 90 90 90 90
Sabado 60 90 90 90 90 90 90 90
Domingo D D D D D D D D

Os numeros representam o tempo em minutos de duragéo da sessao de treinamento; D= Descanso.
Fonte: Autor, 2015.

4.5. Peso corporal

Avaliou-se o peso corporal dos animais em balanca semi-analitica (0,001 g;
Shimatzu®).

4.6. AvaliacOes glicémicas

Os niveis de glicose foram determinados pela leitura no aparelho Accu-check®
(Modelo Performa, Roche®). Para tanto, os animais foram mantidos em jejum noturno
de 12 horas no dia antecedente ao sacrificio. Em seguida, os animais foram
submetidos a coleta de sangue a partir da veia caudal, apdés um pequeno corte na
ponta da cauda do animal. Com os dados dos niveis de glicose e triglicerideos,



60

utilizou-se do indice TyG, uma medida simples que reflete a sensibilidade a insulina.
O indice TyG foi calculado conforme a férmula:

[Ln TG (mg/dl) x glicemia de jejum (mg.dL1)/2]

4.7. Sacrificio dos animais

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a um jejum
de 12 horas e previamente pesados para determinacdo da dose de anestésico. As
9hs da manhd, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina com dose de
110/10 mg/kg; i.p, respectivamente. Mediu-se a circunferéncia abdominal e o
comprimento céfalo-anal (NOVELLI et al., 2006). Em seguida, através de uma
pequena incisdo logo abaixo do apéndice xifoide, realizou-se a puncéo cardiaca para
a remocéao de ~1,0 mL de sangue com seringa previamente heparinizada. O sangue
coletado foi imediatamente armazenado em gelo comum e, na sequéncia, a uma
temperatura ~4 °C, centrifugou-se a 4000rpm, por 10 minutos. Em seguida, separou-
se as amostras de plasma para posterior analises. Seguindo-se a puncao, realizou-se
perfusdo com solucdo heparinizada através do ventriculo esquerdo com ~2 vezes a
volemia do animal. Sequencialmente, a cavidade toracica e abdominal foi aberta para
a remocao dos tecidos. O coracdao foi retirado através da saida da aorta. O figado foi
removido através de corte dos ligamentos e do hilo hepatico, suspendendo o mesmo
para evitar lesdbes mecanicas no tecido. Os musculos gastrocnémios (direito e
esquerdo) nas suas porcdes medial e lateral foram retirados, posteriormente a esse
procedimento, a tibia esquerda foi dissecada e a perna do animal foi cortada acima
do joelho, com o objetivo de preservar seu comprimento para posterior mensuragao.
Além dos orgaos supracitados, retirou-se para determinagéo do peso relativo tecidual,
o tecido adiposo epididimal e perirenal, tecido adiposo marrom, rins, baco e musculo
s6leo. Depois de retirados e pesados, os tecidos foram armazenados em biofreezer,

a -80°C, para analises posteriores.
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4.8. Peso relativo de 6rgaos e da gordura visceral

Os orgéaos figado, coracédo, tecido adiposo epididimal e perirenal, tecido
adiposo marrom, rins, baco, masculo gastrocnémio e soleo de todos os animais foram
retirados, imersos em solucao salina, colocados em papel filtro e pesados em balanca
semi-analitica (0,001 g; Shimatzu®). Os valores foram normalizados pelo peso
corporal do animal correspondente e os resultados demonstrados em percentual (%),

sendo calculados conforme a equacao:

PR (peso relativo) = (Peso umido do érgéo(g)/Peso corporal final(g)) X 100

4.9. Perfil lipidico plasmatico

4.9.1. Determinacao dos niveis de colesterol total

Os niveis de colesterol foram mensurados de acordo com o método da
colesterol oxidase (Allain et al., 1974), utilizando-se kits comerciais (Labtest®). Para
tanto, 100uL da amostra, previamente diluida, assim como dos pontos da curva
padrdo de colesterol (variacdo entre 1,0 mg.dL™' e 10,0 mg.dL"), foram pipetados em
microplaca e seguidos da aplicacdo de 100uL do reagente cromdOgeno. Apds a
homogeneizacdo e incubacdo, a 37°C, durante 20 minutos, a absorbancia foi
determinada através de leitor de microplaca, a 492nm (Leitora para microplacas

Thermo Fischer Scientific®, Vantaa, Finlandia).

4.9.2. Mensuracao dos niveis de triglicerideos e VLDL

A dosagem dos niveis plasmaticos de triglicerideos foi realizada por kit
comercial (Labtest®?). O procedimento foi realizado seguindo-se as condicdes
especificadas pelo fabricante, com protocolo adaptado para microplaca. Em resumo,
100puL do reagente cromogeno foram adicionados a 100uL da amostra previamente
diluida em cada poc¢o, bem como sobre os pontos da curva padréo de triglicerideos
(variacdo entre 1,0 mg.dL" e 10,0 mg.dL™"). Apés a homogeneizacéo e incubacdo, a
37°C, durante 10 minutos, a absorbancia foi determinada através de leitor de

microplaca, a 492nm (Leitora para microplacas Thermo Fischer Scientific®, Vantaa,
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Finlandia). Utllizando as equacfes de Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972),
estimou-se as concentragdes de VLDL conforme a equagéo: VLDL = TG/5.

4.9.3. Dosagem de acidos graxos néao esterificados

A dosagem de &cidos graxos ndo esterificados (AGNE) no plasma foi
realizada utilizando-se um kit comercial (Wako Chemicals GmbH®, Neuss, Alemanha),
segundo as instrucbes do fabricante, com adaptacbes para leitura em microplaca
(Thermo Fischer Scientific®, Vantaa, Finlandia). Em resumo, 5uL da amostra e dos
pontos da curva padrdo de AGNE (variagdo entre 0,0625 mmol.L* e 1,0 mmol.L?),
foram pipetados em microplaca e seguidos da aplicacdo de 225uL dos reagentes de
trabalho (R1+R2). Apés a homogeneizacao e incubacédo, a 37°C, durante 4 minutos,
a absorbancia foi determinada através de leitor de microplaca, a 660nm (Leitora para
microplacas Thermo Fischer Scientific®, Vantaa, Finlandia).

4.10. Avaliacéo do estado redox no plasma e tecidos hepético e muscular

4.10.1. Obtencao do homogenato tecidual

Aproximadamente 100 mg de tecido (hepatico e muscular) proveniente de
cada animal dos grupos experimentais, previamente armazenados em biofreezer a -
80°C, foram transferidos para tubos apropriados, adicionou-se uma solugédo tampéo
de lise do tipo RIPA (Radiolmuno Precipitation Assay) contendo um coquetel de
inibidores de proteases (Roche®) obedecendo a uma razdo de peso/volume (P/V) de
1:10 (100mg de amostra/900 pL de RIPA). Apds a adicdo da solucdo de lise cada
amostra foi cuidadosamente homogeneizada com a utilizacdo do aparelho
homogeneizador. Ao final do processo de homogeneizagcédo cada amostra foi sonicada
por 20 segundos (ondas ultrassonicas; 40W). Na sequéncia, as amostras foram
submetidas a centrifugagdo, por 20 minutos, a 14.000 rpm, a 4°C. ApOs esse
procedimento, o sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos em

diferentes aliquotas e armazenado a -80°C para posteriores analises.



63

4.10.2 Peroxidacéao lipidica

Usado como um marcador de estresse oxidativo, este parametro foi
determinado, mensurando-se as substancias reativas ao 4&cido tiobarbitarico
(TBARS), principalmente a formacao de malonildialdeido (MDA). Este € um método
indireto conveniente para se determinar o grau de peroxidacdo lipidica. Assim, a
mensuracao destes metabalitos foi realizada em microplacas de acordo com o método
descrito por Wallin e Colaboradores (1993) com adaptacdes realizadas por Rabélo
(2004). Inicialmente, foram retirados os tubos que estavam no freezer -80°C,
colocados em uma estante com gelo, e a eles foi adicionado 10 pL do antioxidante
BHT (“butylated hydroxytoluene”; hidroxitolueno butilado; [BHT]fina = 5mM), aos 50 pL
de plasma, em seguida foi adicionado 1000 pL de uma solucédo de acido tiobarbitarico
a 1,3% (Sigma®, USA). Com os tubos fechados, durante 60 minutos as amostras
foram incubadas a 100°C, e sequencialmente centrifugadas e plaqueadas, a leitura foi
realizada em um leitor para microplacas (Thermo Fisher Scientific®, Vantaa,
Finlandia), no comprimento de onda de 532 nm e 600 nm. Os valores foram expressos
como equivalentes de MDA em pmol.mL? e normalizados pela concentracédo de
proteinas totais no plasma e/ou tecidos (Método de BRADFORD, 1976).

