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RESUMO

PEDROSO, José¢ Mallone Gongalves. Efeito do treinamento fisico aerdbio na reatividade
vascular da artéria aorta de ratos Sprague Dawley. 2021. 57f. Dissertacdo (Mestrado em
Educacdo Fisica e Esporte) — Escola de Educacdo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirao Preto, 2021.-.

O aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares tem sido associado a
modificagdo do estilo de vida com menor engajamento da populacdo em programas de
exercicios fisicos, sendo a falta de tempo para se exercitar uma das barreiras percebidas por
grande parte da populagdo. A perda da integridade da funcdo endotelial ¢ um marcador
prognoéstico para doengas cardiovasculares e o exercicio fisico cronico de caracteristica
aerobia e realizado por método continuo de treinamento parece ser efetivo para a melhora da
funcdo vascular. No entanto, diante dos recentes desafios para o engajamento da populacao
em programas de exercicio fisico surge a necessidade de se avaliar os efeitos de outros tipos e
métodos de treinamento sobre a funcao vascular. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos do treinamento aerobio realizado por método continuo ou método
intervalado, com cargas nao equiparadas, sobre a reatividade vascular da artéria aorta de ratos
Sprague Dawley. Os animais foram divididos em trés grupos: sedentario (SDA), treinamento
continuo (TRAC) e treinamento intervalado (TRAI) e tiveram livre acesso a agua filtrada e
ragdo padrao durante todo o estudo. Os grupos TRAC e TRAI treinaram em esteira trés dias
por semana (segunda, quarta e sexta) ao longo de 5 semanas. O grupo TRAC realizou 40
minutos de corrida continua (40%-60% Vmmax) € 0 grupo TRAI realizou 18 minutos de corrida
intervalada, sendo estes divididos em trés blocos de seis minutos, onde 2 minutos eram em
maior intensidade (50-70% Vmax), seguidos de 4 minutos em menor intensidade (25-35%
Vimax)- A reatividade vascular da artéria aorta foi avaliada por meio das curvas de
concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) e fenilefrina (PE) para avaliar o relaxamento e a
contratilidade respectivamente. Nenhuma alteragao foi verificada em quaisquer um dos
grupos para a a¢ao da PE. O relaxamento endotélio dependente induzido pela acetilcolina foi
20% maior no grupo TRAI quando comparado ao SDA e a sensibilidade do tecido a
acetilcolina estava aumentada em 2 vezes em anéis de aorta provenientes de animais do grupo
TRAI (ECsp= -7,22 + 0,08) comparado ao observado em anéis de animais do grupo SDA

(ECso=-6,89 + 0,08). Para o grupo TRAC tanto a resposta maxima quanto a sensibilidade nao



foram modificadas. Ambos os grupos TRAC e TRAI apresentaram ainda redugdo de 16% da
gordura epididimal em relacdo ao SDA. Em conclusdo, o modelo de treinamento intervalado
utilizado foi eficaz e, principalmente, eficiente para promover aprimoramento da resposta
endotélio dependente. Os resultados observados trazem um novo paradigma acerca da

prescri¢ao de treinamento aerdbio cujo objetivo seja a melhora da fungdo vascular.

Palavras-chave: Exercicio aerobio, treinamento intervalado, reatividade vascular



ABSTRACT

The raise in the incidence of cardiovascular diseases has been associated with lifestyle
modification with lower engagement of the population in physical exercise programs, being
the lack of time to exercise one of the barriers perceived by much of the population. The
impairment of endothelial function is a predictive marker for cardiovascular disease, whereas
aerobic exercise performed by continuous training method seems to be effective in improving
vascular function. However, in view of the recent challenges to engage population in exercise
programs, it is necessary to investigate the effects of other training types and methods on
vascular function. Thus, the aim of this study was to investigate the effects of both continuous
and interval aerobic training, with non-equal loads, on the vascular reactivity of Sprague
Dawley rats' aorta. The animals were divided into three groups: sedentary (SDA), continuous
training (TRAC) and interval training (TRAI) and had free access to filtered water and
standard feed throughout the study. The TRAC and TRAI groups trained on a treadmill three
days per week (Monday, Wednesday, and Friday) over five weeks. The TRAC group
performed 40 minutes of continuous running (40%-60% Vmax) and the TRAI group
performed 18 minutes of interval running, divided into three blocks of six minutes, 2 minutes
of which were at higher intensity (50-70% Vmax), followed by 4 minutes at lower intensity
(25-35% Vmax). The vascular responsiveness of the aorta artery was assessed using
concentration-response curves to acetylcholine (ACh) and phenylephrine (PE) to assess
relaxation and contractility respectively. No change was seen for PE responsiveness. The
endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine was 20% higher in the TRAI
group when compared to the SDA group and tissue sensitivity to acetylcholine was increased
2-fold in aortic rings from animals in the TRAI group (EC50= -7.22 + 0.08) compared to
SDA group (EC50= -6.89 + 0.08). For TRAC group both the maximal response and
sensitivity were not modified. Both TRAC and TRAI groups also showed a 16% reduction in
epididymal fat compared to SDA. In conclusion, the interval training model used was
efficient and mainly effective in enhancing the endothelium-dependent response. The present
results bring a new paradigm about the prescription of aerobic training to improve vascular

function.

Keywords: Aerobic exercise, Interval training, Vascular responsiveness
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1. INTRODUCAO

A mecanizacdo dos sistemas de producao em razao da revolugdo industrial, ocorrida
no século XVIII, bem como o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, fomentado pelas
duas grandes guerras mundiais (1914 a 1918) e (1939 a 1945), colaboraram de maneira
significativa e direta para uma reducdo gradativa do nivel de estimulos advindos dos
movimentos relacionados as tarefas diarias, o que, por sua vez, gerou redugdo no gasto
energético diario. A tdo famosa citacao “O corpo humano foi feito para se movimentar” nunca
fora tdo negligenciada como atualmente. Segundo dados do Ministério da Satde (BRASIL,
2019), trés em cada cem mortes registradas no Brasil no ano de 2017, podem ter sofrido
influéncia da inatividade fisica, sendo este comportamento o quarto maior fator de risco de
mortalidade de acordo com dados recentes da Organizacao Mundial da Saude (OMS) (WHO,
2018). Mandsager et al. (2018) publicaram resultados de um estudo que buscou avaliar cerca
de 122.077 pessoas no periodo entre janeiro de 1991 e dezembro de 2014, e concluiram que a
melhora da aptidao cardiorrespiratoria estd inversamente associada a mortalidade a longo
prazo. A OMS (2020) recomenda que, para a manutencdo da saude cardiovascular, sejam
necessarias semanalmente a pratica de, no minimo, 75 a 150 minutos de exercicio em
intensidade vigorosa, ou 150 a 300 minutos em intensidade moderada (BULL et al., 2020). A
promocdo da pratica de atividades fisicas como proposito ao enfrentamento do
comportamento sedentario ¢ constantemente fomentada em posts de redes sociais, campanhas
publicitérias, além de possuir base de sustentagdo tedrica em intimeros estudos cientificos. No
entanto diversos profissionais da satude, geralmente esbarram na forma com que as percepgdes
comportamentais sdo recebidas pelos diferentes publicos para a aceitagdo da inser¢do do

habito de se exercitar em suas vidas (FERREIRA; CASTIEL; CARDOSO, 2017).

A principal razdo para a ndo pratica de atividades fisicas no Brasil foi atribuida a falta
de tempo por 70% dos brasileiros em levantamento feito pelo extinto Ministério do Esporte na
ultima pesquisa realizada sobre o tema (BRASIL, 2015). Apesar da argumentagao
teoricamente plausivel de cada pessoa para esse resultado expressivo com relagdo a falta de
tempo para se exercitar, a fisiologia humana ndo compreende justificativas pessoais, e tende a
responder a estimulos ofertados e a falta desses estimulos, sendo este segundo fator altamente

associado aos efeitos negativos sobre a saude, principalmente, a integridade da saude
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cardiovascular. Pessoas fisicamente inativas apresentariam risco aumentado de morte

prematura em torno de 500% (MANDSAGER et al., 2018).

Estudos ao longo dos ultimos anos vém demonstrando que a realizagdo do exercicio
fisico de maneira cronica promove melhorias significativas a saude do sistema cardiovascular,
e que parte destes efeitos benéficos estaria intimamente ligada a uma série de fatores, sendo
um deles as adaptagdes na estrutura vascular (UMPIERRE; STEIN, 2007; NYSTORIAK;
BHATNAGAR, 2018). A fungdo vascular ¢ modificada como consequéncia do aumento do
estimulo hemodinamico que ocorre durante a pratica de exercicios fisicos. O shear stress ou
tensao de cisalhamento ¢ a for¢a exercida pelo sangue na parede do vaso em decorréncia do
aumento do fluxo sanguineo pulsatil durante o esfor¢o fisico (CARTER et al., 2016; GREEN;
SMITH, 2018). Estudos prévios de revisdo sistematica apresentaram consideragdes positivas,
sendo algumas delas: aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), aumento da
producdo de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), reducao da
produ¢do de enzimas oxidantes como nicotinamida adenina dionucleotidio fosfatase
(NADPH) e xantina oxidase (XO), aumento da angiogénese, redugdo de processos
inflamatérios a nivel vascular e aumento de atropina, quando avaliadas a funcdo vascular
associada a pratica de exercicios aerobios em humanos (ASHOR et al., 2014; ZHANG et al.,
2017).

