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RESUMO

OLIVEIRA, Beatriz Cardoso. Avaliagéo do tratamento com extrato da Euterpe oleracea
Mart. e do exercicio fisico regular na resposta vascular e no perfil oxidativo de ratos
espontaneamente hipertensos. 2021. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2021.

A hipertensdo arterial (HA) é um dos principais fatores de risco para o0
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A pratica regular de atividade fisica é um
tratamento ndo farmacologico e o extrato hidroalcodlico do caroco do acai (ASE) tem
propriedades anti-hipertensivas, antioxidantes e promove melhora da performance fisica.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com ASE e
do exercicio fisico moderado na funcdo vascular de animais espontaneamente hipertensos
(SHR) e associar com o estado oxidativo e a performance fisica. Para isso, foram utilizados
10 ratos Wistar (CONTROLE) e 40 SHR divididos em SHR, SHR+ASE, SHR+TR
(treinamento fisico) e SHR+TR+ASE. O TR ocorreu por 8 semanas, 5 vezes por semana,
durante 30 minutos, com intensidade de 50% da velocidade méxima atingida durante o teste
de esforco, que foi realizado antes do inicio, no meio e ao final do treinamento. O ASE
(200mg/kg/dia) foi administrado por gavagem durante 8 semanas. O peso corporal e a presséo
arterial (PA) foram aferidos semanalmente. Os niveis séricos de lactato e glicose foram
dosados antes do inicio e ao final do protocolo experimental. O teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG) também foi realizado. Ao final, os animais foram anestesiados e o leito
arterial mesentérico e a aorta foram retirados para os ensaios de reatividade vascular em
resposta a acetilcolina (ACh) e noradrenalina (NE). O plasma e a aorta foram separados para
analises de marcadores da peroxidacdo lipidica, enzimas antioxidantes e niveis de nitrito. A
expressdo das proteinas peNOS (Serll77), Nrf2, Keapl, NOX4 foram avaliadas em
homogenato de aorta. A analise morfoldgica e imunohistoquimica do 8-isoprostano foram
realizadas em aorta fixada em formaldeido. O tratamento com ASE reduziu o peso corporal,
sem alteracdo adicional pelo TR. A glicemia aumentada no SHR nao foi alterada pelo ASE ou
TR, assim como ndo houve diferenca no TOTG entre 0s grupos. O ASE aumentou 0s niveis
de lactato ao final das 8 semanas. O TR promoveu uma melhora na performance fisica e o
tratamento com ASE promoveu uma melhora adicional de14% do tempo e 32% na distancia.
O ASE reduziu a PA, melhorou a resposta vascular, reduziu a espessura da parede da aorta e
aumentou os niveis de nitrito, resultando em uma melhora da funcdo vascular. Alem disso,
reduziu os marcadores do dano oxidativo e aumentou a atividade das enzimas antioxidantes.
N&o houve alteracdo na expressdo das proteinas peNOS, Nrf2, Keapl e NOX4. Desta forma,
foi possivel concluir que o tratamento com ASE promoveu um ganho adicional na
performance dos animais submetidos ao treinamento fisico e atuou na manutencdo do
desempenho adquirido. Este efeito benéfico do extrato pode ser atribuido em parte a reducéo
da PA e a melhora da funcdo vascular, o que ndo foi promovido pelo treinamento
isoladamente, associada a uma reducdo do estresse oxidativo, resultando na melhora da
disfuncéo endotelial comumente observada na hipertenséo.

Palavras-chave: Hipertensdo. ASE. Exercicio fisico. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Beatriz Cardoso. Evaluation of treatment with extract of Euterpe oleracea
Mart. and regular physical exercise on vascular response and oxidative stress in
spontaneously hypertensive rats. 2021. 89 f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
2021

Hypertension is the most important risk factor for the development of cardiovascular
diseases. The regular practice of physical activity is a non-pharmacological treatment and the
acai seed extract (ASE) with antihypertensive, antioxidant properties and improves physical
performance. Therefore, the aim of the present work was evaluate the effects of treatment
with ASE and moderate physical exercise on the vascular function in spontaneously
hypertensive rats (SHR) and associate it with the oxidative state and physical performance.
For this, it was used 10 wistar rats (CONTROL) and 40 SHR divided into SHR, SHR+ASE,
SHR+TR (training) and SHR+TR+ASE. The TR occurs for 8 weeks, 5 times a week, for 30
minutes, with an intensity of 50% of the maximum speed reached during the exercise test that
was performed before the beginning, in the middle and at the end of the TR. The ASE
(200mg/kg/day/) were administered by intragastric gavage for 8 weeks. Body weight and
artery pressure were measured weekly. Serum lactate and glucose levels were measured
before the beginning and at the end of the experimental protocol. The oral glucose tolerance
test (OGTT) was also performed. At the end, the animals were anesthetized and the
mesenteric arterial bed and aorta were removed for vascular reactivity tests in response to
acetylcholine (ACh) and noradrenaline (NE). The plasma and aorta were separated for
analysis of lipid peroxidation markers, antioxidant enzymes and nitrite level. The expression
of peNOS (Ser1177), Nrf2, Keapl, NOX4 proteins were evaluated in aorta. Morphological
and immunohistochemical analysis of 8-isoprostane were performed in aorta fixed in
formaldehyde. The treatment with ASE reduced body weight, with no further change by TR.
The increased glycemia in SHR was not altered by ASE or TR, as well as there was no
difference in OGTT between the groups. The ASE increased lactate levels at the end of 8
weeks. TR promotes an improvement in performance and treatment with ASE promotes an
additional improvement in time (14%) and distance (32%). ASE reduced BP, improved
vascular response, reduced aortic wall thickness and increased nitrite levels, improving
vascular function improvement. In addition, it reduced oxidative stress markers and increased
the activity of antioxidant enzymes. There was no difference in the expression of Nrf2, Keapl
and NOX4 proteins. The treatment with ASE promoted an additional gain in the performance
of the animals submitted to training and maintained the acquired performance. This beneficial
effect of the extract can be attributed in part to the reduction of BP and the improved vascular
function, which was not promoted by training alone, associated with reduction of oxidative
stress, resulting in the improvement of endothelial dysfunction commonly observed in
hypertension.

Keywords: Hypertension. ASE. Physical exercise. Oxidative stress
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), as doencas cardiovasculares
(DCV), definidas como disturbios que afetam os vasos e 0 cora¢do, permanecem como a
principal causa de mortalidade mundial (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).
A hipertensao arterial (HA) € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
DCV e afeta mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo, sendo 1 em cada 4 homens e 1 em cada 5
mulheres (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019). No Brasil, a incidéncia desta
patologia também é elevada. Dados do VIGITEL apontam que a prevaléncia de individuos
diagnosticados com hipertensdo no pais foi de 24,7%, sendo mais prevalente em pessoas
idosas e em estados com baixos indices de escolaridade (BRASIL, 2019).

Sendo assim, cresce a busca por formas de prevencéo e tratamento para a HA. Cerca
de 83,6% dos brasileiros com hipertenséo fazem uso de alguma medicagéo (BRASIL, 2019).
Entretanto, o controle da presséo arterial (PA) ocasionalmente pode ser comprometido em
consequéncia da baixa adesdo ao tratamento farmacologico, que pode ocorrer em virtude da
baixa renda familiar, da quantidade de medicamentos associados, da dificuldade que os
pacientes possuem de ler a embalagem dos farmacos, entre outros fatores (GEWEHR et al.,
2018). Por serem de facil acesso e baixo custo, plantas medicinais sdo amplamente utilizadas
como tratamento de diversas enfermidades, incluindo a hipertensdo (RAMOS, E.; RAMOS,
J.; DAMASCENA, 2019). Entretanto, para um melhor efeito destes recursos terapéuticos na
reducdo ou prevencdo da elevacdo da PA, é recomendado que sejam associados a alteracdes
no estilo de vida do paciente.

O sedentarismo € reconhecido como um importante fator predisponente para o
desenvolvimento ou agravamento da hipertensio (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2019) e mais de 62% da populacio brasileira ndo pratica nenhum exercicio fisico ou
esporte regularmente (IBGE, 2017). A atividade fisica é definida como um movimento
corporal produzido pelo musculo esquelético que provoque gasto energético. Um termo
comumente confundido com exercicio fisico, que é a atividade fisica planejada, estruturada e
repetitiva que tem como proposito manter ou melhorar a aptidao fisica (CASPERSEN et al.,
1985). Este treinamento promove adaptacGes no organismo em resposta ao estresse provocado
pelo exercicio e a0 aumento da demanda metabdlica, resultando em alteracdes fisioldgicas
benéficas ao nosso organismo (HOLLOSZY; COYLE, 1984), que podem variar de acordo

com o tempo, frequéncia e intensidade da atividade desempenhada.
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Hipertenséo arterial sistétmica

A pressdo arterial é definida como um produto da resisténcia vascular periférica (RVP)
pelo débito cardiaco (DC) e, qualquer alteragdo em um ou em ambos os fatores, resulta em
alteragBes nos niveis pressoricos. De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SBC), considera-se um adulto normotenso, quando as medidas da pressdo arterial sistélica
(PAS) e pressao arterial diastolica (PAD) sdo respectivamente <120 ¢ <80 mmHg. Quando
estes valores estdo entre 121 e 139 mmHg para PAS e entre 81 e 89mmHg para PAD, o
individuo pode ser considerado pré-hipertenso (MALACHIAS et al., 2016). Segundo a 7°
Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (MALACHIAS et al., 2016), a Sociedade Europeia
de Cardiologia (WILLIAMS et al., 2018) e a Sociedade Internacional de Hipertensao (Unger
et al., 2020), a hipertensao arterial sisttmica (HAS) é uma condigdo clinica caracterizada pela
elevacdo cronica dos niveis pressoricos, sendo sistdlica > 140mmHg e/ou diastolica >90
mmHg, que geralmente esta associada a alteracdes funcionais e estruturais de 6rgaos-alvo.

Além de ser um fator de risco para as DCV, a HAS é uma das principais causas de
reducdo da expectativa de vida. Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS),
metade dos pacientes acometidos por esta patologia desconhece o diagndstico. Sendo assim,
como algumas pessoas podem ndo apresentar nenhum sintoma da elevacdo da PA, é
necessario que seja feito o0 acompanhamento recorrente destes valores. Quando ocorrem, 0S
sintomas podem incluir dores de cabeca matinais, hemorragias nasais, ritmos cardiacos
irregulares, modificacdes na visdo e zumbidos nos ouvidos (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2017).

As alteracbes nos valores pressoricos podem estar ou ndo relacionadas a causas
especificas. Podem ocorrer em virtude de hiperaldosteronismo primario, feocromocitoma,
doenca renal cronica, entre outras patologias (AMODEDO et al., 2010). Nestes casos, quando €
possivel identificar o que promoveu a elevacdo dos valores pressoricos, a hipertensdo é
classificada como secundaria. Este tipo de HA é o mais raro e afeta entre 3 e 5% da
populacdo. O tipo mais comum, que acomete cerca de 95% dos pacientes hipertensos, é a
denominada hipertensdo arterial primaria, idiopatica ou essencial, quando ndo esta
relacionada a nenhuma outra patologia e a causa nio pode ser identificada (VALLEE et al.,
2019).

A manutengdo e a regulagdo momentanea da PA s&o realizadas por mecanismos

complexos que envolvem acgOes integrais dos sistemas cardiovascular, renal, nervoso e
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enddcrino. Dentre os diversos mecanismos responsaveis por esta regulacdo, dois sdo de
grande relevancia: a regulacdo neural e a regulagdo humoral (SANJULIANI, 2002). O
controle humoral € feito pela secrecdo de substancias como horménios ou fatores produzidos
localmente. Sendo assim, algumas destas moléculas podem ser transportadas pelo sangue e
atuar em diversos locais ou apenas onde foram secretadas. Dentre os mediadores humorais,
pode-se destacar a noradrenalina (NE), angiotensina Il e a vasopressina, como
vasoconstritores, e a bradicinina e a histamina, como vasodilatadores (GUYTON; HALL,
2011)

A regulacdo neural é realizada pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), através da
ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) ou parassimpatico (SNP), associado aos
barorreceptores, que Sdo mecanorreceptores responsaveis por detectar alteracdes no fluxo
sanguineo, através da deformacdo ou estiramento dos vasos (LIMA, 2017). Sao terminacdes
nervosas presentes em diversas regiGes, principalmente nas artérias aorta e car6tida,
localizados na camada adventicia destes vasos (MARTELLI, 2013). Na hipertenséo arterial ha
um aumento da atividade do SNS e uma reducdo da sensibilidade dos barorreceptores,
resultando em uma ineficiéncia dos mecanismos reguladores da PA, contribuindo ainda mais
para 0 aumento pressorico (DOMINGOS-SOUZA et al., 2021; LATERZA et al., 2008)

O tratamento da hipertensdo tem por finalidade a reducdo da PA para,
consequentemente, reduzir também os riscos de morbimortalidade, proteger os 6rgaos-alvos e
prevenir desfechos renais e cardiovasculares (MALACHIAS et al., 2016). Pode incluir
abordagens ndo farmacolOgicas como alteracdes na dieta, reducdo da ingestdo de sodio,
pratica regular de atividade fisica, moderacdo no consumo de &lcool e abandono do
tabagismo. Entretanto, quando a hipertensdo ja esta em um grau elevado, para que a PA possa
ser efetivamente controlada, geralmente € necessario a utilizagdo de um ou mais farmacos. Os
mais utilizados sdo os diuréticos, agentes simpaticoliticos, bloqueadores dos canais de calcio
(Ca?"), inibidores do sistema renina-angiotensina e os vasodilatadores, que tém como
finalidade reduzir o DC e/ou a RVP, uma vez que estes sdo os fatores determinantes da PA
(ESCHENHAGE; BRUNTON, 2019; MALACHIAS et al., 2016). Segundo James et al.,
(2014), mesmo com intervengdes farmacologicas, as modifica¢cbes no estilo de vida do

paciente sdo extremamente importantes para a efetividade do tratamento.
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Estrutura dos vasos, fungéo e disfuncéo endotelial

Os vasos sanguineos, com excecdo das vénulas e capilares, s&o compostos por trés
camadas: tunica intima, média e adventicia (Figura 1). A tunica intima ou endotélio é a
camada mais interna dos vasos e permanece em contato direto com a corrente sanguinea. E
composta por uma monocamada de células endoteliais e exerce funcdo anticoagulante, anti-
inflamatéria e reguladora do tbnus vascular, atraves da secre¢do de substancias
vasoconstritoras como prostaglandina H2 (PGH2), tromboxano A2 (TXA2) e endotelina-1
(ET-1) e substancias vasodilatadoras como prostaciclinas e o 6xido nitrico (NO), o principal
responsavel pela vasodilatacdo (CARVALHO et al. 2001; ZHAO et al. 2015).

