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EPIGRAFE
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(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

Introducdo: A hipertensao ¢ um importante fator de risco para doengas cardiovasculares na
menopausa. O treinamento resistido (TR) quando associado a dieta de restricdo calorica (RC)
tém demonstrado importantes efeitos sobre a pressao arterial ¢ a artéria aorta, minimizando
complicagdes decorrentes da menopausa, como a hipertensdo arterial. Objetivo: O presente
trabalho tem como objetivo investigar os efeitos da ovariectomia e das intervencdes de TR,
RC e da associagao de ambos (TR+RC) sobre a pressao arterial sistolica, reatividade vascular
aortica, resposta insulinica, atividade da metaloproteinase de matriz 2 e alteragdes
morfologicas em ratas Holtzman. Materiais e métodos: Cinquenta ratas Holtzman foram
submetidas a cirurgia de ovariectomia ¢ Sham; e distribuidas nos seguintes grupos (n=10):
Sham-sedentaria, Ovariectomizada-sedentaria, treinamento resistido ovariectomizada,
restri¢do caldrica ovariectomizada e treinamento resistido associada a restricdo calorica
ovariectomizada. Os protocolos de TR e 30% de RC foram realizados por 13 semanas. A
pressao arterial sistolica, teste de tolerancia a insulina, reatividade vascular em anéis aorticos,
atividade da metaloproteinase de matriz 2, analises morfologicas utilizando colora¢do de
Hematoxilina e Eosina, Tricromio de Masson e Pricrosirius-red foram realizadas. Resultados:
Observamos que a ovariectomia aumentou a pressao arterial sistolica, promoveu resisténcia a
insulina, diminuiu a poténcia do relaxamento dependente e independente do endotélio e
atividade da metaloproteinase de matriz 2, além de promover o remodelamento do vaso
aortico sobre a area da seccdo transversal, relagdo tinica média/limen, alterando o contetdo
de colageno e fibras eldsticas da artéria aorta. No entanto, a associagdo entre exercicio e dieta
e ambos separados, preveniram o aumento da pressao arterial sistolica, melhoraram a
poténcia do relaxamento dependente e independente do endotélio, promoveram ativacao da
metaloproteinase de matriz 2, aumento da area da seccdo transversal da aorta, da relagdo
tunica média/limen, além de promover a diminui¢do do contetido de colageno e alteracao das
fibras elasticas na parede do vaso adrtico. Conclusao: O presente estudo mostrou que os
efeitos do TR e RC, associados ou realizados separadamente, foram eficientes para melhorar
os parametros clinicos ¢ moleculares, prevenindo o surgimento da condi¢ao de hipertensao,
melhorando a fung¢do vascular, a resposta insulinica, a atividade da metaloproteinase de matriz
2 e o remodelamento da aorta com aumento da complacéncia vascular, na condi¢do de
hipertensao induzida pela ovariectomia em ratas Holtzman.

Palavras-chave: Pressdo arterial sistolica, hipertensdo, ovariectomia, treinamento resistido,
restricdo calorica, tonus vascular, artéria, aorta.



ABSTRACT

Introduction: Hypertension is an important risk factor for menopausal cardiovascular
disease. Resistance training (RT) when associated with the caloric restriction diet (CR) has
been shown to have important effects on blood pressure and the aortic artery, minimizing
complications due to menopause, such as hypertension. Aim: In this study, we investigated
the effects of Ovariectomy and the Resistance Training, Caloric Restriction, and the
association of both intervention in systolic blood pressure, matrix metaproteinase-2 activity,
aortic vascular reactivity and morphological alterations in ovariectomized Holtzman rats.
Material and methods: Fifty female Holtzman rats were subjected to ovariectomy and Sham
surgery and distributed into: Sham-sedentary; Ovariectomized-sedentary; Ovariectomized-
Resistance Training; Ovariectomized-Caloric Restriction; and Ovariectomized-Resistance
Training and Caloric Restriction groups. Resistance Training and 30% Caloric Restriction
protocols were performed by 13-weeks. Systolic blood pressure, acetylcholine, and sodium
nitroprusside induced relaxation of aortic rings; the hematoxylin-eosin stain used to highlight
the aortas wall cross-sectional area and the matrix metaproteinase-2 activity, insulin tolerance
test and aorta vessel remodeling were analyzed. Results: We observed that, Ovariectomy
increased systolic blood pressure, decreased potency in dependent and independent
endothelium relaxation and matrix metaproteinase-2 activity, promoted insulin resistance and
aorta vessel remodeling in cross-sectional area, media to lumen ratio, collagen content and
alter structure and elastic fibers of the vessel. However, the association of exercise and diet
prevent the increase systolic blood pressure, improved the relaxation potency in dependent
and independent endothelium relaxation, elevated the matrix metaproteinase-2 activity,
increased the aorta cross-sectional area, media to lumen ratio, decreased collagen content and
alter elastic fibers in aorta vessel wall. Conclusion: Our study reveled that the association of
resistance training and caloric restriction can prevent the hypertensive condition, improve
vascular function, activate matrix metaproteinase-2, and produce a beneficial hypertrophic
remodeling with increased vascular compliance in ovariectomy in Holtzman rats.

Key-words: Systolic blood pressure, ovariectomy, resistance training, caloric restriction,
vascular tonus.
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1. INTRODUCAO