Muitos dos experimentos que elucidaram como o exercicio fisico geraria as adaptacdes
vasculares e a consequente melhoria na funcao do vaso foram realizados em modelo animal.
Entretanto, grande parte destes estudos se utilizou de protocolos de exercicio fisico aerdbio
com método continuo de treinamento, mais especificamente, corrida em esteira. Considerando
a importancia de estudos translacionais e o fato de que as pessoas tém percebido a falta de
tempo como barreira para a realizagdo de exercicio fisico regular, o presente estudo tem como
objetivo comparar os efeitos de dois métodos de treinamento aerobio, continuo ou
intervalado, com volumes de treinamento distintos, sobre a reatividade vascular da artéria

aorta de ratos Sprague Dawley.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura do musculo liso vascular

A composicao anatdmica dos vasos sanguineos pode ser compreendida pela sua
divisdo em trés camadas, a mais externa conhecida como tinica adventicia composta
basicamente de tecido conjuntivo, uma intermediaria conhecida como tinica média, composta
por musculo liso e tecido eléstico, e a parte interna, conhecida como tlnica intima composta
por células endoteliais (YUN et al., 2005; ZANESCO, MORAES, 2013).

O tonus vascular ¢ mediado pelos mecanismos de contragao e relaxamento do musculo
liso que podem se dividir em dois tipos: musculo liso multi-unitdrio e mtsculo liso unitario. A
principal diferenga entre eles ¢ a disposi¢do de suas fibras, os multi-unitarios possuem fibras
separadas e discretas com capacidade de realizar contracdes independentes, ja& no caso do
musculo liso unitério, as fibras sao dispostas em uma unica unidade conjunta de forma que, a
forca gerada em uma regido da fibra muscular pode se dissipar para a outra, permitindo a
contracdo de todo o tecido adjacente mediante ao influxo de ions em suas membranas (HALL,
2017).

Os seres humanos apresentam em sua estrutura morfoldgica trés tipos de musculos
distintos: cardiaco, liso e esquelético, cada qual com suas func¢des e particularidades. Os
musculos cardiacos e esqueléticos possuem aparéncia estriada, ja o liso por sua vez, difere-se
dos outros dois em sua estrutura como diz o préprio nome, mas se assemelha do cardiaco no
mecanismo de modulagcdo da sua contratilidade, sendo esta regulada pelo sistema nervoso
autonomo, caracteristica essa que confere a principal diferenca dos musculos lisos e cardiaco
para o musculo esquelético, normalmente ativado por mecanismos voluntarios de contragao
(KATCH, KATCH, McARDLE, 2016). O tecido muscular liso ¢ o principal componente
contratil das visceras e vasos sanguineos do nosso corpo, suas células sao fusiformes,
possuindo um tnico nucleo centralizado, unidas entre si através de feixes, e diferente dos
musculos estriados, a disposicao de suas proteinas contrateis, actina € miosina, sdo irregulares
(MOREIRA C., 2015). Os processos fisiologicos de contracdo muscular tém suas
semelhangas, como a necessidade da presenga do célcio no citosol para dar inicio ao
mecanismo contratil, por exemplo. No entanto, diferem-se absolutamente na maneira como ¢

ofertada a disponibilidade destes ions as fibras musculares.
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Os musculos esqueléticos tém sua contragdo modulada por um potencial de acdo
elétrico, sendo este o responsavel pela liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico. O
calcio, por sua vez, liga-se a troponina C e libera o sitio ativo da actina para a ligacdo da
cabeca da miosina que estava hidrolisada pelo ATP, realizando a contragdo muscular. O
processo de relaxamento dessa musculatura também ¢ dependente da hidrolise do ATP
(HALL, 2017). J& os musculos lisos ndo possuem a troponina em sua estrutura para
modularem o processo contratil, sendo necessaria a participagdo de algumas enzimas para
auxiliarem neste quadro, no entanto o mecanismo fisioldgico que da inicio a contragdo
também ¢ célcio dependente.

A contragdo do musculo liso pode acontecer de duas maneiras: a primeira, sendo
através do influxo de calcio do meio extracelular para meio intracelular mediados por canais
de calcio voltagem dependentes. Este mecanismo se da apds o célcio ter sua entrada facilitada
no citosol, ligando-se em seguida a uma proteina chamada calmodulina, formando, assim, o
complexo calcio-calmodulina. A formagdo deste componente promovera a ativagao da enzima
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), promovendo acdo direta na mudanca da
angulacdo da cadeia leve da miosina através da adi¢cao de um fosfato na sua cabeca globular,
promovendo, assim, a ligacdo das fibras de actina e miosina entre si. J4 o segundo mecanismo
de liberagdo do calcio para o citosol ¢ ativado pelo inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). A membrana
da célula muscular lisa possui receptores para neurotransmissores ¢ hormoénios indutores de
contragdo como endotelina, fenilefrina e noradrenalina que, apos sua ligagdo a esses
receptores desencadeiam uma cascata de eventos bioquimicos para a contragdo do musculo
liso (WEBB, 2003; GARCIA, 2016). Tal ligacdo aos respectivos receptores de membrana
promove a ativagdo da proteina G que ira clivar um fosfolipidio de membrana, estimulando a
formacdo de diacilglicerol (DAG) e IP;. O IP; por sua vez se direciona ao reticulo
sarcoplasmatico (RS) da célula muscular lisa, se ligando ao seu receptor nesta estrutura e
promovendo assim a liberagdo do calcio armazenado no RS para o citosol, que se ligara a
calmodulina, formando o complexo célcio-calmodulina, ativando a MLCK e promovendo a
contragdo muscular. Os mecanismos de relaxamento promovidos pelo NO e contracao do
musculo liso sdo absolutamente semelhantes até esta etapa de formacao do complexo célcio-
calmodulina, se diferindo somente pela acdo dos agentes indutores (KOEPPEN; STATON,

2009). Tal mecanismo ¢ ilustrado abaixo (figura 1).



20

neurotransissores e horménios indutores de contragdo
(fenilefrina, endotelina-1, noradrenalina, etc.)

Ca?* l receptor

ReseRel([aresneaneannesseene p oo 0202

Fa1A 1A 141 18]
|.E-1.5-1-%-! AARASAAASAASAAAAA B AARA ha
canais de célcio fosfolipase C
voltagem dependete

-~

reticulo M s
sarcoplasmiético |[+— IP; DG

Ca<t

PKC

— (a2t —» CaZtjealmodulina

}

MLC kinase
(ativacdo)

actina + MLC (lf:

(contragdo)
l : Fosfato da Miosina
(ativado}
MLC

(relaxamento)

Figura 1. Mecanismo de contragdo do musculo liso (adaptado de Webb, 2003), representacdo grafica das duas
vias de contragdo do musculo liso moduladas tanto pelo influxo de célcio permitido pela abertura dos canais
dependentes de voltagem, quanto pela acdo de agentes indutores como fenilefrina, endotelina e noradrenalina em
seus receptores. O mecanismo dos agentes indutores ativa a fosfolipase C, que por sua vez ativa IP3 promovendo
a liberagdo de calcio Ca®* do reticulo sarcoplasmatico. Apos o aumento da concentragdo de calcio no citosol por
qualquer uma das vias, o0 mesmo se liga a calmodulina formando o complexo célcio-calmodulina. Ativando a
enzima MLCK que adiciona um fosfato na cadeia leve da miosina mudando sua angulacdo dando inicio ao
processo de contragdo.

A modulacdo do tonus vascular sofre grande influéncia da contragdo e do relaxamento
do musculo liso que compde a tinica média. Diferentemente do musculo esquelético que
possui a troponina, o mecanismo contratii do musculo liso ¢ modulado por estimulos
quimicos e mecanicos capazes de ativar as fibras de actina e miosina. Tal mecanismo ¢
mediado pela liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico e sua entrada do meio extra para
o meio intracelular. Este, por sua vez, se liga a calmodulina formando o complexo calcio-
calmodulina, que ativa a miosina quinase, enzima responsavel pela fosforilacao do sitio ativo
de cadeia leve da miosina, promovendo, assim, a ligagdo desta proteina aos filamentos de
actina desencadeando o mecanismo de contragdo da musculatura.

A cascata de eventos bioquimicos que promove a contracdo do musculo liso ¢
desencadeada pela presenga de substancias que induzem a contratilidade deste tecido como a
endotelina, noradrenalina e fenilefrina. O mecanismo de relaxamento por sua vez sofre a

influéncia de agentes produzidos pelas células endoteliais, como a prostaciclina (PGL,), o
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fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e o NO, sendo este ultimo considerado a
substancia vasodilatadora mais potente do organismo (ZANESCO; MORAES, 2013). A
modulagdo do tonus vascular ¢ diretamente influenciada pela participagdo das células
endoteliais neste processo, que possuem ainda, importante papel no controle da coagulagao
sanguinea, resposta inflamatdria, resposta imune e remodelagdo vascular (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980).