4.10.3. Mensuracdao da atividade da superoxido dismutase

A atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD) no musculo foi
mensurada através do kit comercial (Sigma®) em microplacas. Resumidamente, o
método utiliza um sal hidrosoluvel, o WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H tetrazdlio, sal monosddico), que € reduzido pelo *Oz, formando o
cromogeno “formazana”. A taxa de redugéao é linearmente relacionada a atividade da
enzima xantina oxidase, a qual é inibida pela SOD. Assim, a atividade desta enzima &
expressa como porcentagem de inibicdo da xantina oxidase pela SOD. Os dados

foram normalizados pela concentracdo de proteinas (Método de BRADFORD, 1976).
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4.10.4 Mensuragao da atividade catalase

A mensuracao da atividade da catalase (CAT) foi realizada em microplaca
(Nunc®, Dinamarca) nas amostras de plasma e tecidos hepatico e muscular de
acordo com o descrito por Fonseca e colaboradores (2014). A atividade enziméatica
foi normalizada pela concentracéo tecidual de proteinas (PTNs) totais, mensuradas

através do método colorimétrico de Bradford (1976).

4.10.5 Mensuracéao da atividade da arginase

Para mensurar a atividade enzimatica da arginase foi usado um método
colorimétrico (em amostras plasmaticas e teciduais) de acordo com o descrito por
FONSECA e colaboradores (2014). Os dados foram normalizados pela concentracao
de proteinas totais (BRADFORD, 1976) e a atividade enzimatica, expressa em [Ureia]

mmol.min1/[Proteina]'mL.mg*.

4.10.6 Mensuracédo de niveis de nitrito

Esta dosagem é muito utilizada como um indicador indireto da producao de
‘NO (GIRALDEZ; ZWEIER, 1998). Para tal, foi utilizado homogenato de tecido
hepatico e muscular para determinacdo colorimétrica de NO2. O homogenato foi
pipetado em microplacas e realizou-se a mensuragéo do nitrito a partir da reagéo de
Griess. Na reacdo de Griess o nitrito reage com a sulfanilamida em meio &cido. O
diazo composto formado reage com o cloridrato de N-(L-natftil)etilenodiamina (NED),
gerando um composto de coloracdo réseo. A reacao é controlada pelo tempo, e 0
produto é formado entre 10 minutos e 2 horas apés a mistura dos reagentes e a leitura
realizada espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 540nm. Para
completar esta otimizacdo, foi realizada a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford (1976).

4.11 Analises estatisticas

Para tabulacdo e andlise estatistica dos resultados foram utilizados os

programas Excel® (Microsoft) e Graph Pad Prism® 5.0, respectivamente. Os
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resultados foram apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao entre duas amostras, utilizou-se o teste t de Student conforme a
equivaléncia e normalidade dos dados. Para comparacédo entre trés ou mais grupos,
foi empregada a analise de variancia (ANOVA), segundo os efeitos dos fatores
testados (one way). Quando a ANOVA revelou a existéncia de significancia, utilizou-
se 0 pos-teste de Bonferroni, a fim de identificar quais grupos diferiram entre si. Foram

considerados estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal e avaliagéo do perfil biométrico dos animais

O peso corporal dos animais ao final dos protocolos de natacdo esti
representado no gréafico 1. Observa-se que ndo houve diferenga significativa entre os
grupos apos 4 semanas de natacdo. Contudo, 8 semanas de natacdo diminuiu
significativamente o peso corporal do grupo T8 quando comparado ao sedentario
(CT8). Somando-se, observa-se uma diminui¢cdo significativa do peso corporal do
grupo treinado por 8 semanas comparado ao grupo treinado por 4 semanas. Por outro
lado, o grupo sedentario CT8 apresentou um aumento significativo do peso corporal
comparado ao CT4, provavelmente por influéncia do incremento na idade destes

animais, uma vez que se trata de animais controle n&o submetidos aos treinamentos.

Grafico 1 — Peso corporal dos camundongos submetidos ao protocolo de natagéo de 4
e 8 semanas
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Peso corporal dos animais ao final do protocolo de natacéo por 4 e 8 semanas. Os valores
sdo expressos em gramas (g). Cada barra do grafico representa a média £+ EPM. (n=4-6).
ANOVA 1 via com p0s-teste de Bonferroni: ***p< 0,0001 T8 vs CT8, **p< 0,001 CT4 vs CT8,
*p< 0,05 T4 vs T8.

A tabela 3 mostra os resultados em relagéo as caracteristicas biométricas dos
animais. Os dados demonstram que 0s animais de ambos 0s grupos treinados
diminuiram o delta de peso em relagcédo aos seus respectivos controles, sobretudo o

grupo T8 comparado ao CT8 e demais grupos (p< 0,0001, T8 vs T4; p< 0,0001, T8 vs
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CT8). Os dados demonstram que ndo houve alteracao significativa no crescimento
dos animais, uma vez que o comprimento tibial ndo diferiu entre os grupos. No entanto,
0 grupo T8 apresentou menor comprimento céfalo-anal comparado ao grupo
sedentario CT8. Somando-se, a circunferéncia abdominal n&o diferiu

significativamente entre 0s grupos.

Tabela 3. Caracteristicas biométricas dos camundongos submetidos ao protocolo de

natacao por 4 e 8 semanas.

Grupos
Parametros
CT4 (4) T4 (6) CT8 (4) T8 (6)
A Peso corporal (g) (final —basal) | 221+0,71 1,62+0,22 8,76 +0,57 4,03 £ 0,392abc
Tibia direita (cm) 1,77+0,025 1,78+0,016 1,72+ 0,025 1,71 £ 0,016
Comprimento céfalo-anal (cm) 9,856+0,184 10,0+0,105 10,3%0,143 9,75+ 0,117¢
Circunferéncia abdominal (cm) 7,17 +£0,165 7,41+0,155 7,750,232 7,38 £ 0,140

Os valores sdo expressos em média + EPM. ANOVA de uma via, pos-teste de Bonferroni. O
namero de camundongos esté indicado entre parénteses.

a2 p <0,0001 T8 comparado com CT8
® p < 0,0001 T8 comparado com T4
¢p < 0,001 T8 comparado com T4
4p < 0,05 T8 comparado com CT8

Os valores de peso relativo tecidual estdo representados na tabela 4. Os
tecidos adiposos epididimal (p< 0,05, T8 vs CT8) e perirenal (p< 0,0001, T8 vs CT8)
aumentaram significativamente no grupo treinado por 8 semanas. De forma
diferenciada, o tecido adiposo marrom mostrou-se significativamente maior em ambos
0s grupos treinados comparados aos respectivos controles (p< 0,0001, T4 vs CT4; T8
vs CT8). O peso tecidual do figado foi significativamente diminuido no T8 comparado
ao T4, enquanto no T4 ocorreu aumento em relacdo ao CT4, e, contrariamente, ha
diminuicao estatisticamente significativa do T8 em comparac¢ao com o CT8 (p< 0,001,
T4 vs T8; T4 vs CT4; T8 vs CT8). O peso relativo do coragéo e dos rins nao diferiu
entre 0os grupos. Entretanto, observa-se uma diminuicdo significativa do peso relativo
do baco apdés o treinamento por 8 semanas (p< 0,05, T8 vs CT8). O musculo
gastrocnémio diminuiu significativamente no grupo T8 comparado ao T4 (p< 0,0001,
T8 vs T4). Por outro lado, n&o se observa diferenga entre os grupos quanto ao peso

relativo do séleo.
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Tabela 4. Caracteristicas teciduais dos camundongos submetidos ao protocolo de

natacao por 4 e 8 semanas.