O controle da pressdo arterial em mulheres jovens, na pré-menopausa, ¢ realizado,
além de outros fatores, pelos hormdnios estrogénios enddgenos que auxiliam no relaxamento
vascular e no controle da pressdo arterial sistdlica (PAS). A diminui¢do desses hormdnios,
efeito normal em decorréncia da menopausa, ¢ acompanhada pela elevagao da PAS em cerca
de 41% das mulheres nesse periodo, contribuindo para a alta prevaléncia de hipertensao
arterial nessa populacdo (RECKELOFF, 2001; KHALIL, 2005; LIMA et al., 2012). A
hipertensdo arterial ¢ o principal fator de risco para doengas cardiovasculares (DCV).
Atualmente, quase 75% das mulheres na menopausa nos Estados Unidos e 25% das mulheres
adultas no mundo sdo hipertensas (YANES e RECKELOFF, 2011). Além disso, cerca de 7,6
milhdes de pessoas morrem como resultado da hipertensdo em todo o mundo (NELSON,
2008). Sendo constatado um aumento significativo nos custos dos servigos de saude publica,
tanto para o diagndstico e prevencao, quanto para o tratamento de doencas e/ou complicagdes
associadas a menopausa (AZAMBUJA et al., 2008). Na hipertensdo, as artérias perdem
elasticidade, a parede vascular torna-se mais rigida, mais espessa, € apresenta acumulo de
tecido conjuntivo, como o conteudo de colageno (WAGENSEIL e MECHAM, 2012; KOHN
et al., 2015). A quantidade de fibras eléasticas e de colageno sdo importantes para conferir
propriedades mecanicas adequadas a parede da aorta. Alteragdes desses constituintes, como o
aumento de coldgeno e diminuicdo de fibras elésticas, comprometeram a capacidade de
distensdo da artéria aorta (WAGENSEIL e MECHAM, 2012). Estes fatores promovem um
aumento dos niveis pressoricos ¢ da parede ventricular esquerda ocasionando doengas
cardiovasculares (MAYET e HUGHES, 2003).

A artéria aorta ¢ responsavel por armazenar metade do volume de eje¢ao ventricular
esquerda na fase sistolica. Na diastole as forcas elasticas da parede aortica propelem este
volume para a circulagdo periférica. Isso resulta em um fluxo sanguineo periférico continuo
normal (WAGENSEIL e MECHAM, 2012). Esta funcao da aorta proporciona uma redugao
da poés-carga ventricular esquerda, melhora o fluxo sanguineo coronario € o relaxamento
ventricular esquerdo. O comprometimento da fun¢do da aorta pode levar a um aumento da
resisténcia elastica do vaso que resulta na elevacdo da pressdao arterial em mulheres
menopausadas, promovendo um quadro de hipertensdo. A rigidez adrtica (COUTUNHO,
2014) e a disfuncao endotelial estdo associadas a essa elevacdo da PAS em humanos (KAESS
et al., 2012) e em ratas ovariectomizadas (TATCHUM-TALOM et al., 2002). O nivel de

estrogénio tem sido associado a disfun¢do endotelial através da modulagdao de substincias
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vasoativas que controlam o tonus vascular (TATCHUM-TALOM et al., 2002). Relacionado
com o exposto acima, a resisténcia a insulina, observada em algumas mulheres na menopausa,
altera o tonus vascular, contribuindo para a diminuicdo do relaxamento do vaso, mostrando
que ¢ um dos fatores de risco para hipertensao (JANUS et al., 2016).

As enzimas proteoliticas, como a metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2), estdao
envolvidas na modificacdo das proteinas da matriz extracelular (MEC) (WAGENSEIL e
MECHAM, 2012). A MMP-2 apresenta um efeito relevante no endotélio e no musculo liso, o
que pode ser importante nos estagios iniciais do remodelamento vascular, a fim de manter o
fluxo sanguineo para varios o6rgaos (VISSE e NAGASE, 2003).

Para combater os efeitos nocivos da hipertensdo em mulheres na menopausa, um estilo
de vida saudavel ¢ amplamente recomendado, além do tratamento medicamentoso. Deste
modo, o exercicio tem sido apontado como uma ferramenta eficaz para o controle e prevengao
das doengas cardiovasculares (CHOBANIAN et al., 2003). Varias modalidades de exercicios
foram estudados com o objetivo de melhorar o estado de satide em mulheres na menopausa,
como o exercicio aerobio, o resistido, € a combinacdo de ambos, conhecido como exercicio
concorrente, atuando com efeito hipotensor na pressdo arterial (ASIKAINEN et al., 2004).
Podemos citar também que a pratica de exercicio fisico pode contribuir de maneira
consideravel para reduzir os custos com medicamentos (BUTTAR et al., 2005). Além disso, a
dieta com restri¢ao calérica (RC) tem sido estudada como uma alternativa para prevencao de
doengas cronicas em humanos (OMODEI e FONTANA, 2011) bem como de promover
diminui¢do da pressao arterial em roedores (SEYMOUR et al., 2006). Em mulheres na pos-
menopausa, o treinamento resistido (TR), quando associado a RC, tem se mostrado um
importante instrumento para minimizar as complicacdes relacionadas a menopausa
(BROCHU et al., 2009).

A importancia do uso de animais, em estudos experimentais, estd em elucidar
processos bioldgicos. Constata-se que a sua relevancia se d4 na validade translacional desses
modelos animais, para discernir mecanismos de doengas humanas (SANDBERG, 2008;
BRINTON, 2012). O desenho experimental com animais pode ajudar a descobrir e a entender,
com seguranca, novos procedimentos terapéuticos e prever resultados de intervengdes e
tratamentos nao farmacoldgicos. Exemplo disso sdo os estudos que utilizam modelos
genéticos para gerar hipertensdo, tais como: ratos Zucker (FERESIN et al., 2014), ratos
hereditarios hipertrigliceridémicos de Praga (HTG) (KUNES er al, 2002), ratos
espontaneamente hipertensos (SHRs) (KOLETSKY, 1975; DE RICHELIEU et al., 2005) e
ratos Dahl sensiveis ao sal (DHS) (HINOJOSA-LABORDE et al., 2004), além de estudos
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com manipulacao de dietas (WILLIAMS et al., 2004; LEITE et al., 2013). Entretanto, raros
sdo os estudos que ndo utilizam animais modificados ou nenhuma administragdo de
substancias que possam gerar quadros clinicos. Assim, estudos em animais sem modificagdes
genéticas podem apresentar resultados mais proximos ao observado em seres humanos na
condi¢do de menopausa. Nesse sentido, pode-se langar mao da ovariectomia bilateral (OVX)
em roedores fémeas ¢ um método utilizado para mimetizar, experimentalmente, o periodo da
menopausa em humanos (BRINTON, 2012).