A avaliacdo da funcao endotelial confere ao endotélio vascular a possibilidade de ser
visto como importante marcador prognéstico de doencas cardiovasculares. A modulacdo do
tonus vascular tem sua agdo mediada por substincias produzidas pelas células endoteliais
como a endotelina responsavel pelo mecanismo vasoconstritor ¢ o 6xido nitrico através da
acdo da acetilcolina que por sua vez controla o mecanismo vasodilatador. Caso a produgdo
destas substancias esteja desequilibrada, o sistema cardiovascular estara sujeito a um quadro
patolégico denominado disfun¢do endotelial (GIRIBELA et al, 2011). O perfeito
funcionamento dos mecanismos homeostaticos de regulagdo autonémica do tonus vascular
pelas vias bioquimicas do organismo através do papel dos agentes indutores de contracao e
relaxamento colabora diretamente na prevencao formacao de condi¢des patologicas como
aterosclerose, hipertensao arterial, dentre outras complicagdes que atingem a satde do sistema

cardiovascular (GIRIBELA et al., 2011; GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016).

2.2 Endotélio vascular: estrutura e funcio fisiolégica

As células endoteliais recobrem absolutamente todos os vasos sanguineos do
organismo, formando uma extensa rede de protecdo entre as substancias presentes no sangue e
as paredes dos vasos, permitindo um melhor fluxo sanguineo e auxiliando na prevengdo de
agregacao plaquetaria (NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2005). As células
endoteliais sao consideradas como tecidos ativos e dindmicos de grande importancia para a
regulacdo de mecanismos como sinaliza¢do local de processos inflamatdrios, angiogénese,
permeabilidade microvascular e regulagdo do tonus vascular (PAGAN; GOMES; OKOSHI,
2018). A compreensdao do endotélio vascular como um 6rgdo com fungao fisiologica ¢
recente, e desde entdo o endotélio tem sido evidenciado tanto como marcador prognostico de

doengas, quanto como um sinalizador de mecanismos fisiopatoldgicos tendo o interesse da



22

compreensdo do seu mecanismo de funcionamento aumentado nas tltimas décadas (da LUZ;
LAURINDO; CHAGAS, 2005).

O endotélio vascular pode ser considerado como um 6rgao enddcrino, pois responde a
estimulos humorais, neurais e mecanicos, sintetizando através deles diversas substancias
sendo o NO a mais importante delas. Em virtude da sua agdo direta na regulacdo do tonus
vascular, esta substancia confere ao endotélio um papel fundamental na regulagdo da
circulacao sanguinea, podendo ser a integridade deste sistema compreendida como variavel
prognostica de saude cardiovascular (de CARVALHO et al., 2006). Dentre tantas fungdes
reguladoras exercidas pelo tecido endotelial, a regulagdo do tonus vascular e a interagdo com
as células sanguineas, possuem um interesse especial quando buscamos compreender a
relacdo entre endotélio e exercicio fisico.

Um dos primeiros registros que se tem conhecimento a respeito do papel do NO foi
publicado por Furchgot e Zawadzki (1980) que descreveram tal substancia como sendo
sintetizada a partir da oxidagdo da L-arginina pela acdo da NO sintase (NOS) e
caracterizando-se como um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). A NOS pode ser
encontrada no organismo em trés isoformas: nNOS, iNOS e eNOS, sendo essa ultima
presente nas células endoteliais, cardiomiocitos e plaquetas, com funcdo de regulacdo do
tonus vascular do musculo liso (MONCADA; HIGGS, 2006).

A producao e liberacao de NO pelo endotélio vascular acontece em resposta a agentes
agonistas, como a acetilcolina e a bradicinina, ou a um estimulo mecanico ocasionado pela
pressdo do sangue exercida contra a parede do vaso durante o seu fluxo, sendo este evento
classificado como estresse de cisalhamento ou shear stress (DE SOUZA JUNIOR, et al.
2012; GREEN, 2017). E, ambos os casos, sdo considerados como evento endotélio
dependentes ja que a integridade da célula endotelial ¢ condigdo sine qua non para se observar
a resposta.

A resposta mediada por agonistas, neste caso a acetilcolina, depende de uma agdo
direta desse agente nos receptores muscarinicos (M3) endoteliais (figura 2). Essa ligagdo com
os receptores desencadeia a ativagdo da fosfolipase-c-beta (PLC-B) pela proteina Gy,
provocando a formag¢do de IP; (inositol-1-2-4-trifosfato) e DAG (diacilglicerol) pela agao da
PIP; (fosfatidil-inositol-bifosfato). O IP; por sua vez se direciona ao seu receptor no reticulo
sarcoplasmatico presente no citosol das células endoteliais for¢ando a liberagao de calcio em
seu interior, promovendo a abertura de mais canais para célcio, desencadeando a formacao do
complexo calcio-calmodulina, responsavel direto pela ativagdo da oxido nitrico sintase

endotelial (eNOS). A eNOS converte a L-arginina em NO e L-citrulina, apds essa reagao o
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NO se difunde para o musculo liso ativando a guanilato ciclase, que por sua vez transforma o
GTP em GMP,, o que resultard na ativacdo da PKG responsavel pelo fechamento dos canais
para célcio, inibindo a quinase de cadeia leve da miosina e resultando em relaxamento do

musculo liso (VOLKER, 2012).
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Figura 2. Mecanismo de vasodilatagdo do musculo liso. Producdo de 6xido nitrico mediado pela acdo da
acetilcolina (BORON; BOULPAEP, 2015). ACh: Acetilcolina; R: Receptor; G: Proteina Gq; PLC:
Fosfolipase-C-Beta; DAG: Diacilglicerol; IP;: Inositol-1-2-4-trisfosfato; Ca*": Calcio; ON: Oxido nitrico;
GTP: Trifosfato de guanosina; cGMP: Monofosfato de guanosina ciclico.

2.3 Estresse de cisalhamento induzido pelo exercicio fisico: repercussoes sobre a
func¢io endotelial

A principal fung¢do do endotélio vascular ¢ a de manter a homeostase vascular. Seu
papel ndo se restringe somente ao controle do tonus vascular, mas estende-se também a contra
regular a proliferacdo das células do musculo liso e a adesdo de leucécitos através da
produ¢do de NO mediada, ou ndo, pelo shear stress, mecanismo esse responsavel pela
manutengao do vaso sob um estado de constante vasodilatacdo (de CARVALHO et al, 2006).

O shear stress ou estresse de cisalhamento ¢ caracterizado pelo aumento do fluxo
sanguineo induzido pelo exercicio fisico em virtude do crescente débito cardiaco durante o
esforco (GREEN, 2009). A pratica de exercicios fisicos tem a capacidade de promover

impactos positivos na modulacdo da fun¢do vascular ja nas primeiras sessdes, sendo que a
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natureza das adaptagdes estd intimamente ligada a especificidade do esfor¢o executado, bem
como as cargas de treinamento (GREEN e SMITH, 2018).

Thoma (1893) observou em seu experimento com embrides de galinha, que ramos
vasculares tinham o seu desenvolvimento aumentado com maior efetividade em vasos
sanguineos onde o fluxo tendia a ser mais rapido, quando comparados aos locais de fluxo
mais lento. Tal observagao trouxe a sugestdo de que forcas hemodinamicas distintas estariam
diretamente associadas a importantes adaptagdes no desenvolvimento dos tecidos vasculares.
Cerca de um século depois, as pesquisas trouxeram como evidéncia que tal adaptacgdo
vascular estd intimamente ligada a funcionalidade do endotélio (DREXLER et al., 1989;
MCLENACHAN et al., 1991).

O aumento do fluxo sanguineo nos vasos ¢ naturalmente mediado pelo aumento da
frequéncia cardiaca, em virtude da demanda de nutrientes aumentada nos tecidos durante a
realizacdo do exercicio fisico, sendo que tal mecanismo impacta diretamente no aumento da
pressdo arterial sistolica (PAS) (FOSS; KETEYIAN, 2000). Segundo Laughlin, Newcomer e
Bender (2008), o aumento da PAS parece ter influéncia na modulacao endotelial. Os autores
notaram que a exposicdo das células endoteliais a taxas de pressdo aumentada, em torno de 20
a 100 mmHg, promoveu um aumento na proliferacdo de células endoteliais quando
comparadas a nenhuma pressao.