Parametro Grupo CT4  Grupo T4 Grupo CT8 Grupo T8
Adiposo Epididim. relativo (%) 1,07 £ 0,121 1,11 £ 0,115 0,90 = 0,057 1,18 £ 0,0772
Adiposo Perirenal relativo (%) 0,24 + 0,057 0,20 + 0,032 0,15 + 0,0083 0,25 +0,012"
Mesentérico (%) 33.52+4.22 33.95+3.38 32.39+1.77 34.76 + 1.862
Adiposo Marrom relativo (%) 0,37 £+0,0085¢ 0,98 + 0,044 %¢ 0,25 + 0,011 0,70 £ 0,039°
Figado relativo (%) 4,35+0,10 4,81+0,1179 9 4,52 + 0,075 4,32 +0,030"
Coracgdo relativo (%) 0,55+ 0,032 0,62 £0,014 0,57 £ 0,029 0,590,014
Renal relativo (%) 1,29 £ 0,020 1,27 £ 0,058 1,27 £ 0,039 1,29 + 0,025
Baco relativo (%) 0,263 + 0,027 0,227 + 0,025 0,336 +0,024 0,243 +£0,0252
Gastrocnémio relativo (%) 1,51 £ 0,033 1,41 +£0,036°© 1,12 £ 0,017 1,10 £ 0,050
Soleo relativo (%) 0,074 = 0,0057 0,081 +0,0038 0,068 +0,0021 0,073 +0,0037

Os valores sdo expressos em média + EPM. ANOVA de uma via, pés-teste de Bonferroni.

ap < 0,05 T8 comparado com CT8

® p < 0,0001 T8 comparado com CT8
¢p <0,0001 CT4 comparado com CT8
4p < 0,0001 T4 comparado com T8

€ p <0,0001 T4 comparado com CT4
fp < 0,001 T4 comparado com T8

9p < 0,001 T4 comparado com CT4
hp < 0,001 T8 comparado com CT8

5.2 Perfil glicémico

Os niveis de glicose foram mensurados ao término do protocolo de
treinamento fisico. Observa-se, nos graficos 2A e B, os resultados do nivel glicémico
e do indice TyG, respectivamente. Nota-se uma diminui¢cdo no nivel de glicose em
jejum do grupo T8 quando comparado aos grupos CT4 e T4. Ocorreu também
diminuicdo nos niveis glicémicos no grupo CT8 comparado ao CT4 (p< 0,001 T8 vs
CT4, T8 vs T4; p< 0,05 CT8 vs CT4). Os dados observados no grafico 7B, que
representam um método indireto de avaliacdo da sensibilidade a insulina, sugere uma
melhora neste parametro induzida pelo treinamento durante 4 semanas (p< 0,001 T4
vs CT4), uma vez que o indice foi significativamente menor no grupo T4 quando
comparado ao CT4. Por outro lado, o treinamento por 8 semanas nao alterou este

parametro.
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Gréfico 2 — Avaliacao do perfil glicémico dos camundongos submetidos ao protocolo
de natacdo de 4 e 8 semanas
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A — Glicemia de jejum (mg.dL™); B — indice TyG ao final do protocolo de natac&o por 4 e 8
semanas. Cada barra do gréafico representa a média £ EPM. (n=4-6). ANOVA 1 via com p0s-
teste de Bonferroni: A **p< 0,001 T8 vs CT4, T4 vs T8, *p< 0,05 CT4 vs CT8. B **p< 0,001 T4
vs CT4.

5.3 Perfil lipidico plasmatico

No gréfico 3, tem-se as fracdes de triglicerideos, colesterol total, AGNE e
VLDL no plasma. Nao se observou alteracao significativa nos niveis de colesterol total
e AGNE plasmaéticos entre os grupos de ambos os protocolos de natacéo. Entretanto,
0s niveis de triglicerideos e VLDL plasmaticos foram reduzidos significativamente

apos 4 semanas de natagéo (p< 0,001, T4 vs CT4), mas ndo ap0s 8 semanas.



70

Gréfico 3 - Avaliacao do perfil lipidico plasmatico dos camundongos submetidos ao

protocolo de natacéo de 4 e 8 semanas
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A — Colesterol total plasmatico (mg.dL™); B — Triglicerideos plasmaéticos (mg.dL™?); C — Acidos
graxos nao esterificados no plasma (mg.dL?); D — VLDL plasmatico (mg.dL?) ao final do
protocolo de natacéo por 4 e 8 semanas. Cada barra do gréafico representa a média + EPM.
(n=4-6) ANOVA 1 via pés-teste de Bonferroni. **p< 0,001 T4 vs CT4.

5.4 Perfil Redox hepético

Ao término do periodo experimental, avaliou-se a peroxidacdo lipidica
hepatica e os resultados estdo expressos no grafico 4. Os dados indicam que nao
houve diferenca significativa entre os grupos de ambos os protocolos de treinamento
para este parametro. Da mesma forma, a atividade da enzima arginase e dos niveis
de nitrito ndo diferiram entre os grupos avaliados (Grafico 4C e D, respectivamente).
Contudo, a atividade da catalase, expressa em unidade enzimatica, aumentou
significativamente no grupo submetido ao treinamento fisico por 8 semanas (p< 0,001

T8 vs CT8; Gréfico 4B).
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Gréfico 4 — Avaliacdo do status redox no figado dos camundongos submetidos ao
protocolo de natacéo de 4 e 8 semanas
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(n=4-6) ANOVA 1 via com pés-teste de Bonferroni: **p< 0,001 T8 vs CT8.

5.5 Perfil Redox plasmatico

No plasma, observou-se uma diminui¢do significativa na peroxidacao lipidica
entre 0s grupos treinados comparado aos seus respectivos controles sedentario (p<
0,001 T4 vs CT4; p< 0,05 T8 vs CT8). A catalase plasmatica aumentou
significativamente no grupo submetido ao treinamento fisico durante 8 semanas (p<
0,001 T8 vs CT8). Contudo, a atividade da enzima arginase nao se maostrou

significativamente alterados entre os grupos avaliados (grafico 5A, B e C).
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Gréfico 5 — Avaliacdo do status redox no plasma dos camundongos submetidos ao
protocolo de natacéo de 4 e 8 semanas

A ©
3 Sedentario 2~ B
- R 3 Sedentari
o 20 Bl Treinado g © 1.001 Se _en ario
o o = @l Treinado
& 1 " g5
ET 3 & 0.754
0 o * n o
L3 I E .
o= 8 2 0507
'(F £ © E
x s O £
< 5 o £ o025
m [}
= S E
0 S = o000
=
4 semanas 8 semanas < 4 semanas 8 semanas
©
Q
S~
\© 3 Sedentario
£ © 0157 )
n = El Treinado
c 2
s 2
o
% o 0104
© £
£ J
o £
Z <
= 0.05
v £
3t
S g
S < 000
=
< 4 semanas 8 semanas

A —TBARS plasmatico (nmol/l.proteina); B — Catalase plasmatica (nmol/min/mL.proteina™);
C — Arginase plasmatica (mmol/min/mL.proteina *); D — Nitrito plasmatico (umol/L.proteina™)
ao final do protocolo de natacéo por 4 e 8 semanas. Cada barra do grafico representa a média
+ EPM. (n=4-6). ANOVA 1 via com pos-teste de Bonferroni: **p< 0,001 T4 vs CT4, *p< 0,05
T8 vs CT8.