No entanto, ainda ndo estd claro a influéncia do TR, RC e a associacdo de ambos
(TR+RC) como intervengdo preventiva para o aumento da PAS, na fun¢do e na estrutura
morfologica da aorta e atividade da MMP-2 em ratas Holtzman OVX. Nossa hipdtese ¢ que
tanto o TR, a RC, quanto a associagdo de ambos (TR+RC) podem prevenir os efeitos
deletérios da menopausa sobre a PAS, a fun¢do e a estrutura morfologica da artéria aorta em
ratas OVX.

Esta pesquisa foi realizada em conjunto ao Departamento de Alimentos e Nutricao
Experimental, da Faculdade de ciéncias Farmacéuticas da Universidae de Sao Paulo — USP,
com o Prof. Dr. Julio Orlando Tirapegui Toledo como responsavel, com o intuito de
investigar os efeitos do TR e da RC sobre diversas variaveis, além das incluidas nesse projeto,
sendo elas: metabodlicas, relacdo entre obesidade Ossea e osteoporose, caracteristicas

musculares e da biogénese mitocondrial.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia de doencas cardiovasculares

Segundo a Organizacao Mundial da Satde (OMS) as DCV caracterizam um grupo de
disturbios do coracdo e vasos sanguineos, tais como a Hipertensdo arterial, a doenca
coronaria, a doencga cerebrovascular (acidente vascular cerebral), a doenca vascular periférica,
a insuficiéncia cardiaca, a doenga cardiaca reumatica, a doenga cardiaca congénita e as
cardiomiopatias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Em nivel mundial, as DCV sdo as principais causas de morte. Cerca de 17,7 milhdes
de pessoas morreram somente em 2015 devido a essas doencas. Esse dado representa cerca de
31% de todas as mortes em todo o mundo, sendo que, deste total cerca de 7,4 milhdes por
doenca coronaria, e 6,7 milhdes por a acidentes vasculares cerebrais. A maior incidéncia de
mortes em decorréncia de DCV ocorreram em paises de baixa a média renda. Acredita-se que
dos 17 milhdes de mortes prematuras em individuos com menos de 70 anos, devidas a
doencas ndo transmissiveis, somente em 2015, 82% ocorreram em paises de baixa e média
renda, e 37% sdo causadas por doencas cardiovasculares (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Importante citar ¢ que a maioria das DCV pode ser prevenida pela modificagdo do
estilo de vida, alterando ou diminuindo a influéncia dos fatores de risco, como dieta,
obesidade e sedentarismo, ou seja, um estilo de vida com dieta controlada e com pratica
regular de exercicios fisicos. Além dos fatores de risco citados anteriormente, também ha
outros determinantes subjacentes as DCV, ou seja "as causas das causas", tais como pobreza,
estresse, fatores hereditarios, urbanizagdo e envelhecimento da populagdo, dentre outros
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Para tentar reduzir esses nimeros, a OMS possui um Plano de Ac¢dao Global para
Prevencdo e Controle de Doencas nao Transmissiveis (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). Um dos alvos desse plano ¢ o controle da incidéncia de
hipertensdo arterial. A OMS almeja reduzir em 25% a prevaléncia global de hipertensao
arterial. O aumento da pressdo arterial ¢ o principal fator de risco para DCV. A prevaléncia
global de pressdo arterial elevada (definida como pressdo arterial sistolica e/ou diastolica
maior ou igual a 140/90 mmHg) em adultos com 18 anos ou mais era de cerca de 24,1% em
homens e 20,1% em mulheres em 2015. Entre os anos de 1975 ¢ 2015, o numero de adultos

com pressdo arterial elevada passou de 594 milhdes para 1,13 bilhdes de individuos. A OMS
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pretende chegar a essa reducdo através de implementacdo de politicas publicas que visam
aumentar o nivel de exercicio fisico na populacdo, além de uma dieta equilibrada (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

As DCV sao apontadas como as principais causas de comorbidades, tanto em homens
como em mulheres. Contudo, a incidéncia de mortes causadas por essas doengas ¢ maior em
mulheres apds a menopausa, do que em homens. A hipertensdo arterial sistémica ¢ um dos
principais fatores de risco para as DCV. Com o avancar da idade, tanto em homens quanto em
mulheres, a pressdo sanguinea tende a aumentar. Porém, esse aumento devido ao
envelhecimento ¢ mais pronunciado em mulheres do que em homens. No mundo, cerca de
25% das mulheres adultas sdao hipertensas. De fato, tem-se observado que com o avancar da
idade a mulher, na menopausa, tem um aumento exponencial de riscos para eventos
cardiovasculares, se igualando aos homens com mesma idade, sugerindo que uma possivel
causa desse aumento seja a auséncia da agdo de hormonios estrogénios endégenos no sistema
cardiovascular (YANES e RECKELOFF, 2011).

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca com caracteristicas multifatoriais que acarreta e
sustenta elevados niveis de pressdao arterial e que, na maioria das vezes, estd associada a
alteragdes funcionais e/ou estruturais de 6rgaos alvos como: coragdo, encéfalo, rins e vasos
sanguineos, como também a alteragdes metabodlicas, aumentando os riscos de doencas
cardiovasculares. No Brasil, os dados continuam a ser preocupantes. Cerca de 36 milhdes de
individuos adultos possuem hipertensdo. O que chama a aten¢do ¢ que mais de 60% dos
1dosos no Brasil sdo hipertensos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes
por DCV. Além disso, os custos socioecondmicos decorrentes das frequentes internagdes

devido as DCV sao elevados (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

2.2 Pressao arterial e hipertensao

A pressao arterial (PA) ¢ determinada pelo débito cardiaco (DC) e pela resisténcia
vascular periférica (RVP), podendo ser calculado pela seguinte formula: PA=DC x RVP. O
DC ¢ determinado pela frequéncia cardiaca e pelo volume sistolico, sendo este em média
4.900 mL/minuto em um individuo adulto. A frequéncia e a contratilidade cardiaca, bem
como a resisténcia vascular, sdo controladas principalmente pelo sistema nervoso auténomo,
composto pelos sistemas nervosos simpatico e parassimpatico, além de diferentes sistemas
hormonais. A PA deve ser mantida em niveis normais, sendo a PAS em torno de 120 mmHg e

a PAD em torno de 80 mmHg. Essa regra vale para as diferentes situagdes posturais e
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comportamentais para que todos os orgdos e tecidos do corpo sejam perfundidos
adequadamente (TIBIRICA, 2001). Para tal, a PA ¢ controlada de maneira rapida por
mecanismos especificos, assim como de maneira a longo prazo, também por mecanismos
especificos, discutidos a seguir.