O aumento do débito cardiaco desencadeado pelo inicio do exercicio fisico, e
consequente aumento da velocidade do fluxo sanguineo, caracterizam o shear stress. O shear
stress € precursor da produ¢do de NO, sendo este um gas, considerado o mais potente agente
vasodilatador produzido pelo endotélio (ZANESCO; MORAES, 2013). O aumento da
intensidade de contato sobre a parede vascular causada pelo shear stress apOs o inicio do
exercicio ¢ identificado por mecanorreceptores presentes nas células. Tal mecanismo por sua
vez desencadeia o aumento da concentragao de calcio dentro da célula endotelial, tendo como
resposta a esta acdo, a ativacdo da eNOS. Apos ser ativada, a eNOS converte a L-arginina
presente nas células endoteliais em NO e citrulina. O NO atravessa entdo a membrana da
célula endotelial, lancando-se para o musculo liso vascular e ativando a enzima guanilato
ciclase. Esta por sua vez converte a GTP (guaninosina trifosfato) em guaninosina
monofosfato ciclica (GMPc), resultando assim no relaxamento da musculatura lisa vascular e

em sua vasodilatagio (figura 3) (NEGRAO, SANTOS e ALVES, 2005).
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Figura 3. — Mecanismo de relaxamento do musculo liso mediado pelo shear stress (adaptado de da LUZ,
LAURINDO e CHAGAS, 2005). O exercicio fisico exige aumento da demanda cardiaca promovendo um maior
fluxo sanguineo, desencadeando o mecanismo de shear stress. A pressdo exercida pelo sangue na parede
vascular promove aumento da concentragdo de calcio intracelular, ativando a eNOS que converte a L-Arginina
em citrulina e 6xido nitrico (NO). O NO se difunde para o musculo liso ativando a enzima guanilato ciclase que
converte o GTP em GMPc ativando por sua vez a PKG que ird promover o fechamento dos canais para calcio e

promovendo o relaxamento do musculo liso vascular (STRIJDOM; CHAMANE; LOCHNER, 2009),

Os vasos sanguineos possuem dois padroes de direcionamento do fluxo sanguineo:
retilineo e bifurcado, alternando a caracteristica do fluxo do sangue ao longo da rede vascular
que pode ser laminar (continuo) nos vasos com caracteristica retilinea e turbulento nas
ramificagdes bifurcadas (CHISTIAKOV; OREKHOV; BOBRYSHEYV, 2017).

Diferentes adaptagdes das células vasculares sdo desencadeadas de acordo com o
padrao de fluxo do sangue em determinada regido. As células endoteliais sofrem constante
exposicdo das tensdes de cisalhamento impostas pelo fluxo pulsatil do sangue. Neste sentido,
estudos in vitro e in vivo demonstraram que o endotélio é capaz de reconhecer diferentes tipos
de tensdao de cisalhamento, através de seus mecanorreceptores localizados na membrana
celular e traduzir esses sinais para regular as funcdes celulares (WANG et al., 2016). O
padrdo de direcionamento do fluxo sanguineo impacta diretamente na agcdo subsequente do
endotélio, sob influéncia do fluxo laminar pulsatil, as células endoteliais se alongam
alinhando-se paralelamente, tal alinhamento acontece em fung¢do do remodelamento do
citoesqueleto influenciado pelo direcionamento do fluxo (McCUE et al.,, 2006). Com o

aumento moderado da tensdo de cisalhamento sobre as células endoteliais, estas aumentam a
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producdo do NO e prostaciclina, e, em contrapartida, reduzem a producdo de agentes
vasoconstritores como a endotelina-1 (WANG et al., 2016). O fluxo bifurcado, diferente do
laminar ndo possui uma tensao de cisalhamento unidirecional, o que inclui reversao do fluxo e
turbuléncia ocasional ao local (REINHART-KING; FUJIIWARA; BERK, 2008). Em areas
que possuem tensdo de cisalhamento turbulenta, as células endoteliais sdo constantemente
desafiadas a suportar mudangas ritmicas e hemodinamicas podendo levar ao dano tecidual,
aumentando a possibilidade de adesdo elevada de monocitos naquela regido, com o
favorecimento do processo inflamatdrio para a formagao de quadros clinicos adversos como
os de aterosclerose, por exemplo (ZHOU; LI; CHIEN, 2014). Nestas areas de fluxo laminar
bifurcado, a interpretacio de quimiorreceptores ao grau de oxigenagdo do sangue ¢
prejudicada por alteragdes do pH impostas por estase e coagulagdo (YUN et al., 2005). J4 as
regioes de fluxo laminar, possuem baixa adesdo a mondcitos, promovem down-regulation de
genes inflamatorios e tém a capacidade de promover adaptacdes positivas a saude vascular,
como otimiza¢do do desempenho funcional dos vasos sanguineos e facilitagdo da regulagao
antiaterogénica (CHIEN, 2008).

O mecanismo de shear-stress, tendo seu fluxo laminar aumentado pelo inicio da
pratica do exercicio fisico, provoca alteracdes de pressdo identificadas por mecanorreceptores
presentes na parede dos vasos sanguineos, modulando diretamente a atividade das células
endoteliais, promovendo o aumento da concentragao de substancias vasoativas que colaboram
para a manutengao da funcao endotelial (ZHANG; FRIEDMAN, 2013).

Habitos inadequados de vida como tabagismo, alcoolismo, a inatividade fisica e até
mesmo o ar poluido que respiramos contribuem indiretamente para a reducdo da satde
vascular em virtude dos danos teciduais que sdo capazes de causar. Estes danos podem ser
causados ainda por fatores internos, por alteragdes na homeostase promovidas pelo
metabolismo bioquimico do oxigénio (O;), como € o caso do estresse oxidativo, caracterizado
pelo aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) (VANHOUTTE, 2017). As
ROS sdo substancias toxicas ao organismo, sobretudo ao endotélio e sdo produzidas através
de reagdes quimicas envolvendo a participagdo do oxigénio, sendo a atividade mitocondrial
uma das principais vias produtoras destas substancias durante a respiracao celular (HANDY;
LOSCALZO, 2012). Peréxido de hidrogénio (H,0,), hidroxila (OH) e anion superoxido (O;")
sdo algumas das ROS produzidas pelo organismo. Quando a producdo destas substancias pelo
organismo ¢ maior do que a producao de substancias antioxidantes, responsaveis por auxiliar
na nulidade dos efeitos deletérios das ROS, podemos considerar que o organismo se encontra

sob estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010). A génese da disfuncdo endotelial esta
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diretamente relacionada com o aumento de ROS, sendo que tais espécies reativas podem ser
geradas ainda pela propria eNOS quando, por exemplo, ha redu¢do da disponibilidade do
precursor de L-Arginina ou do co-fator BH4 e sua oxidagdo em BH; pelo anion superdxido.
Este processo pode acontecer pela a¢do de interleucinas como TNF-a, pelo consumo de
alimentos gordurosos, pelo exercicio fisico, e ainda por shear stress de fluxo irregular através
da tensdo exacerbada ofertada aos vasos sanguineos, todos os fatores que aumentam a
atividade de subunidades da NADPH que aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio
(NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2005; HSIEH et al, 2014; VARGAS-
MENDOZA et al., 2019).

O anion superoxido (O;"), formado pela redugdo do O, através da enzima NADPH
oxidase tem uma grande parcela de responsabilidade nos danos causados ao organismo por
ser o principal causador da oxidagao do colesterol LDL. Tal reagdo tem alto potencial de dano
ao endotélio por resultar na formagao de placas ateroscleroticas. Enquanto o anion superoxido
promove a oxidagao do LDL, a producdao de NO contra regula esta reagdao. No entanto, o
aumento exacerbado de O, impacta diretamente na redu¢do da biodisponibilidade do NO em
virtude da formacdo de peroxinitrito (NO;3) resultante da juncdo destas duas substincias
(VANHOUTTE; SHIMOKAWA; FELETOU, 2009; HSIEH, 2014).

O aumento da biodisponibilidade de NO ¢ fundamental para a manutengao da fungao
endotelial, j4 que o proprio organismo tem mecanismos de ajustes para corrigir o
desequilibrio provocado pelas ROS através da produ¢do de enzimas antioxidantes (TELESI;
MACHADO, 2008). Um dos caminhos para a busca deste equilibrio estd no aumento da
expressao da atividade da NRf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), que tem papel
importante na sinalizacdo para o aumento da produgdo de enzimas antioxidantes (ITOH et al.,
1999; HYBERTSON et al., 2011). A pratica constante de exercicios tem a capacidade de
promover respostas antioxidantes positivas advindas das atividades enddgenas com alta
capacidade de neutralizagao dos riscos oferecidos pelo estresse oxidativo. A ativagdo de NRf2
induzida pela pratica de atividades aerdbias tem sido demonstrada tanto em estudos
envolvendo modelo animal quanto em humanos, sendo correlacionada positivamente
inclusive com as fases da vida onde se adquiriu o habito do exercicio (DONE;
TRAUSTADOTTIR; 2016). Em condi¢des de normalidade o NRf2 permanece inativo no
citosol através do seu regulador Keap-1 (Kelch-like ECH-associated protein I). Entretanto,
durante a pratica de exercicios, a demanda de O, ¢ aumentada induzindo um aumento na
producdo de ROS, que por sua vez oxidam os grupos sulfidrila no residuo de cisteina do

Keap-1, alterando seu estado estrutural e promovendo a ativagdo de NRf2 que livre de seu
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regulador se desloca ao nucleo celular induzindo a produ¢do de enzimas antioxidantes como a
glutationa (GSH) (TEBAY et al, 2016; FATHI et al. 2020) A GSH pode ser encontrada nos
tecidos do figado e do musculo esquelético e sua sintese depende da disponibilidade de
cisteina. A funcao desta enzima pode ser compreendida pela acdo direta na remogao de ROS
ou pela catalisacao da glutationa peroxidase (GPX), levando a formacao de glutationa oxidase
(GSSG). A GPX, por sua vez, catalisa a redu¢ao de H,O, em H,O e alcool, tendo a GSH
como doadora de elétrons nessas reagdes (JI, 1998; SEN, 2000; POWERS; SEM, 2000 apud
NIES, 2012). Outra enzima antioxidante ¢ a catalase (CAT), encontrada em abundancia nos
peroxissomos, podendo estar presente ainda nas mitocondrias e no reticulo sarcoplasmatico,
sendo que sua funcdo principal ¢ a catalise de H,O, em H,O e O, (JI, 1998, apud NIES,
2012). A superdxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloproteina responsavel por catalisar o anion
superoxido em H,O; e O, (ZUZUKI; OHNO, 2000 apud NIES, 2012).