5.6 Perfil Redox no musculo gastrocnémio

No grafico 6, observa-se gque o treinamento fisico por 8 semanas diminuiu a
peroxidacao lipidica no masculo gastrocnémio (p< 0,05 T8 vs CT8; (Grafico 6A). A
atividade da SOD foi significativamente diminuida apos 8 semanas de natacéo, tanto
comparado ao sedentario (CT8) quanto ao grupo treinado por 4 semanas (T4) (Gréfico
6B). A atividade da catalase n&o diferiu entre os grupos (Grafico 6C). Quanto a
atividade da arginase, nao foi diferente entre os grupos (Grafico 6D). Observa-se que
a concentracao de nitrito néo foi diferente entre os grupos (Grafico 6E). Considerando

os resultados citados e somando-se os dados de outros tecidos avaliados, sugere-se
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gue as respostas redox parecem ser tecido-dependente. Neste sentido, a exposi¢céo

ao exercicio crénico moderado pode levar a diminuicdo de estresse oxidativo,

aumentando a eficiéncia do sistema enzimatico antioxidante, como exemplo a

atividade aumentada a catalase no figado (Grafico 4B) e no plasma (Gréfico 5B).

Gréfico 6 — Avaliacdo do status redox no musculo dos camundongos submetidos ao
protocolo de natacéo de 4 e 8 semanas
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6. DISCUSSAO

Considerando-se a importancia de desenvolver um protocolo de treinamento
fisico adequado que, por sua vez, possa ser utilizado em estudos futuros para melhor
entender os efeitos que a prética de exercicio fisico exerce no organismo, o presente
estudo representa o primeiro de nosso grupo envolvendo o modelo animal e exercicio
fisico. Neste sentido, tem-se o intuito de contribuir para o entendimento de possiveis
beneficios em alguns parametros metabdlicos e oxidativos que, de fato, séo
modulados em resposta a prética regular de exercicio fisico.

Nossos achados demonstram que 0s animais submetidos ao protocolo de
natacdo apresentaram mudancas metabdlicas e oxidativas, observadas,
principalmente, através do aumento da eficiéncia do sistema enzimatico antioxidante.
Em estudo antigo, Oscai & Holloszy (1969) observaram associagdo de maior gasto
calérico e menor ingestao de alimentos, resultando em reducéo de peso corporal de
animais submetidos a exercicios prolongados e vigorosos. Segundo Hunter e
colaboradores (2010), é recomendado para manutencdo e/ou controle de peso
corporal o treinamento fisico aerdbico, sobretudo pelo aumento do gasto caldrico,
interferindo, consequentemente, no equilibrio energético. Em nosso estudo, animais
treinados durante 8 semanas apresentaram reducdo no peso corporal, o que sugere
demanda metabdlica superior quando comparados aos sedentarios. Em animais,
esses resultados demonstram o que, clinicamente, na literatura € consensual, ou seja,
o0 exercicio fisico, principalmente de predominancia aerdbia e praticado regularmente,
pode causar maior mobilizacdo dos estoques lipidicos, sendo capaz de alterar a
composicao corporal, possivelmente levando a reduc¢do da massa gorda e aumento
da massa magra com captacdo de acidos graxos (SILVEIRA et al., 2008). Contudo,
em humanos, os mecanismos abordados ainda ndo séo claros.

Como é observado em diversos estudos, o treinamento fisico favorece a
utilizacdo de lipidios como fonte energética, causando a reducdo do peso corporal
(KEITH et al., 2006; GOLLISCH et al., 2009). Entretanto, a maioria dos estudos diz
respeito ao tipo de exercicio de resisténcia ou aerébio que mobiliza
predominantemente reservas de gordura corporal como fonte de energia (SLENTZ et
al., 2011; BRAY, 2012).

De acordo com Zanella e colaboradores (2011), ainda ndo ha um consenso a

respeito de qual o melhor tipo de exercicio ou intensidade que deveria ser praticado,
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embora a pratica de exercicios fisicos possa ser benéfica para a saude. Nesse
sentido, salienta-se, no presente trabalho, a importancia da adequacéo de variaveis
como duracgao e frequéncia do exercicio para melhores respostas sobre parametros
fisiologicos.

No que concerne ao metabolismo glicémico, o que € discutido na literatura
cientifica € que o exercicio fisico aerébio regular atua sobre mecanismos que
contribuem para a homeostasia da glicose. Segundo De FRONZO (2004), um grama
de musculo pode remover do sangue mais glicose do que um grama de tecido
adiposo, considerando um estimulo insulinémico equivalente. Neste sentido, ha
diferenca com relacao a participacao quando se compara o tecido adiposo e o musculo
esquelético, essa diferenca € acentuada de acordo com o condicionamento fisico:
maior capacidade para captacdo de glicose tem o musculo “treinado” mais que o
musculo “ndo treinado” (FLUCKY et al., 1994). De acordo com Pereira & Lancha
(2003), a concentracdo de GLUT 4 nas membranas aumenta em 5 vezes, de forma
independente da acao da insulina, o que otimiza o transporte de glicose para o interior
dos tecidos, frente a elevacédo da atividade contratil das fibras musculares. De acordo
com Delarue & Magnan (2007), o EFA regular pode melhorar a sensibilidade a insulina
(MANN et al., 2014). Os mecanismos envolvidos sdo aumento do conteudo do
transportador de glicose GLUT4 em resposta a insulina e ao exercicio fisico, aumento
da captacdo de glicose e aumento da capacidade do complexo piruvato
desidrogenase em oxidar a glicose (SARACENI & BRODERICK, 2007).

Embora a literatura tenha relatado associacdo entre a melhora do perfil
glicémico em individuos treinados, € importante saber o quanto o exercicio fisico seria
capaz de promover beneficios nesse parametro metabdlico. Em nosso estudo,
observou-se que o exercicio fisico aerdbico regular atua sobre mecanismos que
contribuem para a homeostasia da glicose, uma vez que o indice de resisténcia a
insulina foi diminuido apos 4 semanas de natacao, assim como a glicemia de jejum
apos 8 semanas de treinamento, corroborando com o jA bem documentado, que o
EFA age na modulagdo do metabolismo glicidico (PEREIRA & LANCHA, 2004;
PEDERSEN & FISCHER, 2007; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010,
O'NEILL et al., 2011; MANN et al., 2014; BAE et al., 2016).

De fato, s@o apontados mecanismos responsaveis pela melhora na
sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio. Destaca-se que Froberg (1972)

mostrou que apenas uma unica sessao de exercicio fisico pode promover efeitos
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benéficos para o metabolismo glicémico, enquanto Karlsson e colaboradores (1974)
mostraram que a pratica regular do exercicio pode ajudar na manutencdo desses
efeitos, pois tais efeitos gerados pelo exercicio fisico possuem respostas transitorias.
No estudo de Song e colaboradores (1998), ratos espontaneamente hipertensos
foram submetidos ao treino de natac&o o que resultou na melhora da hipertenséo, da
sensibilidade a insulina e contetdo de GLUT4 em resposta ao treinamento fisico de 4
semanas de natagao.

Mais estudos foram realizados, sobretudo os pioneiros como o0s de
Wotjaszewski e colaboradores (1999) e Luciano e colaboradores (2002) autores que
mostraram o efeito do exercicio fisico na captacéo da glicose em nivel molecular; os
primeiros mostraram que houve aumento da captacdo da glicose apos o exercicio em
animais com delecdo génica do receptor para insulina (IR). Neste sentido,
contribuindo-se com estes, os estudos de Luciano e colaboradores (2002) mostraram
que apOs uma sessao de natagdo, ratos magros tiveram uma melhor captacédo de
glicose sem haver diferenca na fosforilacdo do receptor da insulina (IR). Assim, uma
vez que a pratica do exercicio consegue fosforilar o substrato do receptor da insulina,
de forma direta, os estudos supracitados concluiram que o receptor da insulina ndo é
Unico na captacéo da glicose. Além desses, mais estudos foram realizados, como o
de Ghiasi e colaboradores (2015), os quais induziram ao diabetes, ratos wistar que
consumiram por duas semanas uma dieta (22% lipidios, 48% carboidratos e 20%
proteinas), em seguida foi aplicada uma dose de STZ (35 mg/kg) (i.p). Estes animais
foram divididos em 4 grupos que foram submetidos ao treinamento de natacao por 10
semanas, 5 dias por semana em sesséo de 60 minutos. Os resultados deste estudo
indicaram que o treinamento de natacdo melhorou o controle glicémico e a
sensibilidade a insulina no diabetes tipo 2. No estudo de Bae e colaboradores (2016),
ratos “Sprague-Dawley”, divididos em 6 grupos com dieta normal e intervengao
dietética, foram submetidos por 8 semanas ao treinamento de intensidade moderada
em corrida na esteira, 0 exercicio regular mostrou um efeito positivo sobre o
metabolismo, com melhora na obesidade e na resisténcia a insulina.