O controle a curto prazo da PA, periodos de segundos ou de minutos, ¢ realizado
praticamente quase que integralmente por reflexos nervosos. Um dos mais importantes desses
reflexos € conhecido como “Reflexo Barorreceptor”. Ao se elevar acentuadamente, a PA
promove uma tracdo, € consequentemente, excitacao de receptores neurais conhecidos como
barorreceptores. Os barorreceptores estdo situados nas paredes da aorta e da artéria cardtida
interna. Esses barorreceptores enviam sinais desde o bulbo, pelo sistema nervoso autondmico,
para provocar lentificagdo do coragdo, para promover a diminui¢do da contracdo cardiaca,
dilatagcdo das arteriolas e dilatacdo das grandes veias que, em conjunto, atuam no sentido de
fazer com que a PA baixe até os valores normais. Efeitos exatamente opostos ocorrem quando
a PA fica demasiadamente baixa e os barorreceptores deixam de ser estimulados (GUYTON
etal., 1974; LIFTON et al., 2001).

Por outro lado, os rins realizam, quase que inteiramente, o controle a longo prazo da
PA. Eles atuam por meio de dois mecanismos muito importantes. Um deles ¢ o mecanismo
hemodinamico, o outro ¢ o mecanismo hormonal. O mecanismo hemodinamico ¢ bem
simples. Quando a pressdo aumenta acima do normal, essa pressdo excessiva nas artérias
renais faz com que os rins filtrem quantidades aumentadas de liquido, excretando grandes
quantidades de 4dgua e sodio (Na'). A perda de 4gua e de Na' diminui o volume sanguineo.
Essa reducdo faz com que a pressdo sanguinea retorne aos valores normais (120/80 mmHg).
De modo inverso, quando hd uma diminuicao da pressdao abaixo dos valores normais, 0s rins
retém agua e Na' até que a pressdo retorne aos valores normais (GUYTON et al., 1974;
LIFTON et al., 2001).

O controle da PA também ¢ realizado pelo sistema endocrino. Sao varios os
hormonios que desempenham papéis importantes no controle da PA e todos possuem
importancia primordial para essa regulacdo. Porém, um dos de maior importancia ¢ o sistema
renina-angiotensina. Quando a pressao decresce a valores insuficientes, para manter o fluxo
sanguineo normal, os rins estimulam as c€lulas justaglomerulares a secretarem a renina. Esta
por sua vez, atua como uma enzima convertendo uma das proteinas plasmaticas, o substrato
de renina, no hormodnio angiotensina I. Esse hormonio tem efeito relativamente pouco intenso

sobre a circulagdo, mas € rapidamente convertido em um segundo hormonio, a angiotensina II
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que promove a vasoconstri¢do nas arteriolas. Essa vasoconstricdo faz com que a pressdo
aumente até seu nivel normal (GUYTON et al., 1974; LIFTON et al., 2001).

A angiotensina Il possui outro importante papel. Ela ¢ responsavel pela estimulagao
do cortex das suprarrenais a secretar o hormonio aldosterona que exerce efeito direto sobre os
rins, reduzindo a excre¢do tanto de 4gua como de Na' na urina. A consequéncia dessa
inibi¢do da excregdo de agua e de Na™ na urina, é uma retengdo destes no sangue, elevando o
volume sanguineo, possibilitando que a PA volte aos valores normais (GUYTON et al., 1974;
LIFTON et al., 2001).

Hé também o controle miogénico da PA. Este ¢ realizado pelo 6xido nitrico (NO, do
Inglés Nitric Oxide). O NO ¢ uma das menores e mais simples moléculas sintetizadas pelo
corpo. Ele ¢ um radical livre, gasoso, inorgéanico, incolor, que possui sete elétrons do
nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. Sendo um mediador
endogeno, ele € responsavel pela vasodilatagdo dependente do endotélio, derivado do
metabolismo da L-arginina em L-citrulina pela NO sintase. O NO inibe a adesividade e a
agregacdo plaquetdria. As variacdes no didmetro da luz dos vasos ocorrem em resposta as
variacoes de fluxo sanguineo. O aumento no fluxo provoca aumento na secrecao de NO que,
por sua vez, causa aumento do calibre dos vasos. As alteracdes do fluxo sanguineo produzem
tensdo tangencial, relacionada ao atrito entre a camada estacionaria, associada a parede do
vaso, € as camadas de sangue em movimento, o que provoca um estresse de cisalhamento. A
secrecdo de NO ¢ dependente da integridade do endotélio. Essa integridade se encontra
diminuida em algumas situagdes patoldgicas como na hipertensdao arterial, na
hipercolesterolemia e na aterosclerose (LIFTON et al., 2001; DUSSE, 2003)

A hipertensao arterial ¢ caracterizada pela elevagdo e manutencao dos valores da PA
iguais ou maiores a 140 mmHg de PAS e 90 mmHg de PAD (140/90 mmHg). E
frequentemente associada a alteragdes funcionais ou também estruturais dos orgdos-alvo,
como coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos, além de alteracdes metabolicas com
consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). Além disso, a hipertensdo estd associada a um
aumento da incidéncia de todas as causas de mortalidade por DCV tais como derrame,
doengas coronarias, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial periférica e insuficiéncia renal. E
uma doenga silenciosa em que o paciente nao sente nenhum tipo de sinal (DROZDA et al.,
2011).

A hipertensdo arterial pode ser classificada como Primaria e Secundéria. A Primaria ¢é

também conhecida como hipertensdo "essencial" por ndo possuir uma causa conhecida.
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Entretanto fatores como: envelhecimento, genética, estilo de vida, massa corporal e ingestao
de sal, estdo envolvidos no seu aparecimento. Noventa e cinco por cento das pessoas
diagnosticadas com hipertensdo encontram-se nesta categoria (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2016).