A SOD possui trés isoenzimas precursoras de sua formagao caracterizadas pelos ions
metalicos: cobre (Cu’) e zinco (Zn’) sendo encontrados no citosol; e, manganés (Mn’),
presente nas mitocondrias. A SOD tem um papel antioxidante absolutamente importante na
prevengao de danos severos ao organismo. Partes destes danos foram ilustrados por estudos
com ratos geneticamente modificados para a ndo expressdo desta enzima, que dias apos o
nascimento vieram a Obito por estresse oxidativo (LI et al., 1995). Embora o aumento da
atividade das ROS possa ser precursor de quadros patologicos, a elevacao de sua produgao
pode ser vista positivamente pelo organismo por funcionarem como sinalizadores da
produgdo de enzimas antioxidantes (XIE; PARKER; HEAPS, 2012). A pratica de exercicios
fisicos de maneira cronica promove a ativagdo de vias de sinaliza¢do sensiveis ao equilibrio
das reacOes de oxidagdo, ja sessOes agudas de treinamento sdo capazes de aumentar a
expressao da MnSOD (SOD?2), além de outras enzimas antioxidantes a nivel muscular (JI,
2002; BANERJEE et al., 2003). O aumento da atividade da SOD foi identificado em tecidos
do musculo esquelético, coragdo, pulmao, figado, eritrocitos e plaquetas de roedores apos a
realizacdo de exercicios aerobios agudos até a exaustdo (JI, 1998 apud NIES, 2012).
Hollander et al. (2001) encontraram um aumento abundante na expressdo de RNA da
MnSOD, porém com um discreto aumento do conteudo proteico desta enzima em musculo de
roedores, apos a realizacdo de 60 minutos de corrida em esteira com intensidade relativa a
65% do VO;max. No entanto, os autores concluiram que um aumento substancial desta enzima
poderia estar ligado a estimulagdo cronica do exercicio. O aumento da expressao de RNA e
das enzimas CAT, GPX, SOD, MnSOD foi encontrado no musculo soleo de ratos jovens apds

a pratica de um ciclo cronico de exercicios, caracterizado por 60 minutos diarios de corrida
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em esteira ao longo de trés meses com intensidade relativa a 60% da Vyax. J& nos ratos idosos
tais enzimas ndo sofreram alteracdo, porém foi identificada a redugdo do conteudo de acido
tiobarbitarico (TBARS), um marcador de estresse oxidativo, demonstrando o importante
papel do exercicio aerobio no combate ao estresse oxidativo e seus possiveis danos
(LAMBERTUCKCI et al., 2007). O exercicio aerébio também se demonstrou eficiente para
aumentar a expressdo de SOD na microvasculatura adiposa de camundongos machos
C57BL/6J treinados ao longo de duas semanas (~6km/dia) quando comparados com os grupos
sedentarios. Tais achados demonstram que o exercicio pode ser capaz de prevenir a disfungao
endotelial através de um ambiente redox melhorado (ROBINSON, 2017). Estudos em
humanos também demonstraram uma maior atividade da SOD de individuos treinados
(corredores, levantadores de peso e atletas de cross-fit), quando comparados com individuos
sedentarios, apos um periodo pos-prandial, confirmando o importante papel do exercicio na
prevencao do estresse oxidativo e preservagdo da fungdo endotelial (DAS et al., 2018).

A SOD pode ser encontrada ainda na sua forma extracelular (ecSOD) que desempenha
um importante papel na preservacao da funcgdo vascular visto que converte o O,” em H202,
evitando que o primeiro reaja com o NO e forme peroxinitrito. Estudos em camundongos
knockout demonstraram que a auséncia desta enzima promove aumento da hipertensdo arterial
induzida por angiotensina II (AIl) e promove disfuncdo endotelial (YAN; SPAULDING,
2020).

O exercicio fisico tem papel fundamental no balango oxidativo, estudos de meta-
analise e revisdo sistematica demonstraram que sua pratica auxilia no aumento da capacidade
antioxidante do organismo (de SOUSA et al., 2017). Pesa em favor do modelo de exercicio
aerébio, uma maior capacidade de producdo de enzimas antioxidantes quando comparado aos
modelos resistidos. Isto se deve ao fato de que fibras oxidativas tipo I promovem maior
capacidade de producao destas substancias do que fibras glicoliticas tipo II, por terem maior
atividade mitocondrial caracteristica, o que confere ao organismo uma resposta positiva no
equilibrio redox (YAN; SPAULDING, 2020).

Os estudos que utilizam modelos de treinamento intervalado vém construindo uma
base de evidéncias cada vez mais robusta em razdo do grande interesse pelos pesquisadores
das Ciéncias do Esporte em compreender seus possiveis beneficios fisiologicos. Seiler (2010)
através de um estudo de revisdo buscou questionar qual seria 0 melhor método de treinamento
aerébio para o desempenho fisico de atletas de resisténcia aerdbia comparando diferentes
volumes e métodos, as respostas apresentadas ndo demonstraram maiores vantagens em se

utilizar o modelo de treinamento intervalado de alta intensidade para aquela populagdo em
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questdo. Gomes-Neto et al., (2017) encontraram evidéncias de que o modelo de treinamento
intervalado de alta intensidade se apresenta mais efetivo para o desenvolvimento do consumo
de oxigénio de pico em pacientes com doenca arterial coronariana quando comparado ao
continuo de moderada intensidade. No entanto, sua recomendagao ¢ vista com cautela nestes
pacientes em virtude da possibilidade de inducdo a possiveis lesdes cardiacas e dos riscos da
realizacdo de exercicios fisicos nestes dominios de intensidade sem a supervisdo adequada
(QUINDRY et al., 2019). Em se tratando de outras varidveis fisiologicas importantes para a
manutencdo da saude cardiovascular, o dominio de intensidade durante a execu¢dao do
exercicio fisico proxima a sua capacidade maxima de esfor¢o quando realizado de forma
intervalada, parece apresentar um potencial de efetividade maior na melhora de alguns destes
fatores como a fun¢do endotelial, bem como em fatores precursores ao desenvolvimento de
doencas arteriais coronarianas como sinalizagdo da insulina, lipogénese e controle glicémico

(WISLOFF, et al., 2007; ANGADI, et al., 2015).
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3. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

3.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo a comparagao dos efeitos de dois modelos de
treinamento aerdbio, continuo ou intervalado, com volumes de treinamento distintos sobre a
reatividade vascular da artéria aorta de ratos Sprague Dawley, buscando quebrar a hipotese

classica de que a isocarga ¢ necessaria para compreender diferentes adaptagdes.

3.2. Objetivos especificos

a. Avaliar o relaxamento dependente do endotélio evocado pelo agonista acetilcolina;
b. Avaliar a resposta contratil evocada pelo agonista alfa-adrenérgico fenilefrina.

c. Avaliar as respostas de diferentes modelos de treinamento aerdbios com volumes
distintos na fung¢ao vascular.

d. Avaliar a eficiéncia de um treinamento intervalado em intensidade moderada.

3.3. Justificativa

A comparagao das adaptagdes vasculares induzidas por estes dois métodos de
treinamento se faz necessaria, uma vez que pesquisadores da area de Ciéncias do Esporte tem
buscado investigar e estabelecer protocolos de treinamento fisico tempo-eficientes que
possam vir a gerar possiveis adaptacdes fisiologicas positivas, e beneficios a satde das
pessoas. Tais métodos exigem um menor tempo de dedicacdo a atividade, bem como volume
total menor de treinamento por parte da populacdo, sendo essa uma estratégia que

potencialmente aumentaria a chance de adesdo das pessoas a programas de exercicio fisico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais, condicdes de manutencio e protocolos experimentais

Ratos Sprague-Dawley com 120 dias de vida foram divididos em trés grupos: Controle
sedentario (SDA, n=6), treinamento continuo (TRAC, n=6), e treinamento intervalado (TRAI,
n=6). Todos os animais tiveram acesso livre a 4gua filtrada e racdo padrao para roedores
(NUVILAB, Quintia, Brasil) durante todo o protocolo. Os animais foram mantidos em caixas
coletivas de 1.394 cm® (41 x 34 x16 cm), com cinco animais, em biotério convencional, ciclo
claro/escuro de 12h, onde o ciclo claro correspondia aos horarios das 06h as 18h, controlado
com timer, temperatura entre 22°C e 24°C controlado com ar condicionado, sem controle de
umidade e exaustor de parede realizando 30 trocas de ar/hora (volume do local 30 m’,
capacidade do exaustor 4200 m’/hora, 20 minutos ligado por 30 minutos desligado), cama de
maravalha trocada trés vezes por semana. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa no uso de animais da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-EEFERP
N°2016.1.462.90.7)