Como descrito anteriormente, diversos trabalhos tém mostrado os efeitos do
exercicio fisico na sensibilidade a insulina em uma Unica sesséo de exercicio fisico,
ou seja, o0 exercicio realizado de maneira aguda aumenta a sensibilidade a insulina
(PAULI et al., 2010). Desse modo, a melhora do perfil glicémico em resposta ao

treinamento fisico aerobio estd diretamente relacionada com as mudangcas na
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sensibilidade da via insulinica e, em adi¢&o a isso ocorrem também mudangas na via
de sinalizacao intracelular independente da insulina, como a via modulada pela
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Esta atua nas vias de captacéao de glicose
e oxidacdo de acidos graxos o que contribui no estabelecimento de homeostase
glicémica. De acordo com Holmes, Kurth-Kraczek e Winder (1999), durante o
exercicio agudo, sabe-se que a ativacdo de AMPK estimula uma maior captacdo de
glicose com o GLUT4 translocado a superficie celular esquelética. Ou seja, a melhora
da sensibilidade a insulina ocorre por meio de atuacéo direta nas vias de sinalizacao,
simultaneamente a elevacdo do consumo de glicose pelo musculo esquelético
independente de insulina, possivelmente pela via da AMPK (YOUNG et al., 2009;
JESSEN et al., 2011).

Em outros estudos, como o de Wu e colaboradores (2015), animais
experimentais que consumiram dieta high fat tiveram aumento de 4% da glicemia de
jejum na 122 semana, no entanto, o grupo que consumiu a dieta high fat e foi
submetido ao exercicio de natacdo com duracdo de 10 semanas, apos 2 semanas de
adaptacao, e apresentaram reducdo na glicemia de jejum em 30% comparado ao
sedentario que consumiu dieta padrédo. Desta forma, observa-se que diversos estudos
indicam que os exercicios fisicos promovem melhorias fisioldgicas em animais com
agravos como obesidade e hipertensao.

Em nosso estudo, 0os grupos treinados mostraram diminui¢do na concentracao
da glicose de jejum, o que pode ser justificado pela maior demanda energética,
sobretudo o grupo treinado 2 vezes ao dia que foram submetidos ao protocolo de
treinamento de 4 (quatro) semanas, apresentando efeitos mais positivos em relacéo
ao metabolismo glicémico. Como nao foram realizados testes metabdlicos, fez-se a
avaliacdo indireta da resisténcia a insulina através do calculo do indice TyG,
caracteriza-se como um importante parametro tanto de andlise como de fécil
execucdo (DU et al.,, 2014). Nesse sentido, o grupo treinado por 4 semanas
apresentou uma melhora na sensibilidade a insulina. Entretanto, diminuicéo
significativa da glicemia de jejum sé foi observada ap6s 8 semanas de treinamento
com menor intensidade.

No musculo esquelético, o exercicio fisico aumenta a captacao e oxidacao de
glicose e de acidos graxos a partir do sangue (JORGENSEN, JENSEN e RICHTER,
2007). Quando o exercicio é repetido ao longo do tempo ocorrem adaptagbes ao

treinamento fisico que incluem o aumento da expressao da proteina GLUT-4 e da
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glicogénio sintase, alteracdes nas fibras musculares e aumento da capilarizagéo.
Como uma unica sessdo de exercicio e o treinamento fisico regular melhora a
sensibilidade a insulina, sendo esta uma ferramenta considerada importante na
prevencdo e tratamento de condi¢cdes de baixa sensibilidade a insulina, como a
sindrome metabdlica e diabetes tipo 2 (WOJTASZEWSKI; RICHTER, 2006).

Riddell e colaboradores (2006) evidenciaram ser uma tendéncia a diminuicao
dos valores de glicose sanguinea tanto durante quanto apds o exercicio. Por outro
lado, vale salientar que grandes volumes de exercicios em sessfes Unicas podem
desencadear lesfes, desgastes e exaustdo, ou seja, efeitos indesejaveis a saude
(TALBOT et al.,, 2007). Isto reforca a necessidade de praticar o exercicio com
regularidade e frequéncia para obter como possivel resposta adaptativa, a
sensibilidade & insulina incrementada (CIOLAC e GUIMARAES 2004). Zanella e
colaboradores (2011) estudaram um grupo de jogadores de futebol e compararam a
um grupo de homens na populacéo geral que néo se exercitavam, observaram que a
glicemia foi maior no grupo controle quando comparado aos praticantes de exercicio
fisico. Corroborando o estudo anterior, no qual a atividade néo foi de natacéo, porém
mostrou melhora no nivel de glicemia, Cox e colaboradores (2010) mostraram que a
natagéo de intensidade moderada mostra ser mais eficiente comparado a caminhada
de intensidade moderada na melhora da resposta a insulina em mulheres sedentéarias
com idade entre 50 a 70 anos. Além disso, em estudos realizados em ratos (SONG et
al.,, 2014) e camundongos C57BL/6 obesos (MOTTA et al.,, 2015), a natacdo
demonstrou facilitar o controle da glicose e sensibilidade a insulina.

E fato conhecido o efeito de diminuicdo do peso corporal causado pelo
exercicio fisico, porém a maioria dos estudos diz respeito ao tipo de exercicio de
resisténcia ou aerdbico que mobiliza predominantemente reservas de gordura
corporal como fonte de energia (KO et al, 2004; SLENTZ et al., 2011; BRAY, 2012).
Nosso estudo mostrou que houve reducéo do peso corporal, sobretudo no grupo T8,
bem como a diminuicdo nos niveis de TG e VLDL nos grupos de animais treinados
por 4 semanas.

No contexto de avaliacao de perfil lipidico, os efeitos do exercicio fisico sao
bem conhecidos. Na execucdo do exercicio fisico, o dispéndio energético e o
requerimento de acidos graxos como fonte de energia sdo maiores (NAGAI et al.,
2004). Neste sentido, as pesquisas sugerem que o exercicio fisico pode ser uma

medida terapéutica eficiente para prevenir e/ou atenuar agravos a saude, como a
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obesidade. Dessa forma, sugerem-se mais estudos para aprofundar o conhecimento
sobre parametros desconhecidos afetados pelos exercicios fisicos e, de tal forma,
identificar se ha melhor escolha quanto as variaveis de treinamento como duracéo,
frequéncia, a intensidade e tipo de exercicio para se obter melhores resultados com
Sua pratica regular.

De acordo com Da Luz e colaboradores (2008), os TGs no plasma sao
derivados de gorduras em alimentos ingeridos ou a partir de outras fontes de energia.
TGs plasmaticos em excesso sdo, positiva e independentemente, associados a
doenca cardiovascular. Quanto a VLDL, demonstrou-se que este biomarcador se
correlaciona positivamente com TGs e pode ser independentemente associado ao
risco cardiovascular, até mesmo em individuos com niveis normais de colesterol LDL
(REN et al., 2010). Os dados do presente estudo sugerem que a pratica de EFA com
maior intensidade como o protocolo de 4 semanas exige maior demanda energética,
uma vez que houve a diminuicédo de VLDL e niveis de TG no plasma, o que, por sua
vez, pode ter refletido diretamente na sinalizacdo da insulina, como foi observado pela
diminuicao do indice TyG.

Nosso estudo ndo mostrou diferenca no colesterol total plasmético, um
predisponente a complicacdes cardiovasculares (DOMANSKI et al., 2011); nem nos
acidos graxos nao esterificados (AGNE) que, segundo Frayn, Williams & Arner (1996),
durante o exercicio, quando a gordura € mobilizada do tecido adiposo para abastecer
0s musculos que estdo trabalhando, as concentracfes podem subir um pouco, mas
muitas vezes permanecem relativamente estaveis (HODHETTS et al., 1991; ROMIJN
et al., 1993).