Com relacao a hipertensao secundaria, ¢ possivel identificar suas causas. Estas estdo
relacionadas a doengas renais, problemas na artéria aorta e algumas doengas endocrina,
gravidez, uso de contraceptivos orais e abuso de ingestdo de dalcool (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

A tabela 1 mostra os valores que permitem classificar os individuos adultos acima de

18 anos, de acordo com os niveis de PA.

Tabela 1 - Classificacdo da PA para adultos acima de 18 anos.

PRESSAO PRESSAO

CLASSIFICACAO SISTOLICA DIASTOLICA
(mmHg) (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe* De 130 a 139 De 85 a 89
Hipertensao Estagio 1 De 140 a 159 De 90 a 99

Hipertensdo Estagio 2 De 160a179  De 100 a 109
Hipertensdo Estagio 3 > 180 >110

Hipertensao Sistdlica Isolada > 140 <90

* Quando as pressdes sistdlicas e diastdlicas se situarem em categorias
diferentes, a maior deve ser utilizada para classificagdo da pressao arterial (PA).
Considerada hipertensdo sistolica isolada quando valores de PAS forem > 140
mm Hg e PAD <90 mmHg, devendo a mesma ser classificada em estagios 1, 2 e
3. Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Cardiologia (2016).

Importante ressaltar que qualquer pessoa pode apresentar valores para PA acima de
140/90 mmHg sem que seja considerado hipertenso. Apenas a manuten¢do de niveis
permanentemente elevados, em multiplas medi¢cdes, em diferentes horarios, posigdoes e
condig¢des (repouso, sentado ou deitado) caracteriza um quadro de hipertensao (SOCIEDADE

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).
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2.3 Menopausa

A menopausa ¢ o periodo na vida da mulher no qual ocorre redugdo dos hormdnios
ovarianos estrogénio e progesterona. Essa redu¢do ocorre quando o estoque finito de foliculos
ovarianos se esgota. A menopausa natural ¢ diagnosticada apds 12 meses de amenorréia nao
associada a uma causa patologica. Inicialmente, a duracdo do ciclo menstrual torna-se
irregular, e as concentracdes de hormodnio foliculo-estimulante (FSH) aumentam em resposta
a concentragdes diminuidas dos hormonios ovarianos. A medida que a transicado da
menopausa progride, observa-se que os ciclos menstruais diminuem até cessarem por
completo, encerrando assim a ovulagdo. Observa-se que, em algumas mulheres, a amenorréia
por trés meses consecutivos, ou mesmo a duracdo do ciclo menstrual maior de 42 dias, sdo
preditores da menopausa (NELSON, 2008). A transi¢cdo da vida reprodutiva da mulher para o

periodo da menopausa, ¢ dividido por sete etapas, ilustradas na figura 1.

Figura 1 - Ilustragdo dos estagios de envelhecimento reprodutivo normal em mulheres

Final do periodo menstrual

v

Esta'gios -5 I -4 -3 -2 ‘ -1 +1 +2
Reprodutivo Transi¢do menopausa Pés-menopausa
Terminologia Precoce Pico Tardio Precoce | Tardio Precoce Tardio
Perimenopausa
Durag&o dos Estagios Perimenopausa Variavel 1 4 anos Até o fim
Varia | Buragéo do ciclo altefnzagrsloes um
. ariave iavel (>7 di ¢ N
Ciclo menstrual P e Regular varavel (o7 das intelo do o Nenhum
normal) (2 60 dias)
Enddcrino FSH ‘ FSH FSH FSH
Normal aumentando aumentando aumentando

Legenda: FSH, Hormonio félico estimulante; 1= 1 ano; 12 = 12 anos. Fonte: Adaptado de Nelson

(2008).

A figura acima descreve trés grandes fases, fase reprodutiva, fase de transi¢do da
menopausa ¢ fase pds-menopausa. Estas trés fases sdo subdivididas em sete estagios do
envelhecimento reprodutivo na mulher, centrados na fase final reprodutiva. A fase
reprodutiva foi dividida em fases -5, -4 e -3 correspondentes ao inicio, pico e final,
respectivamente. A fase de transicdo da menopausa consistiu em estagio 2 (precoce) € estagio
-1 (tardio), e a fase pés-menopausa continha estdgios +1 (precoce) e +2 (tardio). A fase 3 foi
caracterizada por ciclos menstruais regulares e niveis crescentes de hormoénio FSH. A fase -2

foi caracterizada pela variabilidade na duracdo do ciclo menstrual e niveis aumentados de
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FSH. A fase -1 foi caracterizada pelo aparecimento de ciclos alternados ou amenorréia de
pelo menos 60 dias e elevacao continua do FSH (HARLOW et al., 2012), ilustrado na figura
1.

Em resumo, a fase reprodutiva da mulher ¢ caracterizada por ciclos menstruais
regulares; menopausa, com ciclos menstruais variaveis e valores elevados de FSH; e por
ultimo a poés-menopausa, comecando com o periodo menstrual final e durando até o final da
vida. Esse modelo ¢ util para descrever a progressdao geral dos eventos que conduzem a
menopausa. Contudo, existe uma variacao individual substancial, incluindo a passagem de
etapas € o vaivém entre os estagios. De forma geral, o periodo de transicdo da vida
reprodutiva para a menopausa inicia-se em torno dos 40 anos e pode durar cerca de 5 a 9
anos. O periodo menstrual final geralmente acontece quando as mulheres estao entre 40 e 58
anos de idade (NELSON, 2008).

Observa-se nesse periodo normal da vida da mulher algumas manifestagdes clinicas
como: sensacoes de ondas de calor, insénia, depressdo, diminui¢do do desejo sexual,
ressecamento vaginal, osteoporose, doengas cardiovasculares, hipertensdo arterial, entre
outras (NELSON, 2008).