4.2. Adaptacio ao exercicio fisico e teste incremental maximo

Na primeira semana do protocolo experimental todos os animais foram submetidos a
um periodo de adaptacdo em esteira. A adaptagdo ¢ importante para que se possa reduzir o
numero de animais que apresentam o comportamento de “nao corredor” (APS Resource
Book, p. 27). A progressao da adaptacdo ocorreu por incrementos no tempo total de
permanéncia na esteira e na velocidade de deslocamento. Durante os dias de adaptacdo alguns
animais se recusavam em manter um padrao de corrida, permanecendo parados no fundo das
baias. Estes foram retirados € nao mais colocados no ergdémetro para se evitar lesdes nas patas
e cauda, o percentual de animais corredores foi de 83%, os ndo corredores posteriormente
foram incluidos no grupo sedentdrio. A esteira utilizada ndo tem grades de choque no fundo

das baias. Os detalhes estdo mostrados na tabela 1.
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Tabela 1. Esquema de adaptagdo dos animais ao exercicio em esteira

1° dia 2° dia 3°dia 4° dia 5°dia
Vel (m/min) 5 5 10 10 teste
Tempo (min) 30 60 30 60 maximo

Vel: velocidade; m/min: metros por minutos; min: minutos

Apo6s o periodo de adaptacdo, somente os animais que apresentavam padrdo de corrida
(com a movimentacdo das quatro patas, sem encostar no fundo da baia durante o tempo de
exercicio) foram considerados aptos e realizaram o teste incremental maximo. O teste
incremental maximo foi iniciado com velocidade de 11,6 m/min e a cada dois minutos um
incremento de 1,6 m/min era realizado até que se atingisse a velocidade de 20 m/min. A partir
desta velocidade, o incremento foi de 3,2 m/min a cada dois minutos até que o animal nao
conseguisse manter o padrdo de corrida e entrasse em exaustdo A exaustdo foi determinada
quando o animal tocou o fundo da baia, por cinco vezes, no periodo de um minuto (adaptado
de HOHL et al., 2009). Neste momento o animal foi retirado da esteira e a velocidade na qual
ocorreu a exaustdo foi considerada como a velocidade pico. A velocidade pico foi utilizada
como parametro para a aloca¢do dos animais nos grupos TRAC e TRAI utilizando o
espelhamento, ou seja, os animais foram separados de modo a se garantir que o nivel de

aptidao dos animais para a corrida fosse semelhante entre os grupos.

A distancia percorrida no teste incremental foi utilizada para o calculo do indice de
desempenho, segundo Hohl et al. (2009), que ¢ dado pelo produto da distancia (em metros)

pela massa corporal do animal (kg).

A velocidade utilizada durante a sessdo de exercicio foi determinada a partir da
equagdo: V= W1+ (W2 x tempo/120), sendo W 1= velocidade do ultimo estagio completo
do teste; W2 incremento do estagio em que ocorreu a exaustdo; t=tempo no estagio em que
ocorreu a exaustdo em segundos e a constante 120 ¢ referente ao tempo de duragdo (em

segundos) de cada estagio do teste (KUIPERS et al., 1985).
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4.3. Protocolo de exercicio fisico

Os animais realizaram as sessdes de exercicio numa frequéncia de trés vezes por
semana em dias intercalados (segunda, quarta e sexta-feira) sempre no mesmo periodo do dia
(entre 11h e 14h) ao longo de 5 semanas. Tais sessdes foram precedidas por 5 minutos de
aquecimento com intensidade relativa a 20% Vi, tanto para os grupos TRAC (treinamento
aerdbio continuo), quanto TRAI (treinamento aerdbio intervalado). Logo apds o aquecimento
o grupo TRAC foi submetido a 40 minutos de exercicio continuo em intensidade fixa relativa
a carga proposta para a semana. Ja os animais do grupo TRAI foram submetidos a 18 minutos
de exercicio, sendo estes divididos em trés blocos de 2 minutos em maior intensidade e 4
minutos em intensidade menor (3x2min/4min) também determinados pelos percentuais da
Vmax, ApOs a parte principal da sessdo os animais permaneciam durante 5 minutos em
intensidade relativa a 20% Vp.x com intuito de promover retorno gradativo aos niveis de
trabalho fisiologicos de repouso. Os detalhes da progressdo de cargas do treinamento sdao

mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Carga de treinamento dos protocolos de exercicio continuo (TRAC) e intervalado
(TRAI), considerando frequéncia semanal de trés vezes e duracao de cinco semanas

TRAC TRAI
Semanas Intensidade carga de treino semana  Intensidade carga de treino
(% da Vimax) (u.a) (% da Vimax) semana (u.a)

1 40 5.400 50-25 2.400

2 50 6.600 60 —30 2.760

3 50 6.600 60 —30 2.760

4 60 7.800 70 —35 3.120

5 60 7.800 70 —35 3.120
Carga total 34.200 14.160

Carga de treino= intensidade x tempo x frequéncia semanal, dada em unidades arbitrarias

(u.a)
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4.4. Analise Lactacidémica

Amostras de sangue (25 uL) foram coletadas da extremidade caudal dos animais com
o auxilio de capilares de vidro previamente calibrados com heparina e transferidos para
microtubulos contendo 50 pL de fluoreto de s6dio (NaF 1%) onde foram homogeneizadas e
mantidas a 4°C. As amostras foram analisadas em um lactimetro eletroquimico Yellow Spring
Instruments (YSI), modelo 2300 Stat para determinagdo da concentragdo de lactato sanguineo
[La] em cada uma delas. As coletas foram realizadas na ultima sessao de treinamento fisico da
1* e da 5* semana do protocolo de treinamento fisico. Os momentos das coletas estdo

mostrados na figura 4.

ApoOs a andlise das amostras que determinaram as concentragdes de lactato foi
realizado o calculo para determinagdo da taxa de acumulo de lactato conforme a equagdo a

seguir:

Actmulo de lactato = ([ | Lactato de pico — [ ] Lactato repouso)/ tempo total em minutos.

1 2 3 4
v v v v
Método
continuo
5 min 40 min 5 min
20%V s 60% Vi 20%V;50
1 2|3 4 5
v vy v
Método I
intervalado
5 min 18 min (2 x 4 min) 5 min
20%V, 4 70-35%V,5, 20%Vimsx

Figura 4: Momentos para coleta de sangue caudal dos animais submetidos aos protocolos de treinamento fisico
por método continuo ou por método intervalado. As setas indicam o momento da sessdo em que foi coletada a
amostra de sangue.
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4.5. Obtenciao das amostras de soro e tecido

Ao final do protocolo experimental todos os animais foram mantidos em repouso por
um periodo de 48 horas, sendo que nas ultimas 12 horas foram submetidos a jejum. Ao final
do protocolo experimental os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica com
Uretana (25%, 1,25 g/kg, por via intraperitoneal). Apds confirmagdo da morte do animal por
auséncia de frequéncia cardiaca, movimentos respiratorios, reflexo caudal e ocular, palidez
das mucosas, foram retiradas a artéria aorta (porcao toracica), tecido adiposo epididimal,

coracdo e musculo gastrocnémio.

4.6. Curvas concentracio-resposta em anéis de artéria aorta

A artéria aorta (porgao toracica) foi isolada e imediatamente colocada em solugao de
Krebs-Ringer. Ap6s remocao dos tecidos gorduroso e conjuntivo, cortes transversais (2 mm)
foram feitos para a obten¢do dos anéis que foram montados em cubas para 6rgao isolado de
10 ml contendo solugdo de Krebs-Ringer (composicdo em mM: NaCl: 118; NaHCOs: 25;
glicose 5,6; KCl: 4,7; KH2PO4: 1,2; MgS04.7H20: 1,17 e CaCl,.2H,0: 2,5), aquecida a 37°C
e borbulhada com 95% de O, e 5% de CO,. Os tecidos foram entdo suspensos entre dois
ganchos de metal, um deles fixo e o outro conectado a um transdutor de for¢a permitindo
assim o ajuste preciso da tensdo. A tensdo inicial de 1,5 grama foi aplicada aos tecidos e
periodicamente ajustada até que ocorresse a estabilizacdo de tensdo dos mesmos. As
alteragdes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese,
Italia) e registradas em sistema PowerLab de aquisicdo de dados (software versdo 4.2, AD

Instruments, MA, EUA).

A resposta contratil foi avaliada através de curvas concentracdo-efeito para a
fenilefrina (PE; 1nM- 3uM), enquanto a resposta relaxante foi avaliada utilizando o agonista
acetilcolina (ACh; 10 nM-100 uM) em anéis de artéria aorta com endotélio, nos diferentes
grupos experimentais. Para as curvas concentragao-efeito ao agente dilatador, os anéis de

aorta foram pré-contraidos com fenilefrina (PE; 2uM). As curvas concentragdo-resposta
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foram obtidas através do aumento cumulativo das concentragdes do agonista em meia unidade
logaritmica entre doses sucessivas (VAN ROSSUM, 1963). Os dados obtidos foram avaliados

através da equacao descrita:
E = Emax/ {[1 + (10c¢/10x)n] +®}

Onde E equivale ao efeito do agonista na resposta tecidual; Emax ¢ a variavel
representativa da resposta maxima que o agonista produziu; c refere-se ao logaritmo da EC50,
que pode ser definida como a concentracdo do agonista que produz metade da resposta
maxima; x representa o logaritimo das concentracdes do agonista; o termo exponencial n € o
coeficiente angular ou inclinagao, parametro que define o tipo de curva concentragdo-resposta
obtida; e, por fim, o simbolo ® refere-se a resposta observada na auséncia do agonista. A
analise de regressao nao linear para determinac¢ao dos parametros: Emax, ECso (pEC50) foram
calculados utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, EUA) com o

valor basal ® = zero.