Figura 1 — lustragdo dos componentes dos vasos sanguineos

o ) Célula endotelial
<<= Célula muscular lisa
Q Tecido adiposo perivascular
- Fibroblasto

- Fibras de colageno

Q, Terminacgdes nervosas

Fonte: Adaptada de ZHAO et.al, 2015.

O NO é um radical livre que exerce diversas fun¢ées como molécula de sinalizacao e
promove a vasodilatacdo dependente do endotélio. E produzido em resposta a agonistas como

a acetilcolina (ACh), catecolaminas e a ativacdo de mecanorreceptores pela acdo da enzima
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Oxido nitrico sintase (NOS), que converte 0 aminoécido L-arginina, em NO e L-citrulina com
0 auxilio de cofatores como tetraidrobiopterina (BH4), fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NADPH), complexo célcio-calmodulina e dinucleétido de flavina
adenina (FAD). A NOS esta presente no organismo em trés isoformas: neuronal (nNOS), a
induzivel (iNOS) e a endotelial (eNOS). E para que a sintese de NO possa ocorrer, a NOS
precisa estar em seu estado dimerizado e na presenca de todos os seus cofatores. Do contrério,
a enzima passa a produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam diversos danos
para o organismo, incluindo disfuncdo endotelial (ZHAO et al. 2015; VANHOUTTE, 2018).

A segunda camada € a tunica média, composta por células musculares lisas
responsaveis por promover efetivamente a vasoconstricdo e vasodilatacdo. Por estar em
contato direto com o endotélio, a tinica média responde aos agonistas por ele liberados. No
musculo liso vascular (MLV), o NO induz a ativacdo da enzima guanilato ciclase sollvel
(GCS), que produz monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), um mensageiro que ativa a
proteina cinase dependente de GMPc (PKG). Esta promove uma reducdo nos niveis
intracelulares de Ca®*, fazendo com que a proteina cinase da cadeia leve da miosina (MLCK)
fique impossibilitada de fosforilar a miosina, resultando na vasodilatacdo. Em alguns vasos, o
NO ¢é capaz de ativar diretamente canais de K*, promovendo relaxamento do MLV por um
mecanismo de hiperpolarizacdo (Bolotina et al., 1994). O MLV também responde a agentes
vasoconstritores como a noradrenalina que, através da ativacdo de receptores a na membrana,
provoca 0 aumento dos niveis de Ca?*, resultando na ativacio da maquinaria contratil da
célula muscular lisa (HIGASHI et al. 2004; VANHOUTTE, 2018; ZHAO et al. 2015).

A camada mais externa dos vasos, a tinica adventicia é composta por fibras de
colageno, fibroblastos, terminagdes nervosas e pelo tecido adiposo perivascular (TAPV) que
recentemente passou a ser reconhecido como um importante regulador paracrino da
homeostase e do ténus vascular, por secretar adiponectina, leptina, componentes do sistema
renina-angiotensina, citocinas inflamatorias e fator relaxante derivado de adipocitos (ADRF).
(LIAN; GOLLASCH, 2016).

Em individuos saudaveis, ha um balanco entre a liberacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRF) e dos fatores de contracdo derivados do endotélio (EDCF),
favorecendo o relaxamento dos vasos. Sendo assim, a manutencdo da integridade da camada
intima, € de extrema importancia para o adequado funcionamento do sistema vascular
(CAHILL; REDMOND, 2016). Na hipertensdo e em outras patologias, observa-se uma
disfuncédo endotelial, que pode ser definida como um funcionamento inadequado do endotélio,

caracterizado por uma reducao da resposta aos agentes vasodilatadores e aumento da resposta
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aos vasoconstritores, menor biodisponibilidade de NO e pelo aumento do estresse oxidativo
(KONUKOGLU; UZUN, 2016), um outro distarbio associado ao desenvolvimento da HAS

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo possui um papel chave na fisiopatologia de diversas doencas,
incluindo a hipertensdo (TOUYZ; BRIONES, 2010). E definido como um desequilibrio entre
a producdo de compostos oxidantes e sua remoc¢do do meio por moléculas antioxidantes, com
predominio das moléculas pré-oxidantes (JONES, 2008). As ERO e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), que podem ser radicais livres ou nao, sdo moléculas sintetizadas durante o
metabolismo do oxigénio e do nitrogénio, respectivamente, e sdo pequenas o suficiente para
se difundirem facilmente por outras moléculas bioldgicas (CAMPOS; LEME, 2018). Séo
instaveis, altamente reativas e quando produzidas em excesso, podem promover danos em
moléculas proximas como lipideos, proteinas e outros componentes celulares, resultando em
reacOes em cadeia que podem ser altamente prejudiciais (JONES, 2008; MARTELLI e
NUNES, 2014).

Durante a obtencédo de energia pelo metabolismo do oxigénio, ele é reduzido a agua,
através da incorporacdo de elétrons. Quando isto ndo ocorre de forma adequada, as ERO sdo
produzidas, como por exemplo, o &nion superoxido (O2 + e — Oy’), 0 perdxido de hidrogénio
(O2 + e + 2H —H202) e o radical hidroxila (H202 + e— OH™ + OH"). As acdes dessas
moléculas sobre os componentes celulares variam de acordo com o tempo de meia-vida,
capacidade de permear as membranas, localizacdo celular e proximidade com agentes
antioxidantes (SILVA; GONCALVES, 2010).

No contexto do sistema vascular, 0 O2", 0 OH e 0 H20> sdo as ERO mais relevantes.
Podem ser originadas atraves de mecanismos enzimaticos ou ndo. Dentre 0s enzimaticos cabe
ressaltar o desacoplamento da eNOS (VANHOUTTE, 2018) e a atividade das enzimas da
familia das NADPH oxidase (NOX) (SIES et al., 2017). Como dito anteriormente, a eNOS é
responsavel por sintetizar o vasodilatador NO. Mas, para isso, precisa estar na presenca de
seus cofatores e em seu estado dimerizado, do contrario esta enzima passa a sintetizar anion
superéxido (VANHOUTTE, 2018).

As NOX sdo enzimas primariamente expressas em fagocitos e estdo relacionadas ao

sistema imune. S&o proteinas transmembrana que atuam no transporte de elétrons para reduzir
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0 02 a O, e sdo, portanto, a principal fonte endégena de anion superdxido (SIES et al., 2017;
TOUYZ; BRIONES, 2010). Embora atuem na defesa do organismo, também sdo encontradas
em outros tecidos. As isoformas NOX1, NOX2 e NOX4 foram encontradas nos vasos e
possuem estreita relacdo com a hipertensdo e com a disfuncdo endotelial, especialmente a
NOX4, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo (CAMARGO et al., 2018).

Embora possuam essa capacidade de promover danos, quando em concentragoes
elevadas, as ERO também desempenham importantes funcdes fisiolégicas como mediadores
de vias de sinalizacdo, ativadores de fatores de transcri¢cdo, reguladores do tonus vascular,
atuam também nos processos de inflamacdo, apoptose, entre outras a¢fes que regulam a
homeostasia (TOUYZ; BRIONES, 2010). Para evitar a producdo excessiva de ERO e
subsequentes danos celulares, existem os compostos antioxidantes que podem ser de natureza
enzimatica ou nao.

As vitaminas lipossolaveis (vitamina A, D, E), vitaminas hidrossoluveis (vitaminas C
e do complexo B), assim como o0s oligoelementos (zinco, magnésio, selénio, etc.) e 0s
flavonoides derivados de plantas sdo exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos. Algumas
destas moléculas podem reagir diretamente com as ERO e neutratiza-las (PISOSCHI et al.,
2016; SILVA; GONCALVES, 2010). Dentre os antioxidantes enzimaticos, merecem destaque
as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a
catalase (CAT) (Figura 2).

A SOD é a primeira linha de defesa antioxidante e uma das enzimas mais importantes,
uma vez que dismuta 0 Oz em H20.. Em humanos, foram encontradas trés diferentes
isoformas, sendo duas intracelulares (IC) e uma extracelular (EC). A SOD1 é uma isoforma
IC, cobre-zinco dependente localizada no citosol, enquanto a SOD2, também IC, é
dependente de manganés e encontra-se na mitocondria. De forma semelhante, a isoforma
SOD3 também é uma enzima cobre-zinco dependente, mas esta localizada no meio EC
(LEWANDOWSKI, 2018).

A GPx esta localizada no meio IC e atua na reducdo do H.O, em agua. Para isso, a
GPx converte a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Posteriormente, a
glutationa redutase (GRd) regenera a GSH a partir do NADPH (BARBOSA et al, 2010).
Sendo assim, mesmo a GRd ndo sendo uma enzima com acdo antioxidante direta, ela é
importante para que o ciclo ndo paralise e a GPx possa continuar a exercer sua atividade. De
forma semelhante, a CAT €é uma proteina tetramérica, localizada no citosol e nos
peroxissomas, que também atua na dismutacdo do H.O: originando, entretanto, agua e
oxigénio molecular (O2) como produtos da reagdo (GOYAL; BASAK, 2010).
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Figura 2 — Mecanismo de agéo das enzimas antioxidantes
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Legenda: A superdxido dismutase (SOD) dismuta o Oz em H;0>, que fica livre para que as enzimas catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) possam dismuta-lo em O,+H,0 e H,0, respectivamente.
Fonte: BARBOSA et al., 2010.

A via do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) tem recebido bastante
destague como um regulador chave do estresse oxidativo. Descoberto em 1994 (MOl et al.), o
Nrf2 é uma proteina pertencente a uma subfamilia de fatores de transcricdo de ziper de
leucina bésica (bZIP) que, em condicGes fisioldgicas, estd localizada no citoplasma ligado a
duas unidades de sua proteina repressora Keapl (do inglés Kelch-like ECH-associated Protein
1), sendo ubiquitinada e posteriormente degradada no citoplasma. Quando ha um aumento da
producdo de ERO, determinados residuos de cisteina da Keapl sdo oxidados, promovendo
uma mudanca conformacional e sua subsequente dissociagdo do Nrf2. Este, por sua vez, fica
livre e é translocado para o nucleo, onde se liga a proteinas sMaf (do inglés small
musculoaponeurotic fibrosarcoma). O complexo Nrf2-sMaf se associa a uma regido

promotora, 0 elemento de resposta antioxidante (ARE), e iniciam a transcri¢cdo das enzimas
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SOD, CAT, GPx, GR, heme oxigenase 1 (HO-1), dentre outras proteinas com acéao
antioxidante (Figura 3) (BELLEZZA et al., 2018; HAHN et al., 2017; MA, 2013).

Figura 3 — Via do Nrf2
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Legenda: No estado basal, o Nrf2 esta ligado as suas proteinas repressoras Keapl, € ubiquitinado e degradado no
proteassoma. Quando hd um aumento de ERO, ele se desliga destas proteinas, é translocado para o
nlcleo, se liga a proteina Maf e, juntos, aos ARE, promovendo a transcri¢do de agentes antioxidantes.

Fonte: Adaptada de BELLEZZA et al., 2018.

O exercicio fisico de intensidade moderada promove um aumento no consumo de
oxigénio e, consequentemente, resulta na producédo de ERO, sendo frequentemente associado
a um estado agudo de estresse oxidativo. Entretanto, estudos recentes sobre o papel das ERO
nas adaptacdes ao exercicio, sugerem que a producdo aumentada de ERO pelo exercicio sem
promover estresse oxidativo parece estar integrada ao conceito de que ERO exercem um papel
importante como mensageiros secundarios para as adaptacfes vasculares ao exercicio
aerobico (TANAKA et al., 2015). De acordo com Kojda e Hambrecht (2005), a formacéo de
H-O> promovida pelo exercicio pode regular positivamente a eNOS, com consequente

aumento da sintese de NO e melhora da resposta vascular. Como o aumento dos componentes
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pré-oxidantes € um fator contribuinte para o agravamento da hipertensdo, a atenuagdo do

estresse oxidativo torna-se um excelente alvo para novas estratégias terapéuticas.

Hipertensdo arterial e a atividade fisica

A pratica regular de atividade fisica tem sido reconhecida como uma importante
ferramenta ndo farmacoldgica para o tratamento ou prevengdo da HA. Somado a isso, 0
sedentarismo € um fator de risco para o desenvolvimento de DCV (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Os efeitos benéficos ocorrem em virtude das adaptacdes
desenvolvidas pelo organismo em resposta ao estresse provocado pelo exercicio
(HAMBRECHT et al., 2003).

Durante a pratica da atividade fisica hd um aumento significativo da demanda
metabolica. Tendo em vista a elevada necessidade de oxigénio requerida pelo musculo, o
sistema vascular desenvolve melhorias para oxigenar a musculatura adequadamente, como o
aumento do fluxo sanguineo regional provocado pela vasodilatagdo local e uma reducéo da
resposta aos agentes vasoconstritores (NYBERG et al., 2015).

Neste contexto, a forca de friccdo que o fluxo sanguineo exerce sobre a parede dos
vasos, denominada shear stress, permanece elevada durante a atividade fisica e exerce uma
importante funcdo para estas adaptacdes (NIEBAUER; COOKE, 1996). Este aumento é
detectado pelos mecanorreceptores presentes no endotélio, que promovem a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo responsaveis por ativar proteinas com acdo vasodilatadora,
antioxidantes e anti-inflamatérias (RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2016).