Meissner e colaboradores (2010) submeteram ratos a um protocolo de corrida
durante duas semanas em roda de exercicio voluntéario - € relevante observar que os
animais nem sempre correm. De acordo com as observagdes dos autores houve
diminuicdo nos niveis plasmaticos de colesterol total dos ratos exercitados
comparados aos sedentarios. No entanto, o treinamento fisico ndo ocasionou
alteracdes nos niveis de TGs. Este estudo difere do nosso, uma vez que ocorreu
diminuicao nos niveis de TG e VLDL no grupo submetido ao protocolo de 4 semanas.
Além das reservas de TGs no tecido adiposo intramuscular, algumas reservas de TGs
intramusculares também podem ser utilizadas pelo musculo em atividade, bem como
os acidos graxos plasmaticos ligados as lipoproteinas, sobretudo a VLDL, e a

albumina, que sao hidrolisadas pela lipase lipoproteica (LPL) (HOROWITZ, 2003).
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Sidossis e colaboradores (1998) sugeriram que uma das adaptacdes ao
treinamento de resisténcia é o aumento da oxidagdo de gorduras e diminuicdo da
utilizacdo de carboidratos, devido a maior entrada de acidos graxos no interior da
mitocondria. Resultados encontrados em nosso estudo, como a diferenca entre o
grupo treinado por 4 semanas comparado ao grupo controle, corroboram com outros
ja realizados, inclusive em modelos experimentais de obesidade induzidos pela dieta
hiperlipidica como o realizado por Burneiko e colaboradores (2006). Neste ultimo, foi
observado reducéo do ganho de peso, reducéo dos TGs, VLDL e colesterol em ratos
Wistar treinados com exercicio aerobico de natacado durante 8 semanas, cinco vezes
por semana.

Em outro estudo, Oh e colaboradores (2007) investigaram um modelo murino
de obesidade com deficiéncia no receptor da leptina que foi submetido ao treinamento
de natacdo durante 6 semanas. Os animais diminuiram, significativamente, o ganho
de peso corporal e massa de tecido adiposo, em comparagcdo com seus respectivos
controles sedentarios. Estes efeitos foram, particularmente, evidentes em
camundongos obesos. Esse treinamento de natacdo também causou significativas
reducdes nos niveis séricos de TGs, AGNE e colesterol total tanto nos camundongos
obesos como nos magros. Assim, esses resultados sugerem que a natacdo pode
efetivamente prevenir distirbios de ganho de peso corporal, adiposidade e desordens
lipidicas. Além disso, reforcam a importancia de estudos sobre exercicio fisico como
medida adjuvante sobre os efeitos causados pelo consumo de dieta hipercalérica,
como obesidade, sindrome metabdlica, hiperlipidemia, diabetes tipo 2.

Neste contexto, é importante saber que uma Unica sesséao de exercicio fisico,
bem como ao longo de um treinamento, pode haver aumento da atividade da LPL, o
gue significa que individuos treinados tendem a apresentar uma maior atividade dessa
enzima (CAMBRI et al.,, 2006). Corroborando, Kraus e colaboradores (2002)
afirmaram que adaptagdes ao exercicio fisico e alguns efeitos sobre as dislipidemias
sdo mais pronunciadas com o aumento de volume da sesséo de exercicios. Somado
a isso, sabe-se que a maior utilizagdo de gordura como substrato energético ocorre
proximo a 60-65% VO2max (ACHTEN, JEUKENDRUP, 2003). Neste sentido, a
predominéncia do substrato energético modifica-se a medida que a duracdo do
exercicio aumenta, sendo a fonte lipidica utilizada de forma acentuada (CROUSE et
al., 1997; FERGUSON et al., 1998; DAMASO, 2001).
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A partir dos resultados observados neste trabalho, sugere-se que é possivel
promover alteracdes benéficas no perfil lipidico, adotando-se um estilo de vida
saudavel. Uma vez que é efetiva como medida ndo farmacoldgica na prevencao e
tratamento de diversos fatores de risco cardiovascular, como hipertensao arterial,
obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e estresse (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo Arterial, 2010), a prética de exercicio fisico aerdbico regular melhora o
perfil lipidico sanguineo, diminuindo concentracéo plasmatica de TG e lipoproteina de
baixa densidade (LDL), aumentando a concentracao de lipoproteina de alta densidade
(HDL) (KRAUS et al., 2002). Além disso, na dislipidemia, os efeitos do exercicio fisico
sobre o perfil lipidico sdo bem conhecidos. Maiores niveis de HDL e menores de TG,
LDL e VLDL, séo apresentados por individuos ativos fisicamente quando comparados
a individuos sedentarios. Tais melhoras sao independentes de sexo, peso corporal e
da adoc&o de dieta (CIOLAC & GUIMARAES, 2004). Além disso, aumenta o nimero
de receptores que captam o LDL do plasma, resultando em menor exposi¢cdo aos
danos oxidativos (NUNES et al., 2010). Neste sentido, o EFA praticado com devido
controle de intensidade e frequéncia € um indicativo para melhorar o perfil glicémico
e lipidico.

O exercicio fisico aerdbico promove efeitos positivos ao organismo nao
apenas em relacdo ao metabolismo glicémico e lipidico, mas também ao perfil
oxidativo sistémico e tecidual, como visto no presente estudo. Sabe-se que o exercicio
estd associado ao aumento da formacdo de ERONSs, relacionado principalmente ao
aumento do consumo de oxigénio pelos tecidos ativos (ZOPPI et al., 2003). Levando
em consideracao fatores como intensidade, duragdo e frequéncia de treinamento,
estes podem levar a danos, pois o0 exercicio fisico intenso provoca um aumento de 10
a 20 vezes no consumo total de oxigénio do organismo e um aumento de 100 a 200
vezes na captacdo de oxigénio pelo tecido muscular, favorecendo o aumento na
producdo de ERONs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). No entanto, o treinamento
fisico também pode levar a adaptacdes benéficas como o aumento das defesas
antioxidantes.

Neste sentido, sdo crescentes as evidéncias de que ERONs ndo s6 séo
toxicos, mas também desempenham um papel importante na sinalizacao celular e na
regulacdo da expressdo do gene. Tratando de exercicio fisico, este pode provocar
estresse oxidativo quando praticado exaustivamente. O que, por sua vez, chama

atencdo em nosso estudo, porque como vimos nos resultados, em murinos, estes
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sugerem que a pratica EFA regular com uma frequéncia moderada pode aumentar a
atividade antioxidante, bem como diminuir a peroxidacgéo lipidica, ou seja diminuir os
danos ao organismo, o que parece ser um beneficio, quando comparado a pratica de
EFA regular com maior frequéncia de treino e em mais sessbOes realizadas
diariamente. Corroborando, Gomez-Cabrera e colaboradores (2005), discutem e
mostram que o exercicio extenuante provoca a oxida¢ao da glutationa e outros sinais
de danos as células. O que foi demonstrado no musculo gastrocnémio de ratos
exercitados. Utilizaram um teste de intensidade progressiva na esteira que consistia,
inicialmente, de 5 min a 11 m.min* com consecutivos incrementos de 3 m.min! a cada
5 min. Os animais correram até exaustao que foi caracterizada como a incapacidade
do animal se endireitar ao ser colocado para correr. Os ratos do grupo controle
correram por 58 £ 7 min e ratos do grupo tratado com alopurinol (inibidor de XO)
correram por 55 + 5 min (ou seja, sem diferen¢a). Desta forma o exercicio ativou a via
de NF-kB e, consequentemente, a expressao de enzimas importantes associados com
a defesa contra ERONSs, especificamente no estudo citado a SOD, e adaptacdo ao
exercicio fisico. Uma das possiveis acdes do exercicio fisico moderado é o aumento
das defesas antioxidantes em diversos tecidos como resposta adaptativa, protegendo
o organismo de acdes deletérias das ERONS (GOMEZ-CABRERA et al., 2008).

Conforme anteriormente pontuado, estudos como este supracitado,
evidenciam que a pratica regular de EFA com frequéncia e duracdo controlada,
realizado moderadamente e ndo de forma extenuante, podem resultar numa
regulacédo positiva de enzimas antioxidantes, sendo possivelmente considerado um
antioxidante. Promovendo adaptacdo benéfica como resposta ao treinamento fisico
aerobico realizado de forma crénica por um longo periodo de tempo.