4.7 Analise Estatistica

Os dados estao apresentados como média + desvio padrao da média (E.P.M.) para os
experimentos. A andlise de variancia (ANOVA one-way) seguida de pos-teste de Tukey foi
calculada utilizando o software Graph Pad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, EUA) para
identificar as diferencas entre os grupos. Foi considerado nivel de significancia quando o

valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efetividade dos protocolos de treinamento fisico e caracterizacio da carga

interna

O indice de desempenho (figura 5) foi significativamente aumentado nos grupos
TRAC e TRAI apos 5 semanas de treinamento fisico. O indice de desempenho, que leva em
consideracdo pessoa massa do animal e a distdncia percorrida no teste incremental, foi

aumentado em 28% para TRAC e 38% para TRAI
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Figura 5 — Indice de desempenho fisico dos animais. O indice foi determinado pelo produto do peso do animal
(em kg) e da distancia percorrida no teste incremental (em metros) para os grupos: Controle sedentario (SDA),
treinamento continuo (TRAC) e treinamento intervalado (TRAI), nos momentos inicial (pré) e ao final de 5
semanas de treinamento fisico (p6s). Dados sdao média + E.P.M, ANOV A one-way seguida de pos teste de Tukey
(nivel de significancia de p<0,05). *diferente de SDA pré; #diferente de SDA pos; +diferente de TRAC pré;
&diferente de TRAC pos; §diferente de TRAI pré.
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Os valores das [La] nos trazem informagdes a respeito da carga interna de esforgo. Os
resultados mostram que os protocolos de treinamento induzem aumento da [La] com pico de
concentracdo entre 2 mM e 4 mM caracterizando o dominio “pesado” de intensidade de
esforco. Ainda, a cinética da lactacidemia (figura 6) e a taxa de acumulo de lactato (tabela 3)

mostram que ambos os protocolos de treinamento tinham intensidade abaixo do limiar

anaerdbio.

Continuo Intervalado

-®- pré
- pos

Lactato (mM)

Lactato (mM)

Figura 6. Grafico representativo da cinética de lactato em diferentes momentos no inicio (pré) e ao final (p6s) do

periodo de treinamento para os grupos: Controle sedentario (SDA), treinamento continuo (TRAC) e treinamento
intervalado (TRAI).

Tabela 3. Taxa de acimulo de lactato em uma sessdo de exercicio realizado por método
continuo ou intervalado no momento inicial (pré) e apds 5 semanas de treinamento fisico

(pos)

Pré Trimp Pré Pos Trimp Pos

Continuo 0,01 £0,01 0,4 U.A. 0,02 +0,01 0,36 U.A.

Intervalado 0,02 +0,01 0,8 U.A. 0,06 + 0,02 1,08 U.A.
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5.2 Efeito dos protocolos de treinamento fisico sobre o peso de tecidos e 6rgao

Os protocolos de treinamento fisico preveniram o aumento do deposito de
gordura epididimal de maneira semelhante, assim, os animais dos grupos TRAC e TRAI
apresentaram 16% menos gordura epididimal se comparados aos animais do grupo SDA.
Com relagcdo ao musculo gastrocnémio, foi observada diferenga apenas para o grupo TRAC

que apresentou aumento de 11% no peso deste tecido. Nao foram observadas diferencas no

peso do coragdo (figura 7).

Gordura epididimal Gastrocnémio Coragéo

2.0 0.6

\II

*

0.4

g/ 100g
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SDA TRAC TRAI SDA TRAC TRAI SDA TRAC TRAI

Figura 7. Peso de tecidos e drgdo relativizados por 100g de peso corporal do animal dos grupos: Controle
sedentario (SDA) n= 6, treinamento continuo (TRAC), n=6 e treinamento intervalado (TRAI), n=6, nos
momentos inicial (pré) e ao final de 5 semanas de treinamento fisico (pds). Dados sdo média + E.P.M, ANOVA
one-way seguido de pos teste de Tukey (nivel de significancia de p<0,05). *diferente de SDA pré¢; #diferente de
SDA p6s; +diferente de TRAC pré; &diferente de TRAC p6s; §diferente de TRAI pré.

5.3 - Reatividade vascular da artéria aorta

O relaxamento endotélio dependente induzido pela acetilcolina em anéis de aorta foi
significativamente maior no grupo TRAI quando comparado ao relaxamento observado no
grupo SDA, sendo essa resposta aumentada em 20%. Interessante salientar que o grupo
TRAC teve relaxamento a acetilcolina 15% maior comparado ao SDA, porém, essa diferenga
ndo alcangou nivel de significancia estatistica (figura 8A). A sensibilidade do tecido a
acetilcolina estava aumentada em 2 vezes em anéis de aorta provenientes de animais do grupo
TRAI (ECsp= -7,22 £+ 0,08) comparado ao observado em anéis de animais do grupo SDA
(ECsp=-6,89 £ 0,08). Para o grupo TRAC a sensibilidade ndo foi modificada (ECsp=-7,12 +

0,09). Estes resultados sao mostrados na figura 8.



41

0-
& SDA
-o- TRAC
20 - TRAI
X
e 40-
[
Q
S
% 60
S
Q
o
80- ]:*
100-
9 8 7 6 -5 -4
Log EC50
B
-6.0-
-6.5- *
o
@ -7.0 _é = A
[@)]
§ . T =
-7.5-
-8.0-

SDA TRAC TRAI

Figura 8. Curva concentragdo-resposta a acetilcolina em anéis de aorta (painel A) e sensibilidade do tecido ao
agonista (painel B) dos grupos: Controle sedentario (SDA), treinamento continuo (TRAC) e treinamento
intervalado (TRAI). Os anéis foram pré contraidos com fenilefrina (2uM). Dados sdo média + E.P.M, ANOVA

one-way seguido de pos teste de Tukey (nivel de significancia de p<0,05). *diferente de SDA.
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A resposta contratil do vaso foi avaliada utilizando a fenilefrina, um agente o;-
adrenérgico. Os resultados mostram que tanto a resposta méaxima (figura 9A) quanto a

sensibilidade do tecido ao agonista (figura 9B) nao foram modificadas pelo exercicio fisico.
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Figura 9. Curva concentracio-resposta a fenilefrina em anéis de aorta (painel A) e sensibilidade do tecido ao
agonista (painel B) dos grupos: Controle sedentdrio (SDA), treinamento continuo (TRAC) e treinamento
intervalado (TRAI). Dados sdo média = E.P.M, ANOVA one-way seguido de pds teste de Tukey (nivel de
significancia de p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o impacto de dois modelos de
treinamento aerdbio sobre a funcdo vascular de ratos Sprague-Dawley. Se faz importante
recordar que o volume de treinamento ndo foi equalizado, ou seja, os animais do grupo de
treinamento intervalado (TRAI) realizaram sessdes com volume total semanal cerca de 65%
menor do que o realizado pelo grupo de treinamento continuo (TRAC), mantendo este padrao

ao longo das 5 semanas em que o estudo foi realizado.

Em se tratando de ganho de desempenho, avaliado pelo teste incremental, ambos os
modelos de treinamento se apresentaram eficientes para o desenvolvimento da poténcia
aerobia dos animais, indicado pelo aumento da velocidade pico no teste incremental e
aprimoramento do desempenho, estimado pela capacidade de deslocamento do peso corporal
por maiores distancias (kg/m). Nao foram encontradas diferencgas significativas entre os
modelos de treinamento para estas variaveis. Além disso, a quantificagao da lactacidemia em
diferentes momentos das sessdes de treino também mostrou que ambos os protocolos estavam
no mesmo dominio de intensidade de exercicio. Este resultado mostra a efetividade do
modelo de treinamento com volume e tempo menores dedicados a sessdo, em promover um
ganho de desempenho semelhante as sessdes com maior volume e, consequente, dedicagao de

tempo.