A ativacdo destes mecanorreceptores, promove um influxo de Ca+ para o interior da
celula endotelial e consequentemente ativa vias de sinalizacdo dependentes do complexo
calcio-calmodulina (Ca%*- Calmodulina), como a via da eNOS (RODRIGUEZ-NUNEZ et al.,
2016). Além disso, o shear stress promove o aumento na fosforilagdo de proteinas envolvidas
na cascata de ativacdo da eNOS como fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), Akt/proteina cinase
B (AKT), proteina cinase A (PKA) e a proteina cinase ativada por monofosfato de adenosina
(AMPK), através da fosforilagdo da eNOS nos residuos serina 1177, 635 e 617, de forma
independente de Ca?* (ZHANG et al., 2009). Este aumento da atividade da eNOS resulta em
uma maior biodisponibilidade de NO (Figura 4). Portanto, o efeito benéfico do exercicio
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fisico esta intimamente relacionado ao aumento da fosforilagdo da eNOS dependente de Akt e
induzida pelo shear stress (HAMBRECHT, et al., 2003).

A prética regular de exercicio fisico também melhora a vascularizacdo mesentérica e a
resposta do endotélio a agentes vasodilatadores como a acetilcolina (CHEN et al., 1999,
HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Além disso, reduz a resposta aos agentes
vasoconstritores, favorecendo ainda mais a vasodilatacdo. Estudos realizados em pessoas ou
animais, tanto saudaveis como portadores de doencas cardiovasculares, mostraram que esta
acao se da atraves da reducdo da atividade simpatica (CARTER; RAY, 2015) e menor
responsividade a agentes vasoconstritores como a fenilefrina (JANSAKUL; HIRUNPAN,
1999).

Figura 4 - Cascata de ativagéo do mecanismo de vasodilatagéo

i Shear stress
Agonistas ACh

Celula endotelial

Célula muscular lisa

Vasodilatacao

Nota: Mecanismos de relaxamento das células musculares lisas. A agdo de agonistas como
ACh e o shear stress promovem a sintese de NO pelas células endoteliais que se
difunde para o musculo liso, aumenta a concentragdo de GMPc e provoca o
relaxamento da musculatura.

Fonte: Adaptada de HIGASHI; YOSHIZUMI, 2004.
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Obtensédo de energia durante a atividade fisica

Durante a pratica de exercicio fisico, a necessidade de energia requerida pelo musculo
aumenta e o estoque limitado de adenosina trifosfato (ATP) disponivel rapidamente acaba.
Para que 0 movimento continue a ser executado, 0 organismo precisa ressintetizar ATP e isto
pode ser feito de trés formas distintas: através dos metabolismos aerobio, anaerdbio latico e
anaerdbio alatico. A via aerdbia ocorre na presenca de oxigénio e utiliza preferencialmente
carboidratos e gorduras como fonte energética. A glicose obtida por essas biomoléculas
passard pela via glicolitica e originard duas moléculas de acido pirtivico e um saldo de 2
moléculas de ATP, que serdo direcionados a mitocondria onde, ao final da passagem pelo
ciclo de Krebs e pela cadeia transportadora de elétrons, irdo originar moléculas de ATP, que
serdo utilizadas pelo masculo, e ROS (NELSON; COX, 2014). Além destes diversos
processos, para que o ATP possa ser sintetizado, é necessario que o fluxo sanguineo se eleve
para que possa fornecer oxigénio suficiente, por isto, esta via de producdo de ATP é mais
lenta e demora em torno de 1 a 2 minutos para funcionar adequadamente. Sendo assim, 0s
exercicios ditos aerébicos sdo aqueles de longa duracdo e intensidade moderada (CAPUTO et
al., 2011).

As outras duas vias de ressintese do ATP nédo necessitam da presenca de oxigénio. A
producdo de energia pela via anaerdbica alatica é feita pela enzima creatina-cinase que
converte uma molécula de fosfocreatina presente no musculo e adenosina difosfato (ADP) em
creatina e ATP. Na via anaerdbia latica ocorre a passagem de glicose pela via glicolitica,
formando ATP e é&cido piravico (CAPUTO et al., 2011) que, por sua vez, serd reduzido a
lactato pela nicotinamida dinocleotideo de nicotinamida e adenina (NADH). Evidéncias
sugerem que o aumento da concentracdo de lactato pode provocar uma redugdo do pH
sanguineo e seja a causa fadiga muscular (JONES, 1989 apud WATANABE et al., 2006) pela
liberacdo de H* do 4cido latico, a forma acida do lactato (NELSON e COX, 2014).

Entretanto, para que a ressintese de ATP possa ocorrer, € necessario que haja a
captacdo de glicose pelas células. Em pacientes com diabetes tipo 2, 0 exercicio fisico reduziu
0s niveis de glicose na corrente sanguinea (FIGUEIRA et al., 2013), por aumentar a
translocacédo do transportador de glicose GLUT4 para a membrana. Esse efeito possivelmente
é mediado pelo NO ao ativar a via GCs/GMPc/PKG (HONG et al., 2014), bem como pela
reducdo da concentracdo de ATP e da formacdo do complexo Ca*-calmodulina que aumentam
a expressdo e a translocacdo de GLUT4 (RICHTER; HARGREAVES, 2013). Este efeito do
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exercicio fisico no metabolismo da glicose € benéfico também para pacientes com HA, uma
vez que quase metade das pessoas acometidas pela hipertensdo essencial desenvolvem
resisténcia a insulina (SHIMAMOTO; URA, 2006), bem como os animais SHR (YAMORI et
al., 1978) que, além disso, possuem deficiéncia na translocacdo do GLUT4 para a membrama
(CHIAPPE et al., 2004).

Este aumento da demanda energética, portanto, pode promover também um aumento
na producdo de ROS, que podem ser danosas para o organismo (Simione et al., 2018), e de

lactato, possivelmente causando fadiga muscular e reduzindo o desempenho fisico

Modelo experimental de hipertensao

Segundo a American Heart Association, os ratos espontaneamente hipertensos (SHR,
abreviado do inglés spontaneously hypertensive rats) sdo um dos modelos mais utilizados
para estudos farmacoldgicos e fisiopatoldgicos da hipertensdo (LERMAN et al., 2019). Esse
modelo experimental foi desenvolvido na Universidade de Kyoto, no Japédo, por Okamoto e
Aoki (1963), através do cruzamento entre um macho da linhagem Wistar que apresentava
hipertensdo espontaneamente e uma fémea, de mesma linhagem, com PA um pouco acima da
média. O subsequente cruzamento gerou proles onde 100% dos animais desenvolveram
hipertensdo sem que nenhum recurso cirargico ou farmacoldgico fosse necessario. Por
apresentarem uma predisposicdo genética sem etiologia especifica, os ratos SHR sdo
amplamente utilizados como um modelo experimental para a hipertensdo essencial e doengas
cardiovasculares.

Ao nascimento, 0s SHR apresentam valores pressoricos normais. A partir da 3° ou 4°
semana de vida ja possivel notar uma diferenca significativa em comparacdo ao controle
normotenso. A PAS pode continuar aumentando até a 20° semana, quando se estabiliza,
atingindo valores médios entre 190-200 mmHg (DICKHOUT; LEE, 1998). Estudos
concluiram que neste modelo h&d uma superativacdo do sistema nervoso simpético, o que
também promove um aumento da liberacdo de renina e, consequentemente, da ativagdo do
sistema renina-angiotensina. Somado a isso, 0 estresse oxidativo elevado, a disfuncéo
endotelial e a reducdo da biodisponibilidade de NO contribuem para a elevagdo da PA
(DORNAS; SILVA, 2011; RECKELHOFF et al., 2018).
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No inicio do desenvolvimento da hipertensdo, o débito cardiaco destes animais se
mostra elevado enquanto a resisténcia vascular periférica se mantém normal. Conforme a
patologia progride, o DC retorna a niveis normais, enquanto a RVP se eleva, como resultado
de uma hipertrofia da parede dos vasos (SMITH; HUTCHINS, 1979 apud DORNAS e Silva,
2011). Com o agravamento da hipertensdo, os SHR desenvolvem também uma hipertrofia
cardiaca (LIU et al., 2018) e danos renais (HULTSTROM, 2012).

Extrato hidroalcodlico do caroco do acai (ASE)

As plantas sdo utilizadas com fins medicinais desde a antiguidade e foram um dos
primeiros recursos terapéuticos com os quais a humanidade se beneficiou. Os registros mais
antigos foram encontrados na regido da Mesopotamia e datam de 2.600 a.C. O Papiro de
Ebers, de 1.500 a.C., foi escrito no Egito antigo e € um dos tratados médicos mais antigos que
se tem conhecimento, onde sdo descritos diversos tratamentos com produtos naturais
(BRANDELLI; MONTEIRO, 2017).

Os polifenois sdo compostos sintetizados pelo metabolismo secundario dos vegetais
em resposta a estimulos ambientais, no qual atuam como atrativos para agentes polinizadores,
pigmentos, antioxidantes, protegem contra os raios ultravioletas, patdgenos, predadores entre
outras funcBes. Sdo classificados de acordo com o nimero de anéis fendlicos e com seus
elementos estruturais (IGNAT et al., 2011). Sendo assim, o consumo de alimentos ricos em
polifendis pode prevenir ou tratar diversas doencas e promove muitos beneficios para a satde
(MATEUS, 2018).

A Euterpe oleracea Mart. (Figura 5) é uma palmacea pertencente a familia Arecaceae
e popularmente conhecida como acaizeiro, acai-do-Pard ou acai-verdadeiro. Amplamente
distribuida na regido Amazonica, sendo o estado do Pard o maior produtor, pode ser
naturalmente encontrada tanto em igap6s, quanto em terra firme e seus frutos sdo vistos
durante todo 0 ano (NASCIMENTO, 2008).
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Flgura 5 - Foto |Iustrat|va da Euterpe oleracea Mart

Fonte: VILA VERDE, 2015.

A polpa é utilizada na producdo de sucos, sorvetes, geleias e licores. Para as
populacdes ribeirinhas da regido norte do Brasil, é considerado um alimento basico, onde a
polpa é extraida do fruto e consumida com farinha, camardo ou peixe. Também sdo
produzidos xaxins com as fibras e produtos artesanais com o caroco (EMBRAPA, 2005). A
polpa é uma excelente fonte energética em razdo de seu alto teor lipidico. Na polpa liofilizada
foram encontrados aproximadamente 40% de lipideos e 34,76% de carboidratos, contendo
ainda proteinas, fibras e minerais como calcio, potassio e magnésio (MENEZES et al., 2008).

Na medicina popular, a polpa do acai é utilizada para o tratamento da diarreia (FLOR;
BARBORA, 2015), febre, dor e inflamacdo (ANDRIANTSITOHAINA et al., 2012). Possui
acdo antioxidante, anti-inflamatdria, moduladora do sistema imune, antienvelhecimento,
melhora a diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica (PORTINHO et al., 2012). Estes efeitos
sdo proporcionados pelo seu contetdo polifendlico rico em catequina, epicatequina,
antocianidinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-arabinosideo e cianidina 3-rutinosideo),
entre outros (BOBBIO, 2000).

Estudos previos do nosso grupo evidenciaram que o extrato hidroalcodlico do carogo
do acai (ASE), uma parte negligenciada do fruto, é rico em catequinas, epicatequinas e
proantocianidinas poliméricas (MOURA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015) (Figura 6), e
possui um conteudo polifendlico e uma acdo vasodilatadora dependente de endotélio mais
expressivos que o0 extrato obtido da polpa, mediada pelo aumento da sintese e
biodisponibilidade do NO, bem como pela acdo do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) (ROCHA et al., 2007).
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Figura 6 — Analise do ASE por HPLC
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Legenda: Analise por HPLC do ASE.

Nota: Os picos marcados a 27, 38 e 51 minutos correspondem a catequina, epicatequina e proantocianidinas
poliméricas respectivamente.

Fonte: DE OLIVEIRA et al., 2015.

Possui ainda efeito anti-hipertensivo (COSTA et al., 2012; ROCHA et al., 2008;),
acao antioxidante (COSTA et al,. 2012; ROCHA et al., 2008), protetora contra 0os danos
causados pela disfuncdo endotelial, obesidade e diabetes mellitus tipo 1 e 2 (CORDEIRO et
al., 2018; COSTA et al., 2012; DE BEM et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2010, 2015). Além
disso, conta com propriedades anti-inflamatorias (MOURA et al., 2012), hipolipidémica
(OLIVEIRa et al., 2015), hipoglicemiante (DE BEM et al., 2017, 2018) e reduz a ativagdo do
sistema renina-angiotensina (ROMAO et al., 2019; SANTOS et al., 2020)

Somado a isso, um estudo recente publicado pelo nosso grupo evidenciou que animais
saudaveis que praticaram treinamento fisico de intensidade moderada e foram suplementados
com ASE, obtiveram um ganho significativo na performance fisica, indicando um importante
efeito estimulante do extrato, além de reduzir a reatividade vascular a agente vasoconstritor e
melhorar a fungéo endotelial (SOARES et al., 2020). Sendo assim, com base nas propriedades
do ASE ja descritas, criamos a hipétese de que, em modelo de hipertensdo experimental, uma
possivel melhora da performance fisica pelo ASE possa envolver sua a¢ao sobre o sistema

vascular, com efeito direto na fungdo circulatoria, e sua acado antioxidante.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com ASE e do exercicio fisico moderado na funcao
vascular de animais espontaneamente hipertensos (SHR) e associar com o estado oxidativo e a

performance fisica.