Além do efeito natural e fisiologico da cessacdo da fase reprodutiva da mulher, a
menopausa também pode ser induzida por cirurgia, quimioterapia ou radiagdo (SHELLING,

2010).

2.4 Menopausa induzida (cirurgia)

A Sociedade Norte-Americana de Menopausa (NAMS) caracteriza a menopausa
induzida como o termo para descrever a menopausa causada de forma artificial, por um
tratamento médico. Algumas drogas e terapias de radiacdo podem danificar os ovarios
causando a menopausa. A causa mais comum da menopausa induzida ¢ a remocao cirurgica
de ambos os ovarios (ovariectomia) em virtude de problemas médicos. As mulheres
submetidas a essa cirurgia experimentam a menopausa induzida. Esse tipo de menopausa nao
promove a perimenopausa. Através da cirurgia, a menopausa ocorre abruptamente, no dia da
remog¢ao dos ovarios pela cirurgia. Na menopausa induzida por tratamentos medicamentosos,
pode haver uma curta transi¢ao, da mesma forma do processo de interrup¢ao da produgdo de
hormonios ao longo de um periodo de tempo. A perda abrupta de hormodnios ovarianos
geralmente causa sintomas mais drasticos do que aqueles vistos com menopausa natural

(Disponivel em https://www.menopause.org, acessado em 20/05/2017).
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A menopausa induzida ndo possui idade pois ¢ dependente da remog¢do dos ovarios.
Ela pode ocorrer em idade muito mais precoce do que a menopausa natural, que acontece
geralmente em torno dos 45 a 50 anos. Pode resultar em um risco aumentado para algumas
doencas devido a perda da protecdo do hormoénio estrogénio e outros hormdnios ovarianos
(ATSMA et al., 2006).

Segundo Lewis et al. (2000), a ooforectomia (ou ovariectomia) profilatica, realizada
juntamente com a histerectomia, estd associada ao aumento da mortalidade, doenca
coronariana, deméncia, osteoporose e cancer. Somente nos Estados Unidos, mais de 600.000
histerectomias sao realizadas todos os anos (LEWIS et al., 2000). Cerca de 18% das mulheres
entre 18 a 44 anos desse pais sdo submetidas a ooforectomia no momento da histerectomia
para doenga benigna, e cerca de 76% tém idade entre 45 a 64 anos (HICKEY et al., 2010). A
maioria dessas cirurgias tem o objetivo de melhorar a qualidade de vida das mulheres na
perimenopausa. Muitas histerectomias sdo acompanhadas por ooforectomia eletiva, e terapia
de reposi¢ao hormonal (TRH) (LEWIS et al., 2000). Um estudo prévio identificou que
mulheres que foram submetidas a ovariectomia antes dos 45 anos tiveram aumento
significativo de mortalidade associado a doengas cardiovasculares. Efeito ndo observado em
mulheres sob tratamento hormonal com estrogénio (RIVERA ef al., 2009).

A TRH era outrora confiantemente prescrita a mulheres com sintomas menopausicos
ap6s ooforectomia. Contudo, evidéncias na literatura demonstram que, em mulheres pos-
menopausadas, a TRH pode estar associada a riscos significativos, que podem superar os
beneficios. O uso prolongado da TRH parece aumentar o risco de cancer de mama (HICKEY
et al., 2010). Portanto, sdo importantes estudos no sentido de avaliar os efeitos de alternativas
de tratamento a possiveis doencas associadas a menopausa, natural ou induzida, em

detrimento da TRH.

2.5 Modelo animal para o estudo da menopausa

Estudos com modelos animais que mimetizam a menopausa em humanos abrem
janelas para adentrarmos na biologia multi-estrutuada dos processos fisioldgicos do
envelhecimento da mulher. Tais estudos sdo de grande importancia, pois por meio deles ¢é
possivel obter informagdes para um melhor entendimento sobre eventos fisiologicos os quais
ndo seriam possiveis de serem investigados em humanos. Estes estudos possibilitam o
desenvolvimento de novos tipos de tratamentos e prever resultados de intervengdes

terap€uticas em humanos (BRINTON, 2012).
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Além do mais, a declaragao de Helsinque, de 1964, diz que:

“A pesquisa clinica envolvendo seres humanos deve estar em conformidade com os
principios cientificos geralmente aceitos e deve ser baseada no conhecimento
minucioso da literatura cientifica, em outra fonte de informagdo relevante e em
experimentacdo laboratorial e, quando apropriado, experimentacdo animal.”
(Associacdo Médica Mundial, Declaragdo de Helsinque, 1964, disponivel em:

https://www.wma.net, acessado em 23/05/2017).

Em 1929, o fisiologista August Krogh escreveu um ensaio que introduziu uma
abordagem experimental que mais tarde seria identificada como "O Principio de Krogh".
Assim, o principio de Krogh, de forma simples, diz que “entre a diversidade de espécies
animais havera um idealmente adequado como modelo experimental para qualquer problema
bioldgico” (LINDSTEDT, 2014). Um modelo utilizado para resolver um problema bioldgico,
ou que levou ao entendimento da fisiologia neural foi o estudo do axdénio "gigante" da lula.
Estudo este que foi crucial para desvendar a natureza da neurotransmissdao (LINDSTEDT,
2014).

O ser humano tem utilizado estudos com modelo animal para entender sua propria
biologia. Na pesquisa cardiovascular, modelos animais permitiram o estudo da doenga
cardiovascular nos estagios iniciais, bem como a investigacao dos mecanismos da patogénese
da doenca cardiovascular e os efeitos de possiveis intervengdes. Estudos em animais
permitem investigar os mecanismos fisiopatoldgicos, como da hipertensdo. Essas
investigacdes contribuem para a concep¢ao de estudos clinicos e os resultados de estudos
clinicos pode moldar a dire¢do da pesquisa basica através da identificagdo de achados
clinicamente relevantes (SANDBERG, 2008). Assim, muitos pesquisadores langam mao de
ratos para delinear seus estudos. Além disso, os ratos possuem uma proximidade genética a
seres humanos de 90% (JACOB, 2010), o que faz desse animal um importante meio para o
entendimento de doencas humanas e possiveis curas.