Diversos estudos tém como objetivo central buscar compreender as possiveis
diferencas entre modelos de treinamento aerdbio no desempenho fisico. Em se tratando de
modelo animal, Moreira L. et al. (2015) avaliaram possiveis diferencas entre modelos de
treinamento aerdbio aquatico, continuo e acumulado, sendo o segundo caracterizado por trés
sessoes fracionadas ao longo do dia separadas por 4 horas de intervalo entre elas. A
intensidade dos exercicios comecou com 50% da carga maxima de trabalho nas primeiras
duas semanas, evoluindo em 10% a cada semana até a sexta semana, chegando a 80% da
carga maxima nas ultimas quatro semanas. Os resultados encontrados demonstraram que
apenas o treinamento continuo foi eficiente para aumento de desempenho dos animais apds 10
semanas. Abreu et al. (2015) analisaram os efeitos de dois modelos de treinamento aerdbio,
continuo e intervalado, no desempenho de ratos Wistar. Os grupos realizaram treinamento em
esteira rolante com intensidade de 60% da Vmax identificada em teste de esfor¢o prévio
durante seis semanas, sendo uma sessao de 30 minutos para os animais do grupo continuo, e

trés sessdes de 10 minutos, separadas por 10 minutos de descanso para os animais do grupo
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intervalado. Os resultados de desempenho avaliados pelo teste de esfor¢o méximo foram
semelhantes para os dois grupos avaliados. Faz-se necessario considerar a importancia do tipo
de atividade utilizada para o treinamento dos animais ao avaliar os indices de desempenho,
pois os resultados destas variaveis podem sofrer dependéncia do ergdmetro utilizado para o
treinamento (MANCHADO et al., 2006). Vale ainda a ressalva de que os autores dos estudos
acima citados buscaram equalizar os volumes de treinamento entre os grupos avaliados
fossem continuo, intervalado ou acumulado, estratégia totalmente diferente da proposta pelo
presente estudo que propds a comparagao de modelos de treinamento com diferentes volumes,

sendo estes bem menores para o grupo intervalado quando comparado ao continuo.

A gordura epididimal dos animais dos grupos continuo e intervalado foi 16% menor
do que a do grupo sedentério, j4 a massa cardiaca nao sofreu influéncia dos modelos de
treinamento. Abreu et al. (2015) buscou comparar dois modelos distintos de treinamento
continuo e intervalado com volumes equalizados em ratas fémeas Wistar, sendo o continuo
caracterizado por 30 minutos de treinamento aerobio em esteira com intensidade relativa a
60% da V., € o intervalado sendo caracterizado por 3 blocos de 10 minutos de esforco a
60% da Vx intervalado por 10 minutos de descanso passivo entre eles. As intensidades eram
reajustadas a cada duas semanas, também ndo foram encontradas diferencas significativas
para o peso do coragdo. Zhao, Shi e Zheng (2019) buscaram avaliar os efeitos de diferentes
modelos de treinamento com cargas equiparadas, mas com intervalos distintos na composi¢ao
corporal de ratos Sprague Dawley. O protocolo teve duragdao de seis semanas, com todos os
animais dos grupos de treinamento se exercitando cinco dias por semana, com intensidade de
25 m/min para todos os grupos de treinamento. Todos os animais exceto os do grupo controle
foram induzidos a obesidade através de dietas com alto teor de gordura. Os grupos foram
divididos em CS (sedentéario com dieta controlada), HS (sedentario com dieta hiperlipidica) e
HC (treinamento continuo com dieta hiperlipidica) sendo realizados 60 minutos de esteira por
dia, HLL (treinamento intervalado de baixa frequéncia com dieta hiperlipidica) sendo
realizados 30 minutos de esteira, duas vezes ao dia com intervalos de seis horas entre as
sessoes ¢ HSH (treinamento intervalado de alta frequéncia com dieta hiperlipidica),
caraterizado por trés sessdes de 20 minutos de esteira com intervalos de 3 horas entre as
sessoes todos os dias. Os grupos treinados apresentaram diferenca significativa na reducgao de
gordura epididimal quando comparados aos grupos CS e HS, mas nao apresentaram diferenca
significativa entre si. Os resultados corroboram os encontrados no presente estudo, no entanto

os protocolos de treinamento aplicados por Zhao, Shi e Zheng (2019) se diferem do presente
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estudo em numeros de sessdes semanais, diarias € volumes de treinamento distintos. A
redug¢do da gordura peritoneal ¢ de suma importancia para a satde vascular, pois colabora
diretamente com o afastamento do risco de desenvolvimento de doengas cardiometabdlicas e

outras patologias (GRIGORAS, 2021).

Em se tratando de satide cardiovascular, muitas sdo as variaveis a serem consideradas
quando afirmamos que o treinamento foi capaz de apresentar uma melhora nos componentes
desta complexa rede. O modelo de treinamento aerdbio ¢ o que atraiu maior interesse dos
pesquisadores em virtude do shear stress promovido pelo fluxo laminar do sangue durante
todo o periodo de execucdo do esforco. D’Avila et al. (2008) buscaram compreender a
diferenca entre sessoes agudas de treinamento aerdbio (com 5, 10 e 20 minutos de duragdo) e
anaerobio (3 minutos de duracao) sobre a producao de NO em ratos Wistar. Os modelos de
treinamento com sessdes de duragdo maior do que 10 minutos demonstraram ser mais
eficientes na producdo de NO do que os modelos de 5 e 3 minutos. A hipdtese apresentada foi
a de que os diferentes tempos de estimulo, através do aumento fluxo laminar, no endotélio dos
animais possam ter sido preponderantes para tal diferenca. Semelhantes adaptacdes na
expressdao de eNOS foram encontradas em treinamentos aerobios continuos e intervalados
apOs oito semanas, e expressao reduzida desta enzima em treinamentos de forga, pelo mesmo
periodo, foram observadas em ratos Sprague-Dawley, concluindo que ambos os modelos de
treinamento aerdbio foram eficientes para combater a rigidez arterial (HASEGAWA et al.,

2018).

Os protocolos de treinamento aerdbio continuos ou intervalados de alta intensidade
também se mostraram eficientes para induzir vasodilatacdo endotélio dependente em animais
com insuficiéncia cardiaca com fracdo de eje¢do preservada, sendo que tal patologia estd
diretamente associada a disfuncdo endotelial (SCHMEDERER et al., 2018). Os exercicios
aerobios demonstraram ser eficientes na melhora da fungdo cardiaca de ratos Sprague-Dawley
saudaveis, com destaque para a remodelacdo ventricular hipertréfica promovida pelo HIIT
(High Intensity Interval Training), considerando que tal modelo de treinamento foi mais
eficiente no aumento da densidade dos capilares sanguineos apos 13 semanas de treinamento
(VERBOVEN et al., 2019). Tais resultados, vao de encontro com os dados encontrados no
presente estudo, acreditamos que o grupo TRAI tenha apresentado melhor resultado em
resposta a acetilcolina em virtude da maior pressdo sanguinea exercida sobre o endotélio por
conta dos esfor¢os intermitentes, de maior intensidade do que o proposto para o TRAC, pois a

liberacdo de NO pelo endotélio vascular ¢ diretamente dependente da pressdo mecanica
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exercida sobre o vaso sanguineo (CHISTIAKOV; OREKHOV; BOBRYSHEV, 2017;
CHIEN, 2008).

Dentre as comparagdes supracitadas com o modelo de treinamento proposto pelo
presente estudo, podemos perceber que grande parte destas investigacdes buscou analisar a
eficiéncia de modelos de treinamento aerdbio intervalado frente ao continuo, com volumes
equalizados, periodos prolongados e intensidades, na grande maioria das vezes, supra limiares

para os métodos intervalados.

O desenho experimental utilizado neste estudo buscou investigar se os modelos de
treinamento com volumes distintos e intensidades semelhantes, por um curto periodo de
intervengdo (5 semanas), seriam suficientes para promover adaptacdes fisioldgicas
importantes para a saude vascular. Este tipo de investigagcdo tem relevancia se considerarmos
a importancia da pesquisa translacional, ou seja, a demonstracdo de que o exercicio de
moderada intensidade realizado por método intervalado, com um volume de exigéncia trés
vezes menor do que o método continuo, foi capaz de aprimorar nao s6 a capacidade aerdbia,
mas também a resposta endotélio-dependente, dois fatores que potencialmente contribuem
para a prevencdo de doenga cardiovascular. Isso € importante, pois, este método de
treinamento pode ser um fator facilitador de adesao ao exercicio para individuos sedentarios.
Estudos demonstram que as pessoas tem maior preferéncia pelo método intervalado de
treinamento por razdes como menor monotonia, melhor aproveitamento do tempo e maior
afinidade com o modelo proposto (STORK; GIBALA; MARTIN GINIS, 2018; STORK et al.,
2017). Outro aspecto interessante a se considerar ¢ que apesar dos modelos intervalados de
alta intensidade produzirem impactos fisioldgicos positivos a saude cardiovascular
(BATACAN et al., 2017), mas nem sempre proporcionam aos seus participantes o sentimento
de prazer ao realizar a atividade, quao maior a exigéncia de intensidade do exercicio, menor a
satisfagio em realiza-la (GUIMARAES, ALMEIDA ¢ MARESANA, 2018), evidenciando
assim também a importancia dos resultados aqui apresentados no processo de facilitagao da

adesdo a um programa de exercicios para individuos sedentarios.
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7. CONCLUSAO

Os protocolos de treinamento aerdbio propostos por este estudo apresentaram
respostas benéficas para o desempenho fisico e composi¢do corporal. O relaxamento
endotélio-dependente foi significativamente aprimorado em animais do grupo submetido ao
treinamento intervalado de moderada intensidade. Assim, podemos considerar que o modelo
de treinamento intervalado utilizado foi eficaz e, principalmente, eficiente para promover tais
alteracdes. Os resultados observados trazem um novo paradigma acerca da prescricdo de

treinamento aerobio cujo objetivo seja a melhora da fungdo vascular.
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