1.2 Obijetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com ASE em ratos Wistar submetidos a prética regular de

exercicio sobre:

a) 0 peso e 0s niveis séricos de glicose de ratos SHR;

b) os niveis séricos de lactato dos animais submetidos a treinamento fisico;

c) performance dos animais treinados;

d) amedida da pressdo arterial,

e) a funcdo endotelial e do musculo liso vascular em resposta a agentes
vasoativos, em artéria aorta isolada e no leito arterial mesentérico de ratos;

f) os niveis plasmatico e tecidual (aorta) de no, e expressdo da peNOS
vascular e associar com a fungéo endotelial;

g) marcadores do dano oxidativo e a atividade enzimaética antioxidante em
aorta isolada;

h) a expressédo de proteinas relacionadas ao estresse oxidativo.
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2 METODOLOGIA

2.1 Animais utilizados e modelo experimental

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica Para

0 Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da UERJ (N° CEUA/006/2017). Foram utilizados 40 ratos SHR e 10 ratos Wistar de
11 semanas, provenientes do Biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia/

IBRAG/UERJ. Foram mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura
média de (23 = 2°C) e umidade (60 £ 10%) controladas. O ciclo de sono-vigilia foi de 12 h,

com presenga de luz a partir das 6:00 h da manha. Foram divididos nos seguintes grupos com

n=10:

CONTROLE (Controle normotenso Wistar): dieta padrdo e 4agua
livremente durante 8 semanas

SHR (CONTROLE SHR): dieta padrdo e &gua livremente durante 8
semanas;

SHR+ASE: dieta padrdo e agua livremente, 200mg/kg/dia de ASE por
gavagem intragastrica durante 8 semanas;

SHR+TR (SHR+Treino): dieta padrdo, &gua livremente e treinamento
durante 8 semanas;

SHR+TR+ASE (SHR+Treino+ASE): dieta padrdo, agua livremente,
treinamento e 200mg/kg/dia de ASE por gavagem intragastrica durante 8

semanas.

Os animais que ndo foram tratados com ASE receberam &agua por gavagem

instragastrica diariamente para serem submetidos ao mesmo estresse. O peso corporal foi

aferido semanalmente em balanca digital.

Antes do inicio dos protocolos experimentais, 0s animais passaram por periodos de

adaptacéo na esteira e no aparelho de pletismografia de cauda, conforme a Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo esquematica do protocolo experimental

P
Semanas 1-4 Semanas 5-8
- Tratamento com ASE - Tratamento com ASE
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1° adaptacio - Treinamento fisico - Treinamento fisico
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de cauda Afericdo da PA Afericdo da PA maximo
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- Medidas iniciais de
glicemia e lactato

- 1° Teste progressivo
maximo

Legenda: Antes do inicio do protocolo experimental os animais passaram por dois dias de adaptacéo
no pletismdgrafo de cauda (semana -1 e 0) e 4 dias de adaptacéo da esteira (semana 0). Ao
final da semana 0, foi realizado o 1°teste de esforgo que foi repetido na 4° e 8° semana. Os
animais treinaram 5 dias por semana, durante 8 semanas A pressdo arterial foi aferida
semanalmente.

Fonte: A autora, 2021.

2.2 Preparo do extrato hidroalcodlico do caroco de acai

Foram utilizados frutos da planta Euterpe oleracea Mart. (acai), provenientes de
Belém, fornecidos pelo colaborador Professor Dr. Pergentino José Cunha Souza, docente da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Pard. Ap6s a lavagem dos frutos,
aproximadamente 200 g de caroco foram separados, triturados, embebidos em 400 mL de
agua destilada, e entdo fervidos por cinco minutos. Imediatamente apds a fervura acrescentou-
se 400 mL de etanol. O extrato hidroalcodlico foi guardado em geladeira e agitado
periodicamente por 1h ao longo de 10 dias. Ao final deste periodo, o extrato foi filtrado em
papel de filtro comum e em papel de filtro tipo Whatman numero 1. Posteriormente, todo o
etanol foi evaporado a baixa pressao na temperatura de 50° a 60°C. O residuo foi liofilizado e
mantido a -20°C até o uso (ROCHA et al. 2007). Ap6s o preparo de todos os extratos, o
conteddo de polifendis foi medido pelo método colorimétrico determinado por

(SINGLETON, 1965) usando o reagente Folin Ciocalteau, assim como o seu potencial
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vasodilator verificado através da reatividade vascular. Essas medidas sdo utilizadas como
controle de qualidade e viabilidade do extrato para a posterior utilizacdo. A dose téxica de

administracdo do ASE € a partir de 1,5 g/kg (dados nédo publicados).

2.3 Protocolo de treinamento fisico

Antes do inicio do treinamento fisico aerdbico, os animais dos grupos SHR+TR e
SHR+TR+ASE foram adaptados por 4 dias na esteira. Posteriormente, foram submetidos a
um teste progressivo maximo para a determinacdo da intensidade de treinamento (teste de
esforco). O teste consistiu em um protocolo de exercicio fisico escalonado em esteira rolante,
com velocidade inicial de 3m/min, incrementada de 4m/min a cada trés minutos até a
exaustdo do animal, momento em que ndo é mais mantido o padréo de corrida.

Apds a definicdo da velocidade pelo teste de esforco (TE), o treinamento fisico
cronico foi realizado em esteira rolante durante oito semanas, cinco vezes por semana, com
duracdo de trinta minutos cada sessdo (Figura 8). A velocidade do treinamento fisico cronico
foi progressivamente aumentada de 50% até 60% da velocidade mé&xima atingida durante o
teste progressivo maximo, que corresponde a uma intensidade moderada de treinamento
(MATSUURA et al., 2010; SOARES et al., 2020). O teste progressivo maximo foi repetido
mais duas vezes: uma ao final da 4° semana, para verificar e ajustar as velocidades do
treinamento, e outra ao final da 8° semana, para verificar as alteragdes no tempo e na distancia

percorrida, ocasionadas pelo treinamento fisico crénico.

Figura 8 — Protocolo de treinamento fisico

Semanas Aquecimento Corrida Recuperacéo
1° 3 m/min (3 min) 9 m/min (22 min) + 11 m/min (2 min) 3 m/min (3min)
2° 3 m/min (3 min) 9 m/min (20min) + 11 m/min (4 min) 3 m/min (3min)
3° 3 m/min (3 min) 9 m/min (18min) + 11 m/min (6min) 3 m/min (3min)
4° 3 m/min (3 min) 9 m/min (16min) + 11 m/min (8min) 3 m/min (3min)
S° 3 m/min (3 min) 10 m/min (22 min) + 12 m/min (2 min) 3 m/min (3min)
6° 3 m/min (3 min) 10 m/min (20min) + 12 m/min (4 min) 3 m/min (3min)
7° 3 m/min (3 min) 10 m/min (18min) + 12 m/min (6min) 3 m/min (3min)
8° 3 m/min (3 min) 10 m/min (16min) + 12 m/min (8min) 3 m/min (3min)

Fonte: A autora, 2021.
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2.4 Medida da presséo arterial

As PAS e PAD (mmHg) foram aferidas através da pletismografia de cauda, um
método ndo invasivo, com o aparelho CODAHT2 (Kent Scientific). Nesse método, um
garrote e um sensor de pulso sdo colocados em torno da cauda do animal e, através do volume
de sangue que flui pela cauda, os dados de pressdo sao registrados (Figura 9). Antes do inicio
do protocolo experimental, os animais passaram por dois dias de ambientacdo no aparelho. As
medidas da PA foram realizadas semanalmente, durante as 8 semanas. Para evitar a deteccéo
dos efeitos agudos do exercicio fisico, a PA dos grupos treinados foi aferida sempre trés dias

apos a ultima sessédo de treinamento.

Figura 9 - Afericdo da PA pelo método da pletismografia de cauda

Fonte: A autora, 2021.



37

2.5 Dosagens sanguineas

2.5.1 Glicemia

A medida da glicemia de jejum foi realizada uma vez antes e outra ap0s as 0ito
semanas do periodo experimental, com os animais em jejum de doze horas, a partir de
amostras de sangue coletadas da extremidade da cauda do animal e com o auxilio de um

aparelho medidor automatico para a determinacéo de glicose (Accutrend® Plus Roche).

2.5.2 Teste oral de tolerdncia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado ao final do experimento, apds
0s animais passarem por um periodo de doze horas de jejum. Amostras de sangue para
determinacdo da concentracdo de glicose plasmatica foram obtidas da veia caudal ap6s uma
pequena incisdo na ponta da cauda. Em seguida, uma solucdo de glicose (1,0 g/Kg) foi
administrada por gavagem intragastrica. A concentracdo de glicose plasmatica foi aferida
antes da sobrecarga de glicose e nos tempos subsequentes: 30, 60, 90 e 120 minutos,

utilizando-se um glicosimetro (Accutrend® Plus Roche).

2.5.3 Lactato

A dosagem de lactato foi realizada duas vezes, uma imediatamente apds o primeiro
teste progressivo maximo e outra apdés o Ultimo, apenas dos animais submetidos ao
treinamento fisico. O lactato foi obtido a partir de amostras de sangue coletadas da
extremidade da cauda do animal e com o auxilio de um aparelho monitor para a determinacao
de lactato (Accutrend® Plus Roche).
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2.6 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM)

Apds o periodo do protocolo experimental, os ratos foram anestesiados com tiopental
(50mg/kg) administrado por via intraperitoneal, para coleta de sangue arterial através da aorta
abdominal e em seguida submetidos a laparotomia. O LAM foi estendido para o exterior da
cavidade abdominal e envolto em gaze umedecida com solucao nutriente de Krebs modificada
(g/L), NaCl 1 M, KCI 0,5 M, CaCl2.2H20 0,5 M, MgS0O4 0,1 M, KH2P0O4 0,1 M, NaHCO3
1,86 g, C6H1206 1,42 g (Resende et al. 1997). Os ramos pancreatico-duodenal, ileocolico e
colico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado
foi ligado e seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica
superior foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal e canulada com um tubo
de polietileno (PE 50; Clay-Adams), de aproximadamente 4 cm de comprimento, preenchida
com solugédo de Krebs heparinizada. Em seguida, o intestino delgado foi separado do leito
vascular, cortando-se rente a borda intestinal, e a preparacdo lavada com solucdo de Krebs

modificada (Figura 10).

Figura 10- Isolamento do leito arterial mesentérico

Legenda: esquema de isolamento do leito arterial mesentérico (1). Artéria mesentérica sendo canulada (2).
Isolamento do leito arterial mesentérico (3). Leito arterial mesentérico canulado e isolado (4). Leito
arterial mesentérico no sistema de perfusdo e medida da reatividade vascular.

Fonte: A autora, 2021.
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2.7 Medida da reatividade do LAM as substancias vasoativas

Apdbs o isolamento, a preparacdo vascular foi colocada em uma cuba (volume de
10mL) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria mesentérica
superior que foi conectada a uma bomba peristaltica (Model MINIPULS 3, Gilson®). A
solucéo de Krebs, mantida a 37°C e aerada com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2) foi
infundida a velocidade constante de 4 mL/min e a pressdo de perfusdo registrada
continuamente em um computador através do programa (PowerLab 4/30). Os experimentos
foram precedidos de um periodo de trinta minutos de estabilizacdo da preparacdo, durante o
qual a pressao de perfusdo basal foi mantida entre 20 e 40 mm Hg (Resende et al. 1997) e
entdo foram administradas injegdes de 120 umol de KCl1 de dez em dez minutos até obter uma
resposta consistente. Em seguida, iniciou-se a pré-contracdo do LAM, no qual a NE foi
adicionada a solugdo de perfusdo, em concentracdo suficiente (30 pM) para que a pressao de

perfusdo se mantivesse estavel em torno de 80-100 mmHg (Figura 11).

Figura 11 - Foto do esquema de perfusdo do leito arterial mesentérico
I i

- as - -

Legenda: Aparelho no qual é realizada a reatividade vascular em leito arterial mesentérico dos ratos.
Fonte: A autora, 2021.

Logo apds a obtencdo de uma resposta pressora induzida pela NE, foi testada a
viabilidade do endotélio vascular, com a inje¢do de ACh (0,01- 1000 pmol), a qual produz um
efeito vasodilatador que é dependente da liberacdo de NO pelas células endoteliais. Em
seguida, com o objetivo de avaliar a reatividade vascular a um agente vasoconstritor, a
preparacdo vascular foi perfundida com solucdo de Krebs pura, ou seja sem NE, para que a
pressdao de perfusdo voltasse aos niveis basais. Apds um periodo de 10 minutos de
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estabilizacdo foram realizadas curvas dose-resposta a NE (0,01-3000 nmol). A resposta ao
agente vasodilatador foi expressa em termos de % de queda da resposta pressora induzida pela
ACh e a resposta pressora da NE foi expressa pelo % de contracao subtraido da pressao basal.
As injec¢des “in bolus” das substancias utilizadas nos experimentos foram realizadas por meio
de um injetor acoplado ao sistema de perfusdo, por meio de microsseringas Hamilton de 10 e
100ul. O intervalo entre as injegdes foi de aproximadamente cinco minutos, permitindo
sempre 0 retorno e estabilizacdo da pressdo de perfusdo aos niveis anteriores, e as injecdes

foram administradas em volumes que variam de 5 a 50 uLb

2.8 Isolamento do anel de aorta

Para o estudo da reatividade vascular em vaso de conduténcia, os anéis de aorta foram
isolados e preparados de acordo com Furchgott e Zawadzki (1980) e adaptado por Zanichelli
et al. (2004, 2007). O torax foi aberto por meio de uma incisdo mediana, e a por¢do toracica
da aorta foi removida e dividida em dois aneis de aproximadamente 4 mm de comprimento.
Cada anel foi posicionado entre 2 ganchos de aco inoxidavel em forma de triangulo,
conectados a um transdutor de forga isométrica (Panlab S.I. TRI202P). Estes ganchos foram
colocados individualmente em uma cuba contendo 40 mL de solucdo fisioldgica de Krebs
modificada (g/L), NaCl 1 M, KCI 0,5 M, CaCl2.2H20 0,5 M, MgS0O4 0,1 M, KH2P0O4 0,1
M, NaHCO3 1,86 g, C6H1206 1,42 g (Resende et al. 1997) e constantemente borbulhada
com O2 (95%) e CO2 (5%). A temperatura do banho foi mantida em 37° °C (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema de isolamento e medida de tensdo da aorta.

alocados em 2 triangulos de aco (3 e 4) que foram mantidos em uma cubeta (5) onde os
experimentos foram realizados. Os anéis estavam conectados a um sistema de transdugdo de
sinais (6).

Fonte: A autora, 2021.