Os ratos foram as primeiras espécies de mamiferos especificamente domesticadas para
serem utilizadas em pesquisa médicas, em laboratorio, na busca de respostas de uma gama de
questdes da pesquisa basica. Registros que datam da década de 1850 mostram que estes
animais foram derivados de ratos fanciers, Rattus norvegicus. Estes foram selecionados
devido a sua cor de pele e caracteristicas comportamentais. Gragas ao Instituto Wistar, foi

criado o rato Wistar, linhagem que derivou mais da metade de todos os ratos de laboratorio
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(PHILLIPS ef al., 2017). Outra linhagem de ratos muito utilizada em estudo experimental
com animais ¢ a Holtzman.

Para a escolha de um modelo animal, deve-se levar em consideragdo que o modelo
animal ndo representa uma réplica exata de possiveis mecanismos a serem estudados nos
seres humanos. Por isso, pelo menos trés caracteristicas no modelo animal devem ser levadas
em consideragdo: a conveniéncia, a relevancia e a adequacao (KALU, 1991). A remogao de
ambos os ovarios, ovariectomia, ¢ usada como um modelo de estudo da menopausa humana.
As intervengOes experimentais, geralmente, ocorrem quando o hormoénio 17f-estradiol atinge
niveis baixos ou mesmo indetectaveis no plasma. Isso ocorre entre uma a duas semanas apos a
cirurgia. Tal modelo tem proporcionado grande parte de nossa compreensdo da agdo
hormonal ovariana em todo o sistema de 6rgdos do corpo (BRINTON, 2012). Assim, a
ovariectomia tem se mostrado um modelo experimental que mimetiza o periodo de

menopausa em mulheres (KALU, 1991; BRINTON, 2012).

2.6 Hipertensio na menopausa

Como citad anteriormente sobre a hipertensdo arterial, ela ¢ uma doenga com
caracteristicas multifatoriais que acarreta em niveis elevados e mantidos da pressao arterial
associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais de 6rgdos alvos como coragao, encéfalo, rins
e vasos sanguineos, aliada a alteragdes metabolicas, aumentando os riscos de doengas DCV
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

Segundo o Manual de Atencdo a Mulher no Climatério (BRASIL, 2008), na
menopausa a hipertensdo arterial aparece como um dos fatores de risco para doencas
cardiovasculares, assim como Diabetes mellitus, tabagismo, obesidade, inatividade fisica, ma
alimentacdo, envelhecimento, dislipidemias, historico familiar e fatores psicossociais.

A hipertensdo arterial ¢ considerada como um dos maiores fatores de risco de DCV.
Antes da menopausa, a pressdo sanguinea € tipicamente mais baixa em mulheres do que em
homens com idade correlata (LIMA et al., 2012). No entanto, apos a menopausa a prevaléncia
de hipertensio e risco de DCV aumenta consideravelmente, independente da origem étnica. E
importante ressaltar que o aumento da pressao arterial em mulheres pés-menopausadas nao
ocorre assim que o ovario torna-se senescente, mas apos certo numero de anos. O fato da
incidéncia da DCV ser menor em mulheres na idade reprodutiva, tornar-se similar a dos
homens ap6s a menopausa levantou a possibilidade de que o estrégeno ¢ um agente auxiliador

na protecao de eventos cardiovasculares (LIMA et al., 2012).
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O estrogénio ¢ um hormonio esteroide, sintetizado e liberado pelos ovarios. Ele atua
na regulacdo da PAS em mulheres por mecanismos génicos e ndo génicos. O primeiro se da
por atuagdo da ligacdo do agonista ao seu receptor, como o receptor de estrogénio (RE),
responsavel por ativagdo de fatores de transcricdo nuclear, assim como demais receptores de
hormonios esteréides (CERAVOLO et al., 2007).

No sistema vascular encontram-se dois tipos de receptores de estrogénio, receptores
do tipo alfa e beta (RE-a € RE-f). A ativagdo desses receptores por este hormdnio estimula a
transcricdo génica e induz seus efeitos gendmicos, dentre os quais, crescimento de células
endoteliais no vaso. Nas células endoteliais o hormoénio 17B-estradiol (E2) fosforila e,
consequentemente, realiza a ativacdo de proteinas conhecidas por MAP quinase (MAPK —
mitogen-activated protein kinase), promovendo a proliferagcdo de células endoteliais. Em
caminho oposto, o E2 inibe a atividade da MAPK, resultando na inibi¢cdo do crescimento e
proliferagdo das células endoteliais na musculatura lisa do vaso. Nao obstante, o estrogeno
atua antagonizando o efeito de promotores de crescimento como a Angiotensina Il nas células
musculares lisas do vaso através de ativagdo de fosfatasses. O hormonio Progesterona
também inibe o crescimento de cé¢lulas musculares lisas do vaso (CERAVOLO et al., 2007).

Outra forma de regular a vasoconstricao e relaxamento de maneira ndo genomica, €
através da ativagao de receptores de estrogeno nas cé€lulas endoteliais. Estes, quando ativados
podem realizar a inibicdo aguda da contracdo do vaso. A progesterona atua também em
receptores de membrana nas células endoteliais. Um de seus efeitos ¢ modificar a acdo do
estrogeno relacionado a vasoconstri¢ao. Tais agdes ndo gendmicas podem modular o balango
de ions e da expressao de receptores nas células da musculatura lisa do vaso. Além disso,
esses hormonios podem promover a liberacdo de fatores como o NO e prostaglandinas
(PGL2) conhecidas como fatores relaxantes do endotélio EDRF, fatores como endotelina-1
(ET-1), Angiotensina II e tromboxano A2, esses conhecidos como fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio (EDHFs), o que ird modular a dilatagdo do vaso (CERAVOLO et al.,
2007).