Tratando-se de nosso estudo, chama-nos atencéo o protocolo de treinamento
de 8 semanas. Haja vista que comparou-se dois protocolos com duragéo e frequéncia
diferentes. Assim, as variacOes de frequéncia de treino sao realizadas em relacdo ao
namero de sessdes diarias. De acordo com autores como Tubino (1979) e Barbanti
(1994), para determinacéo de protocolo de treinamento fisico aerdbico, o método da
duracédo é importante para a promoc¢ao de adaptacdes fisioldgicas. Nesse sentido, a
combinacdo adequada dessa variavel com a frequéncia e uma intensidade leve a
moderada é fundamental e pode influenciar na magnitude das adaptacdes fisioldgicas

ao treinamento. Neste sentido, salienta-se que é intento buscar a combinacdo mais
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eficiente das variaveis do treinamento para a obtencdo de respostas positivas em
relagdo ao metabolismo lipidico e glicémico, e, sobretudo ao “status” redox.

Os mecanismos de geracéo e adaptacdo das ERONs promovidos pela pratica
de exercicio fisico tornaram-se interessantes e aumentaram de forma significativa a
partir da demonstracéo de sua relagdo com o consumo de oxigénio (CHILDS et al.,
2001). A condicao na qual a producéo de ERONSs supera a capacidade antioxidante
intracelular de elimina-las € conhecida como estresse oxidativo (FINAUD, LAC e
FILAIRE, 2006). Este assunto € amplamente difundido na atualidade, uma vez que
esta intimamente ligado a génese de algumas doencas, tais como aterosclerose,
cancer, e também ao processo de envelhecimento (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). A relacao entre exercicio fisico e o estresse oxidativo vem sendo amplamente
investigada nos ultimos 30 anos (FISCHER-WELLMAN e BLOOMER, 2009). Como
beneficio na diminuicdo de danos oxidativos, em nosso estudo, os animais de grupos
treinados tiveram menor peroxidacao lipidica, sobretudo o grupo de 8 semanas.

Somado a isso, em nossos achados, houve aumento da atividade antioxidante
da enzima CAT no plasma e no figado dos animais treinados por 8 semanas. A CAT
€ uma hemeproteina citoplasmética que catalisa a reducédo de H202 a H20 e O2. De
acordo com Murray (2014), essa enzima é encontrada no sangue, medula éssea, rim
e figado. Além desses dados, interessantemente, observou uma diminuicdo de
peroxidacdo lipidica plasmatica em ambos 0s grupos treinados e no musculo
gastrocnémio do grupo treinado por 8 semanas, sugerindo que o protocolo de
treinamento aerdbico de 8 semanas previne a oxidacdo de membranas lipidicas e,
consequentemente, a génese de doengas como aterosclerose.

Conforme estudo realizado por Schneider e colaboradores (2004), destaca-se
gue o treinamento fisico aumenta as defesas antioxidantes. No presente estudo,
observa-se que o aumento da atividade da CAT sistémica pode estar diretamente
diminuindo os niveis de H202 e, consequentemente, refletindo na diminuicdo da
lipoperoxidacdo. Somando-se, a atividade da SOD, enzima considerada como
primeira linha de defesa antioxidante, no tecido muscular apés 8 semanas de
treinamento esteve diminuida, sugerindo que o exercicio aerobico praticado com
menor intensidade e menor frequéncia pode ser mais eficaz em diminuir os niveis de
anion superoéxido e, por este motivo, 0 aumento da atividade desta enzima néo foi
requerido. Fato este que pode estar relacionado a adaptagdo do organismo a

producéo de substancias oxidativas, sendo possivel diminuir as chances de danos de
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lipidios, proteinas e/ou DNA (ANDRADE; MARREIRO, 2011). Corroborando o
exposto, houve a diminui¢cdo da peroxidacgéo lipidica muscular induzida pelo exercicio
no protocolo de 8 semanas, 0 que sugere a diminuicdo na formacdo de outras
espécies reativas e também a menor atividade da SOD, possivelmente, devido a
menos substratos como o ‘Oz .

As ERONSs sé&o produzidas normalmente pelo metabolismo celular, sugerindo
o duplo papel desempenhado no organismo, sendo benéficas em algumas ocasifes
e maléficas em outras. Em baixas e moderadas concentracdes, essas espeécies
auxiliariam na defesa do organismo contra agentes infecciosos e envolvidas em
sistemas de sinalizacéo celular. J& em niveis elevados, elas produzem dano celular
conhecido como estresse oxidativo (VALKO et al., 2007). Conforme a producao de
espécies reativas extrapola a capacidade de remocéo pelos antioxidantes endégenos,
componentes biolégicos como DNA, lipideos, proteinas e outras moléculas sofrem
alteracdes oxidativas por esses oxidantes resultando na alteracdo da célula e
podendo, assim, gerar sua morte (ISCHIROPOULOS & BECKMAN, 2003).

Sabendo-se que o exercicio fisico € um gerador de ERONSs, se praticado
moderadamente pode diminuir os efeitos do estresse oxidativo provocado pelo
exercicio extenuante, presumivelmente devido a resposta adaptativa do organismo.
Tal resultado sugere a regularidade do treinamento fisico aerébico como fator
importante no combate as ERONSs, diminuindo a possibilidade de ocorrer estresse
oxidativo, podendo ser devido a modulacdo mais eficiente da atividade de enzimas
antioxidantes. Ou seja, a pratica de EFA moderada regularmente pode proporcionar
efeitos benéficos e a diminuicdo da incidéncia de doenc¢as e uma melhor qualidade de
vida.

Neste cenario, o0 exercicio fisico regular tem capacidade de desenvolver uma
compensagcao ao estresse oxidativo, aumentando a resisténcia a essa condicao.
Merece destaque o aumento dos niveis de ERONs e danos oxidativos como
iniciadores de uma resposta adaptativa especifica, como a ativagdo das enzimas
antioxidantes e o reparo aos danos oxidativos. Independentemente do tipo de
exercicio fisico realizado, submeter-se a treinos exaustivos ou exercicios intensos,
prolongados, ou ainda, que possuem frequéncia de treinamento muito elevada estao
expostos a lesdes musculares graves e estresse oxidativo crbnico, fatos que implicam
em reducdo do volume de treinamento, prejuizo no desempenho. Entretanto, a maior

inducé&o do proprio estresse oxidativo, pode ser uma estratégia eficiente em aumentar
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a quantidade endogena de antioxidantes (FINKEL e HOLBROOK, 2000), pois,
gradativamente, aumentaria a resisténcia a lesdes induzidas pelo exercicio e
estimularia os mecanismos antioxidantes celulares (HEATH et al., 1981; EBBELING
e CLARKSON, 1989; CLARKSON e HUBAL, 2002).

Como o exercicio resulta no aumento da formagdo de ERONSs, por estar
associando com o aumento da necessidade de ATP para a geracado de energia.
Estudos como o de Radak e colaboradores (2001), mostram que uma unica Sessao
de exercicio, dependendo da duracdo e intensidade pode causar aumento da
atividade de enzimas antioxidantes e até mesmo resultar em danos oxidativos. O
exercicio fisico regular parece diminuir a incidéncia de doencgas associadas as
ERONSs, incluindo DCVs, DM tipo Il, doencas de Alzheimer e Parkinson; e seu efeito
preventivo, em parte, é devido a adaptacdo induzida por estresse oxidativo. O
processo adaptativo ndo é provavelmente dependente apenas do nivel de ERONs
gerados, mas principalmente no aumento da atividade antioxidante. Além disso, tais
efeitos parecem ser sistémicos, e 0 musculo esquelético e o figado tém funcdes
metabdlicas durante o exercicio, e a resposta adaptativa € muito semelhante, devido
as mudancas na homeostase redox (RADAK et al., 2008; HIGASHIDA et al., 2011;
RADAK et al., 2013; VENDITTI et al., 2014; GOMEZ-CABRERA et al., 2015).