2.9 Medida da reatividade do anel de aorta as substancias vasoativas

Apo6s a instalacdo do anel de aorta na cuba, os mesmos foram submetidos a uma
tensdo basal de 2g. Os anéis permaneceram por um periodo de 60 minutos para estabilizacéo,
durante os quais a solucdo de Krebs foi substituida a cada 20 minutos. Para registro das
tensbes desenvolvidas utilizamos um transdutor isométrico de tensdo (Panlab S.I. TRI202P),
conectado a um sistema amplificador (ADInstruments, Quad bridge amp ML224). Os gréaficos
de tensdo foram registrados através do programa de computador (PowerlLab 4/30). Em
seguida, foram obtidas curvas concentracdo-efeito cumulativas & noradrenalina (1071° mol/L—
10"° mol/L) e acetilcolina (ACh, 10° mol/L- 10° mol/L); esta Gltima com o anel pré-

contraido com fenilenfrina (Phe) na concentracéo de 3x10” mol/L.



42

2.10 Morfologia da aorta

Metade da aorta toracica foi isolada e fixada em paraformoldeido 4%, pH 7.4 e
incluida em blocos de paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA). Cortes de
3um foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para andlise da espessura da camada
média do vaso e da area do lumen. As imagens digitais foram capturadas (formato JPEG,
colorida 36-bit, 1360-1024 pixels, objetiva de 20x para camada intima-média) com uma
camera LC Evolution e um microscopio de luz Olympus BX51 e as analises foram realizadas
com o programa Image-Pro Plus versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

2.11 Imunohistoquimica

Seccdes de aorta (3 um) foram desparafinizadas, reidratadas e incubadas (15 min) com
0,3% de H202 para bloquear as peroxidases enddgenas. A ligacdo proteica ndo especifica foi
bloqueada por incubagdo com albumina de soro bovino a 1% diluida em tampao com fosfato
(PBS / BSA) por 20 min. A recuperacédo antigénica foi realizada com tripsina (3%) diluida em
agua destilada por 20 min a 37 °C. As sec¢des foram incubadas com o anticorpo primario
diluido 1: 100 com 1% de PBS / BSA durante a noite (4° C, numa atmosfera Umida). A
seguinte proteina foi identificada por este procedimento: anticorpo anti-8-isoprostrano (1:
100, 8-epi-PGF 2 alfa; 15-f2t isoprostano, Oxford Biomedical Research, MI, EUA). O sinal
foi amplificado com um sistema complexo biotina-estreptavidina (kit rapido PK-8800
Vectastain Universal; Vector Laboratories, Peterborough, Reino Unido) e as imunorreagdes
positivas foram identificadas apds incubacdo com tetracloreto de 3,3'-diaminobenzidina
(K3466, DAB; Universal Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca). As sec¢bes foram
contrastadas com hematoxilina para identificar os nucleos das células e depois as laminas
foram montadas e analisadas. A quantificacédo foi realizada pelo programa Image-Pro Plus 7.0
(Media Cybernetics).
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2.12 Dosagens de nitrito no plasma e na aorta

O NO possui um tempo de vida curto, por isso, a medida da producdo do mesmo é
mensurada pela formacdo do nitrito (NO-), um produto de degradagdo estavel e ndo volatil. A
dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método de Griess, no qual o principio de reagdo é
baseado na formacéo de um azo composto. O nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida
em meio acido para formar um composto intermediario, o sal de diazdnio. Em seguida, este
sal reage com N-naftil-etilenodiamina formando um composto azo estavel de coloracdo
purpura. 100ul de plasma e 50ul de homogenato de aorta foram adicionados em cada poco de
uma placa de ELISA. Posteriormente, foram adicionados 50 ul para anélise do plasma e 25 ul
para aorta, da solucdo 1 (sulfanilamida 1% em solucdo de acido fosforico a 2,5% = 200 mg
sulfanilamida + 600 ul de acido fosforico + 19,4 ml de H20 deslitada). Ap6s 10 minutos,
foram adicionados 50ul para o plasma e 25 ul para aorta, da solucdo 2 (N-naftil-
etilenodiamina 0,1% em solucdo de é&cido fosforico a 2,5% = 20 mg de N-naftil-
etilenodiamina + 600 pl de acido fosforico + 19,4 ml de H20) e analisado em comprimento
de onda de 540 nm (GREEN et al., 1982; SUN et al., 2003).

2.13 Ensaio Pré-oxidante

2.13.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico

Este método € utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacdo dos acidos graxos em
sistemas bioldgicos. O dano em lipideos de membrana e determinado pela formacdo de
subprodutos da peroxidacdo lipidica (malondialdeido-MDA), que s&o substancias reativas ao
aquecimento do acido tiobarbitrico (TBA) formadas durante a peroxidagdo em sistemas de
membranas e microssomos. MDA reage com o TBA gerando um produto colorido réseo lido
em espectrofotometro (532 nm). Esta padronizagdo foi realizada utilizando a técnica descrita
por Draper e Hadley (1990) e adaptada para medida em plasma e aorta.

Foram utilizados 200 pL de plasma absoluto para 400 pL de acido tricloroacético
(TCA). As amostras foram centrifugadas por dez min em 1000 rpm a 4°C. Separou-se 500 pL



44

do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e adicionou 500 puL de TBA (0,67%). Os
tubos foram colocados em um banho seco (95°C) por trinta minutos. Para a anélise na aorta,
foram utilizados 50 pL de homogenato e % dos reagentes. Deixou-se esfriar por cinco
minutos e posteriormente foi feita a leitura em espectrofotometro (532 nm; Ultrospec 2100

Pro, AmershamBiosciences, Buckinghamshire, UK).

2.14 Atividade das enzimas antioxidantes

A medida da atividade das enzimas antioxidantes foi realizada em homogenato de
aorta preparado com tampéo fosfato (NaCl 5,84 g, NaH2PO4 13,8 g, Na2HPO4 26,8 g, KCI
7,45 g, EDTA 2,28 g) em pH: 7,4, e em plasma absoluto. A dosagem de proteinas foi
realizada através do método de Bradford (1976).

2.14.1 Medida da superéxido dismutase

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do anion superéxido em oxigénio e perdéxido de
hidrogénio. A determinacdo da atividade da enzima baseou-se na medida da concentracdo de
adenocromo, resultante da oxidacdo da noradrenalina pelo anion superoxido. Este ensaio foi
realizado utilizando a técnica descrita por Bannister e Calabrese (1982) para a medida no
plasma, e adaptando-a para aorta.

Foram utilizados 3, 5 e 7 pL de cada amostra de plasma e 3, 5 e 10 pL de homogenato
de aorta em cubetas separadas . As amostras foram incubadas com 1,940ml de tampado glicina
(3,75 mg/mL de agua destilada) e 40 pL de noradrenalina (19 mg/mL de agua destilada).
Também foram adicionados 20 pL da enzima catalase (1,2 mg/ml de agua destilada) ao meio
para retirar o perdxido de hidrogénio formado pela reacdo catalisada pela SOD. A
concentragdo de adenocromo foi medida espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100
Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) em um intervalo de cento e oitenta

segundos.
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2.14.2 Medida da catalase

A catalase é uma hemeproteina que catalisa a degradacao do peréxido de hidrogénio,
formando oxigénio molecular e agua. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo
de peroxido de hidrogénio pela reacao.

Foram utilizados 20uL de plasma e homogenato de aorta em cubetas separadas
(quartzo). As amostras foram incubadas com 2 mL de tampdo fosfato e peroxido de
hidrogénio (0.32%). A concentragdo de H202 foi avaliada durante sessenta segundos por
espectrofotometria (240 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire,

UK) em um intervalo de sessenta segundos (Aebi, 1984).

2.14.3 Medida da glutationa peroxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do perdxido de
hidrogénio e hidroperéxidos organicos (ROOH) para H20 e éalcool, usando a GSH como
doador de elétrons. Ela esta localizada tanto no citosol, quanto na matriz mitocondrial. A
determinacdo da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de decaimento da NADPH,
determinada por espectrofotometria, no comprimento de onda de 340 nm.

Foram utilizados 100 puL de homogenato de aorta em cubetas separadas. As amostras
foram incubadas com 1800 pL de tamp&o fosfato, glutationa reduzida (2 mM), GR (0.11
mg/mL) e azida sodica (0,065 mg/mL) durante dez minutos. Ap6s o tempo de incubacéo,
NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e foram realizadas as leituras em um intervalo de
cento e oitenta segundos. Posteriormente, H202 (3%) foi adicionado e uma nova leitura foi
realiza por duzentos e quarenta segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por
espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK). Esta padronizacdo foi realizada utilizando a técnica descrita por Flohé e Gunzler (1984)

e adaptada para o os tecidos estudados.



46

2.15 Anélise da expressdo de proteinas por Western Blotting

A aorta foi homogeneizada em 1 mL de tampdo de lise (Tris-HCI 50 mM, NaF 50
mM, NaCl 150 mM , EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4) com 1 ul de coquetel de
inibidores de proteases (Complete™ Protease InhibitorCocktail Tablet, EDTA-free, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e centrifugados uma vez (13000 rpm, 4°C por 25
min).

A concentracdo proteica foi determinada usando ensaio colorimétrico do kit BCA
Protein Assay (Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, EUA), seguindo as recomendacdes do
fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram desnaturadas em tampéao de
amostras (Tris-HCI 50 mM, pH: 6,8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001%
azul de bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5 min. Em seguida, as amostras foram analisadas
em condicdo desnaturante por eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). Foram aplicados 20 pg de proteina do homogenato em pogos no gel
de 10% de poliacrilamida para eletro-separacdo, de acordo com o tamanho e carga da
proteina. Em seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de
nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Para inibir ligacdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas em T-
TBS acrescido de albumina a 5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 60 min.
Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo
primario especifico para cada proteina (overnight, a 5°C): anti-NOX4 (1:1000), anti-Nrf2
(1:1000), anti-Keapl (1:1000) e anti-peNOS (Ser1177) (1:500) (Anticorpos da Santa Cruz
Biotechnology Inc.; CA, EUA). Apos este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas
com o anticorpo secundario biotinilado (1:1000) por 60 minutos (25°C) sob agitacéo
constante. Posteriormente, as membranas foram lavadas e incubadas com estreptavidina
(1:2000), por 60 minutos sob agitagdo constante. As membranas foram lavadas novamente
com T-TBS e tratadas com kit de quimioluminescéncia (ECL-plus; Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e as imagens das bandas foram obtidas com o sistema
ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa

Adobe Photoshop Elements 11, versdo: 11.0 (Adobe Systems Incorporated).
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2.16 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da media (EPM). As analises e
os graficos foram realizados por meio do programa GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
softwares, Inc., San Diego, CA, EUA). Os graficos de linha foram analisados pelo teste Two-
way analysis of variance (ANOVA), com pos teste de Tukey. As analises dos graficos de
barra com 0s cinco grupos experimentais, foram realizadas com o teste one-way ANOVA e
pos teste de Tukey. O Teste-t de Student foi utilizado para comparar as diferencas entre o
mesmo grupo (pareado) e dois grupos distintos (ndo pareado) nos resultados do teste de

esforco. Sendo considerados significativos quando p <0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no peso corporal

Ao longo do periodo experimental ndo houve diferenca significativa do ganho de peso
entre os animais do grupo SHR em relacdo ao grupo CONTROLE (Figura 13). O tratamento
com ASE reduziu o ganho de peso dos animais SHR+ASE em relagdo aos grupos
CONTROLE (p<0,001) e ao SHR (p<0,01). O treinamento fisico isoladamente n&o promoveu
alteracdo no ganho de peso dos animais SHR+TR quando comparado aos grupos
CONTROLE e SHR. Entretanto, foi maior que o observado no grupo SHR+ASE (p<0,01).
Quando associados, o tratamento com ASE e o exercicio fisico promoveram reducéo de no

ganho de peso do grupo SHR+TR+ASE quando comparado ao grupo CONTROLE (p<0,05) e
ao SHR+TR (p<0,05).

Figura 13 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico no ganho de peso
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Nota: Os valores estdo expressos em media + erro padrdo da média, n=10. Diferencas significativas (p<0,05)

entre 0s grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, 6vs SHR+ASE, +vs
SHR+TR, conforme determinado pelo teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.
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Antes do inicio do tratamento com ASE e do periodo do treinamento fisico, ndo houve
diferenca significativa no peso corporal entre os grupos estudados (Figura 14). Ao longo das 8
semanas nao houve diferenca significativa no peso corporal entre os grupos Controle e SHR.
A partir da segunda semana, o0 peso dos animais do grupo SHR+TR+ASE foi menor que o do
grupo SHR (p<0,05) e essa diferenca manteve-se por quase todo o periodo experimental, ndo
sendo observada apenas na 7° semana. O tratamento com ASE isoladamente também
promoveu essa diferenca no peso dos animais do grupo SHR+ASE em relacdo aos SHR, da 3°
a 6 semana, e também na 8° (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca entre 0s grupos
SHR+TR e SHR. O peso dos animais SHR+TR foi maior que o dos SHR+ASE (p<0,05) na
3°, 5° e 6° semana. Assim como também foi maior que o apresentado pelo grupo
SHR+TR+ASE (p<0,05) da 3° a 6° semana e também na 8°. O peso do grupo CONTROLE

foi menor que o do SHR+TR apenas na 5° semana (p<0,05).

Figura 14 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na evolucdo do peso
corporal
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10. Diferencgas significativas (p<0,05)
entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, +vs SHR+TR, conforme
determinado pelo teste two-way ANOVA e pds-teste de Tukey.

Fonte: A autora,2021.
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3.2 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na glicemiae TOTG

Na dosagem realizada antes do inicio do protocolo experimental (Figura 15 a), todos
0s grupos SHR apresentaram niveis séricos de glicose entre 2,6 e 10,2% maiores que os do
grupo CONTROLE (p<0,001). Ao final das 8 semanas, a dosagem foi realizada novamente e
ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 15 b).

Figura 15 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico nos niveis séricos de glicose
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis séricos de glicose antes do inicio do
protocolo experimental (a) e ao final das 8 semanas (b)

Nota: Os valores estdo expressos em media + erro padrdo da média, n=10. Diferengas significativas (p<0,05)
entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: * vs CONTROLE, conforme determinado pelo teste
One-way ANOVA e pés-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

No teste oral de toleréncia a glicose, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais na &rea sob a curva de absor¢do de glicose (Figura 16 a), bem como nas
medidas de glicemia realizadas durante o teste (Figura 16 b).



51

Figura 16 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no teste oral de tolerancia a
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no teste oral de toleréncia a glicose. () rea

sob a curva (b) nas medidas de glicemia realizadas durante o teste glicose antes do inicio do protocolo
experimental (a) e ao final (b)

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10.
Fonte: A autora.

3.3 Efeito tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis séricos de lactato

Antes do inicio do protocolo experimental, ndo houve diferenca nos niveis séricos de
lactato entre os grupos SHR+TR e SHR+TR+ASE (Figura 17 a). Ao final das 8 semanas de
treinamento, o grupo SHR+TR+ASE apresentou uma diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao grupo SHR+TR (Figura 17 b).

Figura 17 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis séricos de
lactato: comparacao entre grupos
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico nos niveis séricos de lactato dos animais treinados,
antes do inicio do periodo experimental (a) e ao final (b).
Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10. Diferencas significativas (p<0,05)

entre 0s grupos estdo indicadas com o simbolo: +vs SHR+TR, conforme determinado pelo Teste-t de
Student ndo pareado.

Fonte: A autora, 2021.
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O grupo SHR+TR ndo apresentou diferenca nos niveis séricos de lactato mensurados
aumento significativo (p<0,05) foi observado no grupo SHR+TR+ASE, ao final do protocolo,

quando comparado a sua medida inicial (Figura 18).

Figura 18 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis séricos de
lactato: comparacdo com 0s nhiveis iniciais
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis séricos de lactato finais em
comparacéo aos iniciais de cada grupo.

Nota: Os valores estdo expressos em media + erro padrdo da média, n=10. Diferengas significativas (p<0,05)
entre as medidas iniciais estdo indicadas com o simbolo: ¢, conforme determinado pelo Teste-t de
Student pareado.

3.4 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos testes de esforco

O treinamento fisico isoladamente promoveu aumento do desempenho dos animais do
grupo SHR+TR tanto no tempo (17,3%) (Figura 19 a) quanto na distancia (33,8%) (p<0,001)
(Figura 19 b) percorrida no 2° TE em relagdo ao seu préprio teste inicial. Entretanto, houve
uma reducgédo de desempenho no 3° TE em relagdo ao 2°, tanto no tempo (7,8%) (p<0,05)
quanto na distancia (15,2%) (p<0,01), e ndo houve diferenca entre 0 1° e 0 3° TE.

Os animais do grupo SHR+TR+ASE também mostraram um aumento (p<0,0001) na
performance no 2° TE em relagdo ao teste inicial tanto no tempo (22,7%) (Figura 19 a)
guanto na distancia (47,6%) (Figura 19 b). No 3° teste, este aumento na performance em
comparacdo ao primeiro, se manteve e pode ser observado no tempo (22,5%) e na distancia
(49,8%) (p<0,01). N&o houve diferenca entre 0 2° e 0 3° TE.
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Figura 19 — Efeito tratamento com ASE e do treinamento fisico nos testes de esforgo:
comparacao entre os testes
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos testes de esforgo: comparagao entre o tempo
de permanéncia (a) e a distancia percorrida (b) pelo mesmo grupo nos diferentes testes.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10. Diferencas significativas (p<0,05) em
estdo indicadas como: wvs 1° SHR+TR , PBvs 2°SHR+TR, evs 1° SHR+TR+ASE, conforme
determinado pelo Teste-t pareado.

Fonte: A autora, 2021.

No primeiro teste de esforco, realizado antes do inicio do protocolo experimental,
assim como no segundo teste, realizado ao final da 4° semana de treinamento, ndo houve
diferenca entre os grupos SHR+TR e SHR+TR+ASE no tempo (Figura 20 a) e na distancia
(Figura 20 b) percorrida. Ao final das 8 semanas, foi realizado o 3° TE no qual o tratamento
com ASE promoveu uma diferenca significativa tanto no tempo de permanéncia (14%)
(p<0,01) quanto na distancia percorrida (32%) (p<0,01) no teste pelo grupo SHR+TR+ASE,
em relagdo ao SHR+TR.

Figura 20 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico crénico nos testes de
esfor¢o: comparagao entre 0s grupos
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico crénico no tempo de permanéncia (a) e na
distancia percorrida (b) nos testes esfor¢co: comparacgao entre 0s grupos.

Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10. Diferencas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos estdo indicadas com os simbolos: +vs SHR+TR, conforme determinado pelo teste
Teste-t de Student ndo-pareado.

Fonte: A autora, 2021.
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3.5 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na pressao arterial

Durante todo o periodo do protocolo experimental, os valores da PAS (Figura 21 a) e
PAD (Figura 21 b) de todos os grupos SHR foram maiores que os do grupo Controle
(p<0,0001). Ap6s uma semana de tratamento, o grupo SHR+ASE apresentou uma PAS menor
que a do SHR (p<0,05). Essa diferenca se manteve da 4° a 8° semana e também pode ser
observada na PAD (p<0,001). As PAS e PAD apresentadas pelos animais do grupo SHR+TR
foram significativamente menores que as do grupo SHR apenas na ultima semana (p<0,001) e
maiores que as do grupo SHR+ASE da 5° a 8° semana (p<0,05), indicando um efeito anti-
hipertensivo superior do ASE comparado ao treinamento. Quando associados, o treinamento
fisico crénico e o tratamento com ASE, resultou em uma diferenca nas PAS e PAD dos
animais SHR+TR+ASE em relacdo aos SHR, que foram menores da 4°a 8° semana (p<0,05).
Na 5° semana, a PAS do grupo SHR+TR+ASE foi significativamente maior que a do grupo
SHR+ASE (p<0,05), sem qualquer diferenca nas demais semanas entre 0s dois grupos,
indicando ndo haver reducdo adicional da PAS no grupo SHR+TR+ASE em relacdo ao
SHR+ASE. Ao comparar com o treinamento fisico isoladamente, as medidas das PAS, da 6° a
8° semana, e PAD, apenas na 6° semana, do grupo SHR+TR+ASE foram menores que as do
grupo SHR+TR.
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Figura 21 — Efeito do treinamento crénico e do tratamento com ASE na medida da pressdo
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Legenda: Efeito tratamento com ASE e do treinamento fisico nas pressdes arteriais sistdlica (a) e na diastélica

(b).

Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10. Diferencgas significativas (p<0,05)
entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, ovs SHR+ASE, +vs
SHR+TR, conforme determinado por Two-way ANOVA com pos teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.6 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico sobre a resposta

vasodilatadora da acetilcolina em anéis de aorta

A acetilcolina produziu uma curva concentragdo-efeito, na qual animais do grupo SHR

obtiveram uma resposta vasodilatadora significativamente menor (p<0,05) que a dos animais
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do grupo CONTROLE nas ultimas concentragdes (3x107 & 1x10° mol/L) (Figura 22). O
tratamento com ASE promoveu um aumento (p<0,05) na resposta vasodilatadora dos animais
do grupo SHR+ASE quando comparada a resposta dos animais SHR (concentra¢des de 3X10°
8 até 1x10° mol/L) e ndo houve diferenca em relagdo ao grupo CONTROLE. O treinamento
fisico isoladamente resultou em uma resposta que foi significativamente menor (p<0,05) no
grupo SHR+TR quando comparado ao grupo SHR+ASE (concentraces de 3x108, 1x10-" e
1x10° mol/L). A associagdo entre o treinamento fisico cronico e tratamento com ASE
aumentou (p<0,05) a resposta a ACh nos animais dos grupos SHR+TR+ASE em relacdo ao

SHR (concentragdes 1x107 até 3x10° mol/L).

Figura 22 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico da resposta da acetilcolina
em anéis de aorta
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4-5. Diferengas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, 6vs SHR+ASE,

Conforme determinado por Two-way ANOVA com pos teste de Tukey
Fonte: A autora, 2021.

O efeito maximo produzido em resposta & ACh no grupo SHR foi significativamente
menor (p<0,05) que o obtido no grupo CONTROLE (Tabela 1). O tratamento com ASE
isoladamente ou quando associado com o treinamento fisico alterou estes parametros e 0s
grupos SHR+ASE e SHR+TR+ASE produziram uma resposta maior (p<0,05) que a do grupo

SHR. Néo houve diferenca na poténcia entre os grupos analisados.
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Tabela 1 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo e IC50 da
curva concentragdo-efeito da acetilcolina em anel de aorta

Grupo Emax (% relaxamento) EC50 (mol/L)
CONTROLE 82,12 + 10,46 2,55+0,25
SHR 54,22 + 4,07 * 4,10 £ 0,68
SHR+ASE 87,32+ 53,16 # 5,68 1,54
SHR+TR 62,27 £ 7,66 3,92+1,7
SHR+TR+ASE 79,26 + 3,87 # 5,63+0,99

Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo (Emax) e IC50 da curva
concentragdo-efeito da acetilcolina em anel de aorta.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4-5. Diferengas significativas (p<0,05)
entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, Conforme determinado
por one-way ANOVA com pos teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.7 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na resposta vasoconstrictora

da noradrenalina em anéis de aorta

A noradrenalina produziu uma curva concentracdo-efeito em anel de aorta isolado,
onde a resposta vasoconstrictora nao foi diferente entre os grupos Controle e SHR.

O tratamento com ASE promoveu uma reducgdo (p<0,05) da resposta vasoconstritora
da noradrenalina no grupo SHR+ASE em relagéo ao grupo SHR (na concentragio 1x107°) e
ndo houve diferenca entre os demais grupos (Figura 23). Também ndo foram observadas

diferencas significativas no efeito maximo e na poténcia (Tabela 2).
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Figura 23 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na resposta vasoconstritora
da noradrenalina em anéis de aorta
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4-5. Diferencas significativas (p<0,05)

entre 0s grupos estdo indicadas com os simbolos: #vs SHR, Conforme determinado por Two-way
ANOVA com pés teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.

Tabela 2 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo (Emax) e
EC50 da curva concentracdo-efeito da noradrenalina em anel de aorta

Grupo Emax (tensdo em Q) EC50 (mol/L)
CONTROLE 1,16 + 0,30 2,19+ 0,40
SHR 1,84 £ 0,23 3,61+0,34
SHR+ASE 1,10 +£0,14 4,31 +1,09
SHR+TR 1,71+0,28 4,58 +2,01
SHR+TR+ASE 1,39 £ 0,74 5,34 £ 0,70

Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo (Emax) e EC50 da curva
concentragdo-efeito da NE em anel de aorta.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4-5, Conforme determinado por one-way
ANOVA com pds teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.
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3.8 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na resposta vasodilatadora

da acetilcolina em LAM

No leito arterial mesentérico a vasodilatacdo promovida pela acetilcolina foi menor
(p<0,05) no grupo SHR quando comparada ao grupo CONTROLE, na dose de 1000 pmol
(Figura 24). O tratamento com ASE promoveu um relaxamento do LAM dos animais do
grupo SHR+ASE maior do que o observado nos grupos CONTROLE (doses de 1,10 e 100
pmol, p<0,01) e SHR (doses de 1-1000 pmol, p<0,001). De forma semelhante, o treinamento
fisico isolado resultou em uma vasodilatagdo maior no grupo SHR+TR quando comparado
aos grupos CONTROLE (doses de 1-100 pmol, p<0,05) e SHR (doses de 1-1000, p<0,0001).
Quando associados, 0 ASE e o treinamento fisico aumentaram a resposta vasodilatadora no
LAM dos animais SHR+TR+ASE quando comparada as respostas dos grupos CONTROLE
(dose de 1pmol, p<0,05,) e SHR (doses de 1-1000 pmol, p<0,05). Entretanto, foi menor que a
observada no grupo SHR+ASE (dose de 10 pmol, p<0,05).

Figura 24 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico crdnico na resposta
vasodilatadora da acetilcolina em leito arterial mesentérico
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=7-8. Diferengas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, #vs SHR, 8vs SHR+ASE,
Conforme determinado por Two-way ANOVA com pos teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.
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N&o houve diferenca entre SHR e CONTROLE no Emax. Entretanto, Emax dos
grupos SHR+ASE, SHR+TR e SHR+TR+ASE foi significativamente maior que o do grupo

SHR. N&o houve diferenca entre os demais grupos, assim como na poténcia (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo (Emax) e
ID50 da curva dose-resposta da noradrenalina em leito arterial mesentérico

Grupo Emax (%erelaxamento) ED50 (pmol)
CONTROLE 75,63 £ 5,255 18,48 + 8,96
SHR 59,86 + 4,621 12,27 + 4,56
SHR+ASE 86,64 + 1,237 # 2,93 +0,78
SHR+TR 85,81+ 3,161 # 3,417 + 0,60
SHR+TR+ASE 85,49 + 3,822 # 4,24 +1,20

Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito maximo (Emax) e ID50 da curva
dose-resposta promovida pela acetilcolina em leito arterial mesentérico de ratos.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=7-8, conforme determinado por one-way
ANOVA com pés teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.9 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na resposta vasoconstritora

da noradrenalina em LAM

A noradrenalina produziu uma resposta vasoconstrictora dose-dependente que foi
menor (dose de 10 nmol) (p<0,05) em LAM isolado de animais do grupo CONTROLE
qguando comparada aos grupos SHR, SHR+ASE, SHR+TR e SHR+TR+ASE (Figura 25). N&o

houve diferenca no efeito maximo e na poténcia entre os grupos (Tabela 4).
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Figura 25 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na curva dose-resposta da
noradrenalina em leito arterial mesentérico
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=7-8. Diferengas significativas (p<0,05)

entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: *vs CONTROLE, Conforme determinado por Two-
way ANOVA com pos teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.