Na literatura € abundante relatos sobre a adaptacéo antioxidante do musculo
ao treinamento fisico cronico (JENKINS, 1988; MEYDANI e EVANS, 1993; JI, 1995;
SEM, 1995; REID, 2001; BROOKS et al., 2008; HIGASHIDA et al., 2011; VENDITTI
et al., 2014). Nestes estudos as conclusfes gerais também demonstram a atividade
da SOD. A atividade da SOD, consistentemente aumentada com o exercicio
dependente da intensidade (HIGUCHI et al, 1985; LEEWENBURGH, 1994; POWERS
et al.,, 1994), sendo MnSOD o principal responsavel pelo aumento observado na
atividade desta enzima, enquanto a atividade da CuZnSOD é menos afetada (JI et al.,
1988). As caracteristicas da fibra muscular, tanto o recrutamento de fibras como a
capacidade intrinseca da fibra sdo um fator importante que pode influenciar na
atividade antioxidante (POWERS et al., 1994). No estudo de Higuchi e colaboradores
(1985) ratos submetidos a um longo periodo de 3 meses de treinamento de corrida,
foi verificado a atividade aumentada da SOD mitocondrial em fibras de contracéo
rapida (37%) e contracao lenta (14%), enquanto a atividade da SOD citosolica e CAT

foi diminuida. Tratando-se de CAT, estudos ainda mostram que sua atividade é
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inconsistente e controversa em resposta ao exercicio fisico (JENKINS, 1988;
MEYDANI e EVANS, 1993).

Estudos mais recentes demonstram que protocolo de exercicio agudo
exaustivo induziu uma diminuicdo da atividade da SOD por causa do aumento da
producdo de EROs em tecidos, especialmente nos musculos esqueléticos, como
afirmam Belviranli e colaboradores (2012), que mostraram em seu estudo que animais
suplementados com extrato de semente de uva submetidos ao exercicio agudo
exaustivo aumentaram o estresse oxidativo e, portanto, induziu a peroxidacgao lipidica.
No mesmo estudo, animais treinados por 6 semanas em um protocolo de treinamento
de corrida em esteira rolante € bom o suficiente para estimular a expresséo e sintese
da enzima antioxidante, promovendo aumento na atividade antioxidante. Neste
sentido, comparando grupo treinado por 6 semanas (treinamento crénico) e grupo
treinado por 30 m/min até a exaustado (treinamento agudo), a diferenca nos resultados
pode depender da diferenca de métodos de andlise e de intensidade e de duracéo do
protocolo de treinamento. Vieira e colaboradores (2013), mostraram que ratos
submetidos ao treinamento aerdbico de natacdo de 8 semanas, 1 vez/dia, apds 1
semana adaptacgdo, caracterizou-se por ser de intesidade moderada. Este estudo
mostrou que apesar de o EFA ser um gerador de ERONSs, o estimulo parece ser
compensatorio ao diminuir a peroxidacao lipidica, bem como aumentar a atividade da
enzima antioxidante CAT e dminuir a atividade da SOD que foram encontrados valores
significativamente superiores no grupo treinado comparado ao sedentario,
especificamente no masculo gastrocnémio. O que corrobora o estudo com humanos
submetidos ao treinamento monitorado e supervisionado por 6 semanas, o qual
mostrou melhora na capacidade antioxidante (ELEUTERIO-SILVA et al., 2013).

Conforme colocado, a SOD, como uma das principais enzimas antioxidantes,
esta na primeira linha do sistema de defesa antioxidante contra ERONs durante o
estresse oxidativo. No entanto, tém muitos estudos conflitantes relacionados a
mudanca desta enzima em resposta ao exercicio agudo. A SOD é uma enzima
antioxidante enddgena, e como é relatado, ratos tem atividade enzimatica aumentada
(NAVARRO-AREVALO, 1998), diminuida (OZTASAN, 2004), ou sem mudanca
(HOLLANDER, 2001), apo0s exercicio agudo. Sun e colaboradores (2016),
submeteram camundongos C57BL/6 ao exercicio agudo de natagdo em tempos de
Oh, 2h, 6h, 12h, 24h e 48h. Como resultado, mostraram a atividade da SOD total no

musculo gastrocnémio significativamente diminuida desde 6h a 48h apos o exercicio.
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O que pode estar em consonancia com a concentracdo de MDA diminuida, sugerindo
que a capacidade antioxidante destes animais pode ser atenuada ap0s o exercicio,
possivelmente devido a baixa intensidade do exercicio de natacdo implementado.

Nos graficos 6 B e C, vemos a atividade da SOD e CAT, respectivamente, a
primeira mostrou atividade diminuida em ambos grupos treinados, enquanto a CAT
ndo mostrou diferenca entre os grupos. Esta andlise mostra o que é discutido na
literatura, existem resultados controversos, necessitando de mais estudos para
investigar se a atividade é tecido-dependente ou tempo-dependente, visto que nos
graficos 4 B e 5 B, a atividade da CAT esta aumentada nos grupos treinados de 8
semanas. Atividade mensurada no plasma e no figado. Ja no musculo (grafico 6) ndo
houve diferenca na atividade da CAT. Assim, em termos de resposta ao treinamento
fisico, nossos resultados sugerem gque pode haver adaptacdo da defesa antioxidante
contra os danos dos ERONSs, considerando como boa opg¢ao um protocolo longo e né&o
exaustivo (8 semanas com 1 sesséo diaria de treino).

No presente estudo os resultados sugerem gue o treinamento aerdébico mais
intenso e com menor duracdo (2 vezes por dia durante 4 semanas) causa efeitos
diretos na melhora do perfil metabdlico glicémico e lipidico, incluindo a diminuicdo de
peroxidacdo lipidica sistémica. Entretanto, quando praticado com maior duracao e
menor intensidade (1 vez por dia durante 8 semanas), o efeito se estende aos tecidos
hepatico e muscular promovendo melhora no perfil redox, seja por diminuir as
espécies reativas seja por aumentar as defesas antioxidantes. Desta forma, este
altimo promove uma resposta adaptativa capaz de proteger os animais do estresse
oxidativo e, possivelmente, da génese e/ou manutencdo de varias doencas

metabodlicas.
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7. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados apresentados relacionados com diferentes
variaveis de protocolos de treinamento fisico (duracdo, frequéncia e intensidade,
sugerem que a duracgdo e a frequéncia do exercicio fisico aerébico promovem efeitos
para a melhora no metabolismo glicémico e lipidico, como também modulam com mais
eficiéncia a defesa antioxidante. Os efeitos positivos no metabolismo glicémico e
lipidico foram promovidos pelo protocolo de natacdo de 4 semanas, enquanto a
modulacao da defesa antioxidante foi efetiva no protocolo de natacdo de 8 semanas,
sugerindo que estas alteracbes podem ser dependentes de duracao e frequéncia de

treinamento fisico.
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8. PERSPECTIVAS

Baseado no modelo animal obtido, bem como nos achados deste trabalho,

tem-se varias frentes como perspectivas para continuacdo do mesmo, a citar:

Investigacdo de pontos chaves das vias glicémicas e lipidicas: GLUT-4,
insulina e lipolise;

Determinacéo de possiveis alteragdes cardiacas e no musculo esquelético
induzidas pelo treinamento fisico;

Finalizar a investigacdo de vias redox, sobretudo acerca de ERONs e os
marcadores de estresse oxidativo de forma complementar para elucidar as
guestdes ainda nao respondidas. Além disso, determinar a participacédo da
arginase em outros locus e das isoformas da NOS na modulagdo da sintese

de "NO em resposta ao exercicio fisico.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Durante a realizacdo de nosso estudo nao foi possivel avaliar a intensidade
do treinamento fisico dos animais. Para tanto, seria hecessario mensurar o consumo
de oxigénio durante a execuc¢do dos dois protocolos de natacdo. Dessa forma, ndo é
possivel afirmar qual o nivel de desgaste metabdlico imprimido por cada um dos
protocolos utilizados.

Além disso, os testes metabdlicos (tolerancia a glicose, resisténcia a insulina
e gliconeogénese), experimentos importantes para responder questionamentos sobre

0 metabolismo glicémico, ndo puderam ser executados.
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