Tabela 4 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no Emax e ED50 da
noradrenalina em leito arterial mesentérico

Grupo Emax (% contracao) ED50 (nmol)
CONTROLE 92,4 + 4,56 16,57 + 4,15
SHR 100 9,156 + 1,71
SHR+ASE 100 10,10 +2,18
SHR+TR 99,04 +0,81 10,14 + 2,59
SHR+TR+ASE 100 7,72 +1,54

Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico no efeito méximo (Emax) e no ED50 da curva
dose-resposta da noradrenalina em leito arterial mesentérico de ratos.
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=7-8, Conforme determinado por one-way

ANOVA com pos teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.
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3.10 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na espessura da camada

média da aorta

A espessura da camada média da aorta dos animais SHR foi significativamente maior
(p<0,0001) do que a do grupo CONTROLE (Figura 26). O Tratamento com ASE reduziu
(p<0,05) este parametro no grupo SHR+ASE em relacdo ao SHR. Entretanto, ainda foi maior
(p<0,05) que a observada no grupo CONTROLE. O treinamento fisico isoladamente dos
animais do grupo SHR+TR ndo modificou a espessura da camada média em relacdo ao grupo
SHR, permanecendo mais espessa (p<0,001) que a dos animais CONTROLE. O grupo
SHR+TR+ASE apresentou uma reducdo significativa (p<0,001) deste parametro quando
comparado ao grupo SHR, e ndo foi diferente dos demais grupos, indicando haver uma

reducdo adicional da espessura com a associacdo do ASE ao treinamento fisico.

Figura 26 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico cronico na espessura da
camada média da aorta
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na espessura da camada média (a) e as imagens
representativas dos grupos CONTROLE (1), SHR (2), SHR+ASE (3), SHR+TR (4) e SHR+TR+ASE
(5).

Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=4-5, as diferengas significativas (p<0,05)
estdo sinalizadas com: *vs CONTROLE e #vs SHR, conforme determinado por one-way ANOVA com
pos teste de Tukey

Fonte: A autora, 2021.
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3.11 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico crénico nos niveis de nitrito

No plasma, os niveis de nitrito do grupo SHR foram significativamente menores
(p<0,05) que os do grupo CONTROLE (Figura 27 a). O tratamento com ASE promoveu um
pequeno aumento deste pardmetro, entretanto ndo foi significativo. O treinamento fisico
isolado resultou em niveis de nitrito menores no grupo SHR+TR quando comparado aos
grupos CONTROLE (p<0,001) e SHR+ASE (p<0,01). E os animais do grupo SHR+TR+ASE
apresentaram niveis de nitrito significativamente menores (p<0,05) que os do grupo
CONTROLE. Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de nitrito em

homogenato de aorta (Figura 27 b).

Figura 27 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico crénico nos niveis de
nitrito
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis de nitrito no plasma (a) e em
homogenato de aorta (b).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10 para o plasma e n=6 para aorta, as
diferengas significativas (p<0,05) estéo sinalizadas com: *vs CONTROLE e dvs SHR+ASE, conforme

determinado por one-way ANOVA com pds teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.

3.12 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressédo da peNOS

A expressao da proteina peNOS (Ser1177) foi realizada em homogenato de aorta e ndo

foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos analisados (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressao da peNOS
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Legenda: Expressdo do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressdo da proteina peNOS (ser11773.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=,4 conforme determinado por one-way
ANOVA com pds teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.13 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos marcadores de dano

oxidativo

3. 13.1. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A formacdo do subprotudo (malondialdeido-MDA) da peroxidacéo lipidica foi maior
(p<0,05) no plasma dos animais do grupo SHR quando comparado ao CONTROLE (Figura
29 a). O tratamento com ASE e o treinamento fisico crénico isoladamente, ndo promoveram
alteracdo. Quando associados, resultaram em uma redugdo (p<0,01) deste pardmetro nos
animais SHR+TR+ASE em relacdo aos SHR.
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Em homogenato de aorta, apenas o grupo SHR+ASE apresentou uma reducao
significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo SHR (Figura 29 b). Nao houve diferenca entre os

demais grupos.

Figura 29 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico cronico sobre os niveis de

TBARS
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico nos niveis de TBARS em plasma (a) e em

homogenato de aorta (b).
Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10 para o plasma e n=6 para aorta, as
diferencas significativas (p<0,05) estdo sinalizadas com: *vs CONTROLE e #vs SHR, conforme

determinado por one-way ANOVA com pos teste de Tukey
Fonte: A autora, 2021.

3. 13.2 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressédo do 8-isoprostano

A imunomarcacdo de 8-isoprostano, um marcador mais direto da peroxidacéo lipidica
e, portanto, do dano oxidativo tecidual foi significativamente maior (p<0,01) no grupo SHR
em relagdo ao CONTROLE (Figura 30 a e b). O tratamento com ASE, associado ou ndo ao
treinamento fisico, reduziu (p<0,01) a imunomarcagdo nos grupos SHR+ASE e
SHR+TR+ASE quando comparados ao grupo SHR. De forma semelhante, o treinamento
fisico isoladamente também reduziu (p<0,05) a peroxidag&o lipidia nos animais SHR+TR em

relacdo aos SHR. N&o foram observadas diferencgas entre os demais grupos.
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Figura 30 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressdao do 8-
isoprostano
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Legenda: Imunohistoquimica com o marcador da peroxidacdo lipidia 8-isoprostano em aorta. Analises
quantidativa (a) e qualitativa (b) dos animais CONTROLE (1), SHR (2), SHR+ASE (3), SHR+TR (4) e

SHR+TR+ASE (5).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=3, as diferencas significativas (p<0,05)
estdo sinalizadas com: *vs CONTROLE e #vs SHR, conforme determinado por one-way ANOVA com

pos teste de Tukey
Fonte: A autora, 2021.

3.14 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico sobre a atividade das

enzimas antioxidantes

3.14.1 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da SOD

A atividade da enzima superdxido dismutase no plasma foi significativamente menor
(p<0,05) no grupo SHR quando comparado a0 CONTROLE (Figura 31 a). O tratamento com
ASE aumentou (p<0,05) a atividade da SOD no plasma dos animais SHR+ASE em relacdo
aos SHR. Da mesma forma, quando ao associado ao treinamento fisico, 0 ASE promoveu um
aumento (p<0,01) da atividade desta enzima no grupo SHR+TR+ASE quando comparado ao

SHR. Néo houve diferenca entre os grupos SHR+TR e SHR
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Em homogenato de aorta, apenas a associagdo entre ASE e o treinamento fisico
cronico resultou em um aumento significativo (p<0,05) na atividade da SOD dos animais

SHR+TR+ASE em relacdo aos SHR (Figura 31 b).

Figura 31 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da SOD
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da enzima superoxido dismutase

em plasma (a) e em homogenato de aorta (b).
Nota: Os valores estdo expressos em media + erro padrdo da média, n=10 para o plasma e n=6 para aorta, as
diferencas significativas (p<0,05) estdo sinalizadas com: *vs CONTROLE e #vs SHR, conforme

determinado por one-way ANOVA com pds teste de Tukey.
Fonte: A autora, 2021.

3.14.2 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da catalase

O tratamento com ASE promoveu um aumento (p<0,05) da atividade da enzima
antioxidante catalase no plasma dos animais SHR+ASE em relacédo aos SHR (Figura 32 a). O
treinamento fisico isolado ou associado ao ASE reduziu a atividade desta enzima no plasma
dos animais SHR+TR (p<0,001) e SHR+TR+ASE (p<0,01) em relacdo ao grupo SHR+ASE.

Em homogenato de aorta, ndo foram observadas diferencas significativas na atividade

da catalase entre os diferentes grupos (Figura 32 b).
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Figura 32 - Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da catalase
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da enzima catalase em plasma () e
em homogenato de aorta (b).

Nota: Os valores estdo expressos em media + erro padrdo da média, n=10 para o plasma e n=6 para aorta, as
diferencas significativas (p<0,05) estdo sinalizadas com: #vs SHR e dvs SHR+ASE, conforme
determinado por one-way ANOVA com pds teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.14.3 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da enzima GPx

Quando comparado ao grupo CONTROLE, os grupos SHR e SHR+TR apresentaram
uma reducdo significativa (p<0,01, p<0,05, respectivamente) na atividade da enzima
glutationa peroxidase em homogenato de aorta (Figura 33). O tratamento com ASE associado
ao treinamento fisico crébnico promoveu um aumento da atividade desta enzima no grupo
SHR+TR+ASE quando comparado aos grupos SHR (p<0,001), SHR+ASE (p<0,05) e
SHR+TR (p<0,01).
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Figura 33 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na atividade da GPx
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Nota: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=6, as diferencas significativas (p<0,05)
estdo sinalizadas com: *vs CONTROLE e #vs SHR, dvs SHR+ASE, +vs SHR+TR, conforme
determinado por one-way ANOVA com pds teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.

3.15 Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressao de proteinas

relacionadas ao estresse oxidativo

A expressdo das proteinas relacionadas ao estresse oxidativo Nrf2, NOX4 e Keapl
foram analisadas e ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos

experimentais. (Figura 34).
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Figura 34 — Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressao de proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo
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Legenda: Efeito do tratamento com ASE e do treinamento fisico na expressdo de proteinas relacionadas ao
estresse oxidativo em homogenato de aorta.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4, conforme determinado por one-way
ANOVA com pés teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2021.
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4 DISCUSSAO

Tendo em vista o crescente percentual de hipertensos, a busca por formas de
tratamento e prevencdo desta patologia tem sido cada vez maior. A préatica regular de
atividade fisica tem sido reconhecida como uma excelente alternativa ndo farmacoldgica para
0 tratamento ou prevencdo da hipertensdo arterial (LARSEN; MATCHKOV, 2016), assim
como a suplementacdo com compostos naturais com propriedades antioxidantes. Com base
nas propriedades previamente descritas do ASE, buscamos avaliar os efeitos do tratamento
com esse extrato e da pratica regular de atividade fisica moderada, na funcdo vascular e perfil
oxidativo de animais hipertensos.

Por promover um aumento da demanda energética, o exercicio fisico, quando
associado a uma dieta restritiva, € uma estratégia ndo farmacoldgica muito utilizada para
auxiliar na reducdo do peso corporal. Entretanto, é incorreto considerar que reducdo da
ingestdo caldrica e 0 aumento do gasto energético sdo parametros fisioldgicos independentes
que podem ser facilmente modificados (OCHNER et al., 2015, HALL; GUO, 2017). Além
disso, os efeitos oriundos da atividade fisica variam de acordo com a intensidade, a frequéncia
e a duracdo do exercicio. No presente estudo, antes do inicio do protocolo experimental, ndo
foram observadas diferencas entre o peso corporal dos animais. O treinamento fisico isolado
ndo promoveu reducdo no peso corporal ao longo das semanas, tampouco no ganho de peso.
De acordo com Swift et al., 2018, embora a atividade fisica aerdbica de intensidade moderada
promova beneficios cardiovasculares, ndo é adequada quando o objetivo é promover a perda
de peso sem que haja uma restri¢do calérica. Nossos dados, entdo, corroboram com estudos
que utilizaram o0 mesmo protocolo de treinamento e ndo observaram reducéo de peso (DE
BEM et al., 2018; SOARES et al., 2020) e com dados que demonstram que o exercicio fisico
de intensidade moderada pode atuar na manutencdo do peso corporal, e ndo na redugéo,
quando este ja esta adequado (SWIFT et al., 2015).

Diversos compostos fitoquimicos possuem propriedades anti-obesidade (GHOSH et
al., 2021), assim como o ASE, que ja se mostrou eficiente em reduzir o ganho de peso de
animais obesos que consumiram dieta hiperlipidica (OLIVEIRA et al., 2015; ROMAO et al.,
2019). Entretanto, o extrato ndo alterou este parametro em modelo de diabetes (DE BEM et
al., 2018) e em animais saudaveis (SOARES et al., 2020). Sendo assim, evidenciamos pela
primeira vez, o efeito do ASE na reducdo do ganho de peso de animais SHR. Embora os

mecanismos responsaveis pela promocdo deste efeito ndo tenham sido analisados neste
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modelo experimental, estudos prévios ja demonstraram a acdo do ASE na prevencdo do
acumulo de tecido adiposo, melhora do perfil lipidico, na reducdo dos niveis de triglicerideos
e na resisténcia a insulina em modelos de obesidade (ROMAO et al., 2019; SANTOS et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2010, 2015). Somado a isso, estudos com catequina, um dos
polifendis presentes no ASE, e também encontrado no cha verde e no cha preto, mostraram
que este polifenol pode ser capaz de manter ou auxiliar na reducdo do peso (JANSSENS et
al., 2016, PAN et al. 2016). Desta forma, é possivel sugerir que o ASE tenha promovido uma
melhora no metabolismo dos animais SHR com consequente reducao do ganho de peso, mas é
necessario que outras analises sejam feitas para elucidar os mecanismos envolvidos nesta
acao.

A HA frequentemente esta associada a outras doengas como, por exemplo, a diabetes
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Na glicemia de jejum realizada antes do
inicio dos tratamentos, observamos um aumento significativo de todos os grupos SHR em
relacdo ao CONTROLE e, apds as 8 semanas, ndo houve diferenga entre os grupos. Nossos
dados corroboram com Grinblatt et al. (2015) que também observaram diferenca na glicemia
de animais SHR e Wistar de 3 meses, mas ndo observaram com 7 meses. Além disso, também
ndo foram observadas alteracdes no TOTG, indicando que os animais ndo desenvolveram
resisténcia a insulina.

A pratica regular de atividade fisica é reconhecida por promover uma reducdo da
glicemia de pacientes diabéticos (BALDUCCI et al., 2014), aumentar a captacdo de glicose
pelas células (JENSEN; RICHTER,2012; SYLOW et.al, 2017) e melhorar a resisténcia a
insulina (WHILLIER, 2020). O consumo de polifendis também resulta em efeitos benéficos
para esta patologia (RUSSO et al., 2019). Embora ndo tenham sido observadas diferencas
nestes parametros, estudos realizados pelo nosso grupo, evidenciaram que o tratamento com
ASE e a atividade fisica de intensidade moderada foram capazes de reduzir os niveis
glicémicos e a resisténcia a insulina em animais com diabetes tipo 2 (DE BEM et al., 2017,
2018), e que o extrato possui propriedades hipoglicemiantes (OLIVEIRA et al. 2010; 2015),
demonstrando a capacidade do ASE e do exercicio de melhorarem estes parametros em
condicdo patolégica. Sendo assim, é possivel que no presente estudo esses efeitos benéficos
ndo tenham sido observados porque os animais ndo apresentavam alteragdes no metabolismo
da glicose.

Durante a atividade fisica, 0 aumento da captacdo de glicose se da pela necessidade
das células de produzir energia para executar 0s movimentos. Durante atividades de longa

duracdo, a principal via utilizada para sintetizar ATP é a aerobia, enquanto que nas atividades
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de curta duragdo e alta intensidade, o ATP é proveniente principalmente da via anaerébia
latica, onde ha formacdo de lactato (POWERS; HOWLEY, 2014), que ja foi considerado um
possivel causador da fadiga muscular por supostamente provocar o aumento da acidificacéo
do meio, através da liberacdo de H* (HALL et al., 2016) Desta forma, dosamos 0s niveis
séricos de lactato imediatamente apds o término do teste de esforgo e observamos que a
suplementacdo com ASE promoveu um aumento significativo nos niveis séricos de lactato do
grupo SHR+TR+ASE em relacdo a sua primeira medida e em relacdo a medida final do grupo
SHR+TR.

A fadiga pode ser definida como a incapacidade de iniciar ou manter alguma atividade
voluntaria, e atualmente é compreendida como um mecanismo que visa manter a integridade
fisiolégica do corpo (CORDEIRO et al., 2017) e, embora o acumulo de lactato seja um
possivel indicador do aumento da acidose, ambos ndo devem ser interpretados como causa e
efeito (ROBERGS et al. 2004). Somado a isto, em condi¢des de exercicio aerébico como
corridas de longas distancias ou natacdo, a sensacdo de fadiga depende de diversos fatores
como nutri¢do, condi¢cdes ambientais e condicionamento fisico dos atletas.

O aumento dos niveis de lactato esta relacionado com a intensidade da atividade
desempenha. Quando a intensidade aumenta, como no teste de esforgo, a producéo de energia
se dara preferencialmente pela via anaerdbia, resultando em aumento deste marcador na
corrente sanguinea (FURLAN et al., 2017). Como mostram os resultados do TE, que serdo
discutidos a seguir, os animais SHR+TR+ASE permaneceram por mais tempo no teste. Logo,
é possivel que para este grupo o TE tenha sido uma atividade de alta intensidade, com
requerimento de producédo de energia pela via anaerdbia e consequente aumento nos niveis de
lactato. Para compreender melhor os resultados obtidos, outras andlises poderiam ser
realizadas como avaliar os niveis de lactato antes e apds o teste e a atividade da lactato
desidrogenase.

No primeiro TE, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos que
seriam posteriormente submetidos ao protocolo de exercicio, evidenciando que ambos
estavam sob as mesmas condigfes fisicas. Nos subsequentes testes realizados, ap6s 4 e 8
semanas de treinamento, ambos 0s grupos mostraram uma melhora na performance em
comparagao ao teste inicial, corroborando com achados que evidenciam que a pratica regular
de atividade fisica por si sO é capaz de promover ganho de desempenho (HUGHES et al.,
2018).

Entretanto, o tratamento crénico com ASE resultou em um ganho adicional de

performance, uma vez que houve diferenca entre os grupos no 3° TE. Além disso, o0 ganho de
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desempenho do grupo SHR+TR apresentado no 2° TE, foi perdido no 3°, enquanto o grupo
tratado com ASE manteve os mesmos valores nos dois testes finais. Um estudo anterior
avaliou a suplementacdo com ASE associada ao treinamento fisico crénico, e evidenciou um
ganho significativo do desempenho em animais saudaveis (SOARES et al.,, 2020),
corroborando com o0s resultados do presente trabalho. Sendo assim, evidenciamos pela
primeira vez a acdo do ASE ndo apenas na melhora como também na manutengdo do ganho
de performance fisica de animais hipertensos. De acordo com Soares et al., (2020), o
tratamento agudo com o extrato ndo foi capaz de promover estes efeitos, apenas a
suplementacdo cronica. Logo, é possivel concluir que este ganho de desempenho ndo é
oriundo de alteragdes fisioldgicas momenténeas, € resultado do efeito do ASE na melhora da
funcdo vascular, reducéo do estresse oxidativo e do aumento de proteinas chaves relacionadas
a biogénese mitocondrial. Sendo assim, decidimos avaliar o efeito do tratamento com o
extrato em um modelo com reconhecido comprometimento cardiovascular associado ao
elevado estresse oxidativo.

Os animais SHR comecam a desenvolver HA a partir da 3° semana de vida. Na 12°,
guando se deu inicio ao tratamento, a hipertensdo ja estava bem estabelecida e todos os
grupos hipertensos apresentaram diferenca significativa da PAS e PAD em relagdo ao grupo
CONTROLE. O ASE promoveu uma reducdo significativa nos niveis pressoricos apds uma
semana de tratamento e se mostrou, em uma semana, mais eficiente quando ndo associado ao
treinamento fisico, corroborando com trabalhos que evidenciaram seu efeito anti-hipertensivo
(COSTA et al., 2012; CORDEITO et al., 2018).

O exercicio fisico isoladamente ndo promoveu alteracdo na PA. Estudos sugerem que
embora o exercicio aerébico de intensidade moderada resulte em beneficios cardiovasculares
significativos como melhora da sensibilidade dos barorreceptores, reducdo da atividade
simpatica e melhora da complacéncia arterial (CARDOZO et al., 2012), a reducéo dos valores
pressoricos é discreta entre 5-10mmHg. Sendo assim, quando a PA ja esta bastante elevada, a
pratica regular de exercicio fisico ndo pode ser utilizada como Unica medida terapéutica
(MALACHIAS et al., 2016), uma vez que a hipertensdo permanece, mas promove diversos
outros beneficios cardiovasculares que sdo indispensaveis para reduzir os efeitos patoldgicos
da hipertensdo (RUIVO; ALCANTARA, 2012). Entretanto, quando associado ao tratamento
com ASE, o exercicio foi capaz de reduzir tanto a PAS, quanto a PAD. Nossos dados
corroboram com Filho et al., (2011) que evidenciaram o efeito benéfico do exercicio fisico
associado ao vinho que, assim como o ASE, é rico em polifendis, na reducdo da PAS de

animais SHR. Sendo assim, a associacdo entre treinamento fisico e tratamento com ASE
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parece ser um bom recurso terapéutico para a HA, uma vez que os beneficios resultantes de
ambos podem se complementar.

Os vasos de condutancia como, por exemplo, a aorta, possuem barorreceptores que
detectam alteracfes no fluxo sanguineo. Estudos apontam que em pacientes hipertensos, ha
uma reducdo deste mecanismo, favorecendo ainda mais a desregulacdo pressorica e que a
estimulacdo destes mecanorreceptores seria uma boa alternativa terapéutica (YORUK et al.,
2016). No presente estudo, evidenciamos uma reducdo da resposta vasodilatadora promovida
pela ACh e aumento da resposta vasoconstritora da NE, tanto em anéis de aorta quanto em
leito arterial mesentérico dos SHR, evidenciando a disfuncdo endotelial caracteristica do
modelo (KONG et al., 2015; WILSON et al., 2019), resultante de uma reducdo da
biodisponibilidade de NO e aumento do estresse oxidativo.

NOs observamos um aumento da resposta vasodilatadora promovida pela ACh nos
animais submetidos a treinamento fisico, corroborando com achados que sugerem que a
pratica regular de atividade fisica melhora a funcdo vascular (HELLSTEN; NYBERG, 2015).
Quando associado ao ASE, a resposta vasodilatadora do grupo treinado foi um pouco mais
acentuada. Entretanto, a vasodilatacdo foi mais pronunciada no tratamento isoladamente com
ASE, corroborando com os achados de Soares et al. (2020), que também observaram melhora
da resposta vascular promovida pelo ASE. Segundo Lo6bo et al (2020) dietas compostas por
alimentos ou bebidas que contenham polifendis como o cacau, café, cha verde, entre outros,
reduzem a disfuncdo endotelial, a PA em hipertensos, o dano oxidativo e os marcadores
inflamatdrios, resultando em uma melhora da funcéo endotelial.

Um fator que pode ter contribuido para estes resultados, foi a reducao da espessura da
parede da aorta observada nos grupos tratos com ASE, corroborando com achados de Costa et
al. (2012), em animais com hipertensdo renovascular. Neste caso, a associacdo entre
treinamento e tratamento foi mais benéfica que ambas as terapias isoladas, o que pode
contribuir para a reducdo da RVP. Entretanto, o treinamento fisico isolado ndo foi eficaz em
reduzir este parametro. Além disso, embora ndo tenham sido observadas diferengas na
expressdo da enzima peNOS, que sintetiza NO, um dos mais importantes vasodilatadores, 0s
niveis de nitrito, um subproduto da metabolizacdo do NO, mostrou-se significativamente
reduzido nos animais hipertensos, e o tratamento com ASE restaurou estes niveis, que ficaram
semelhantes ao grupo normotenso. O treinamento isolado ndo promoveu aumento de nitrito e
ainda foi menor que o observado no grupo SHR+ASE, mas, quando associado ao ASE,
resultou em um leve aumento. Sendo assim, é possivel concluir que o ASE possui efeitos

mais expressivos que o treinamento fisico na funcdo vascular, com aumento da producédo de
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NO e reducédo da espessura da parede dos vasos, 0 que possivelmente auxiliou na melhora da
resposta vascular.

O estresse oxidativo também possui uma importante relacdo com a disfuncao
endotelial. O aumento da expressdo das NOX na hipertensdo esta intimamente relacionado
com o0 aumento da producdo de ERO e, consequentemente, do estresse oxidativo
(CAMARGO et al., 2018; TOUYZ, 2005). No presente estudo ndo foram observadas
alteracdes na expressao da NOX4 em aorta. Contudo, outros trabalhos evidenciaram que em
células do musculo liso vascular de SHR, hd um aumento da expressao das isoformas NOX1 e
NOX 4 (CAMARGO et al, 2018) e que em pacientes com hipertensdo essencial, had uma
superproducdo de Oz  produzido pelas NOX dos fagocitos, o que possivelmente estd
relacionado a reducdo da biodisponibilidade de NO (FORTUNO et al., 2004), contribuindo
ainda mais para o acréscimo dos fatores pré-oxidantes.

Os polifenois, especialmente os flavonoides, reduzem a atividade da NOX, além de
poderem atuar como scavengers, removendo as ERO diretamente (YOUSEFIAN et al., 2019).
Embora a producdo de ERO promova maleficios, pode atuar também ativando vias de
sinalizacdo que resultem na sintese de moléculas antioxidantes, como € o caso da via do Nrf2.
Sendo assim, a modulacdo deste fator de transcricdo pode ser muito benéfica para o aumento
dos compostos antioxidantes. Embora ndo tenham sido observadas diferengcas na expressao
das proteinas Nrf2 e Keapl neste trabalho, estudos com atividade fisica (DONE;
TRAUSTADOTTIR, 2016; VARGAS-MENDOZA et al., 2019;) e com tratamento com ASE
de células endoteliais em cultura (SOARES et al., 2017), evidenciaram que ambos podem
promover o aumento da expressdo do Nrf2 e das proteinas responsaveis pela regulacdo da sua
transcricdo. Quando associados, o0 treinamento fisico crénico e a suplementacdo com o ASE
também resultaram no aumento da expressdo do Nrf2 no masculo séleo de ratos wistar
(SOARES et al., 2020). Para investigar melhor o papel do ASE na ativacdo do Nrf2, a
expressao desta proteina pode ser avaliada em outros tecidos ou até mesmo em aorta com um
ndmero de amostras um pouco mais significativo.

Embora ndo tenham sido observadas alteracGes na expressao de proteinas relacionadas
ao estresse oxidativo, outros marcadores pro e antioxidantes foram avaliados. Evidenciamos
que o tratamento com ASE promoveu uma reducdo de marcadores da peroxidacédo lipidica,
como 0 MDA em homogenato de aorta e a marcacdo de 8-isoprostano também em aorta,
enquanto que o treinamento fisico promoveu reducdo apenas de 8-isoprostano. Quando
associados, houve reducdo do MDA em plasma e do 8-isoprostano em aorta. Além disso, as

atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, que estavam significativamente
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reduzidas nos animais hipertensos, aumentaram com o tratamento com ASE, associado ou néo
ao exercicio fisico, corroborando com outros estudos que avaliaram a capacidade antioxidante
do extrato (SANTOS et al., 2020; SOARES et al., 2017; ROMAO et al., 2019) e com outros
compostos fendlicos com acdo antioxidante em SHR (RANDRIAMBOAVONJY et al.,
2017). Embora no presente estudo, a atividade fisica ndo tenha melhorado a atividade destas
enzimas, também é reconhecida por sua agdo antioxidante (DA SILVA et al., 2019) que ficou
evidente, mesmo que ndo tdo proeminente quanto o ASE, na reducdo do marcador de dano
oxidativo. Além disso, a préatica regular de exercicio fisico previne o desenvolvimento e trata
diversas outras patologias como ansiedade e depressdo (CAREK et al., 2011), diabetes e
obesidade (MELMER et al., 2018) e, portanto, promove outros beneficios muito além dos
cardiovasculares. Mais estudos podem ser desenvolvidos avaliando diferentes metodologias
de treinamento fisico, com varia¢fes na intensidade e tempo de atividade desenvolvida para

avaliar qual deles promovera maiores ganhos.
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CONCLUSAO

O tratamento com ASE promoveu um ganho adicional na performance dos animais
submetidos ao treinamento fisico e atuou na manutencdo do desempenho adquirido. Isso,
possivelmente foi causado pelo efeito do extrato na reducdo da PA, na melhora da funcéo
vascular, associada a uma reducdo do remodelamento dos vasos e aumento da atividade das
enzimas antioxidantes, o que ndo foi promovido pelo treinamento isoladamente, reduzindo o
estresse oxidativo e resultando na melhora da disfuncdo endotelial, comumente observada na
hipertenséo.

Embora o treinamento fisico isoladamente ndo tenha resultado em ganhos tdo
significativos quanto os do tratamento com ASE, a associacdo entre as duas alternativas
terapéuticas deve ser preconizada, uma vez que os beneficios da atividade fisica vdo além de

melhorias na funcdo vascular.
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