Entretanto, deve-se ter muito cuidado ao se analisar tais efeitos, pois os efeitos dos
hormonios sexuais sdo dependentes do tipo do leito vascular, além da espécie a ser estudada.
Assim, os efeitos desses hormonios sao heterogéneos sobre a fun¢do vasomotora. Em aorta de
ratos, o estrogeno causa relaxamento independente e dependente do endotélio. Por outro lado,
em arteriolas mesentéricas ¢ observado relaxamento independente do endotélio. Portanto, o
estrogeno atua de maneira diferente na regulacdo do tonus vascular, em vasos diferentes,

como citado acima (CERAVOLO et al., 2007).
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Contudo, ainda existem poucos estudos sobre o assunto, dificultando a fundamentacao
de conclusdes adequadas sobre o mecanismo responsavel pelo aumento da pressdao sanguinea
em mulheres pds-menopausicas (LIMA et al., 2012). Além disso, a incidéncia de obesidade
em mulheres na menopausa tem crescido para mais de 40%. Esse aumento da massa corporal
também estd associado ao aumento da pressao arterial. Tem sido observado uma atenuagao
da disfun¢do endotelial e do quadro inflamatorio cronico de baixo grau em decorréncia da
administracdo de medicamentos anti-hipertensivos em mulheres na menopausa, com idade
entre 47 a 60 anos, que apresentavam sintomas da sindrome metabolica. Sintomas estes como
hipertensdo, hiperinsulinemia, hipetrigliceridemia, perfil lipidico alterado e obesidade. A
inflamacao cronica de baixo grau, observado em individuos obesos, definida como sendo o
aumento do fator de necrose tumoral de necrose alfa (TNF-a) e citocinas pré-inflamatorias,
como as interleucinas (ILs) ou adipocinas tais como a IL-6, ¢ comumente encontrada em
mulheres pds-menopausadas. O quandro de sindrome metabolica pode contribuir tanto para o
surgimento de hipertensdo quanto influencia de maneira negativa no tratamento por terapia
medicamentosa em mulheres menopausadas (YANES e RECKELOFF, 2011).

A obesidade ¢ um fator que estd associado com a hipertensdo. Os mecanismos dessa
associacdo incluem o aumento da atividade simpdatica. Esta por sua vez parece estar
intimamente associada com a gordura abdominal visceral (BARROSO et al., 2002). A maior
atividade simpdatica aumenta a liberacdo de renina e a formacdo de angiotensina II, que por
sua vez aumenta a producdo adrenal de aldosterona, hormdnio que atua na regulacdo da
pressdo sanguinea, com retencdo de sodio resultante. O aumento da gordura visceral estd
associado com o aumento de mediadores inflamatorios, aumento do estresse oxidativo e
diminui¢do da vasodilatacdo endotelial (BARROSO et al., 2002). Porém, nado esta claro se a
propria menopausa resulta em um aumento do indice de massa corporal (IMC), embora as
mulheres na menopausa e aquelas com menopausa cirurgica mostraram maior IMC do que
mulheres na pré-menopausa, levando-se em consideragdao a idade, atividade fisica e etnia
(MATTHEWS et al., 2001).

Entretanto, vale lembrar que nem todas as mulheres na menopausa apresentam os
sintomas e doencas acima citadas. O que nos faz levantar a seguinte questao: “Héa uma relacao
entre menopausa e hipertensao?”

Um revisdo interessante mostra que ha relagdo entre pressao arterial sistolica (PAS) e
diastolica (PAD) elevadas e menopausa independente da idade, indice de massa corporea
(IMC), com elevacao da PAS ao longo de alguns anos e surgimento do enrijecimento de vasos

sanguineos, em mulheres pos-menopausadas (COYLEWRIGHT et al., 2008). Além disso,
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mulheres na menopausa que realizam tratamento com reposi¢do hormonal podem apresentar
redu¢do da PAS e PAD, indicando assim um efeito protetor cardiovascular dos hormonios
ovarianos (COYLEWRIGHT et al., 2008).

Por outro lado, a relacao entre menopausa e hipertensao arterial pode ser explicada por
outros fatores, como o envelhecimento. Fatores observados em um estudo longitudinal que
analisou 568 mulheres no periodo pré-menopausa e pos-menopausa. Apds 16 anos os
pesquisadores observaram que a PAS elevada nessa populagdo se deu em decorréncia da
idade, ou seja, pelo envelhecimento (CASIGLIA ef al., 1996).

Na senescéncia, tem-se observado um maior aumento da atividade simpatica nas
mulheres do que em homens, sugerindo que o mecanismo neural simpatico pode contribuir de
forma importante para a elevagdo da PAS no envelhecimento (FU ef al., 2008). Ademais,
mulheres idosas e com hipertensao possuem maior resisténcia vascular sistémica do que os
homens hipertensos idosos (FU et al.,, 2008), além disso ha uma associagdo entre
envelhecimento e diminuicdo da sensibilidade de receptores p-adrenérgicos em vasos
sanguineos, prejudicando assim a resposta vasodilatadora no envelhecimento (TSUJIMOTO
et al., 1986), o que eleva a PAS. Em mulheres acima de 40 anos de idade, observa-se aumento
na PAS por incremento da atividade do nervo simpatico muscular, maior at¢ do que em
homens, sugerindo que o mecanismo neural simpatico contribui de forma importante para a
elevacao da PAS no envelhecimento em mulheres (FU et al., 2008). A avaliagdo da atividade
do nervo simpdatico muscular fornece informagdes importantes sobre o controle da pressao
arterial. Os nervos simpaticos inervam o musculo esquelético e sao de natureza
vasoconstritora. Portanto, aumentos ou mesmo diminui¢des na sua atividade podem estar
relacionados com alteragdes na vasoconstrigdo e resisténcia vascular periférica. Além disso,
0s nervos simpaticos inervam leitos vasculares importantes como o cardiaco e renal (HART e
CHARKOUDIAN, 2014).

O estrogeno regula positivamente a vasodilatacdo através do NO, sensibilizando o
receptores P-adrenérgicos, evento que ndo ocorre em homens. Dessa forma, mudangas na
sensibilidade dos receptores a norepinefrina podem explicar por que a incidéncia de
hipertensdo aumenta nas mulheres pos-menopausicas e se torna semelhante a dos homens da
mesma idade ou as vezes maior. Neste contexto, o papel de outros hormonios esterdides
sexuais, como progesterona e testosterona, na modulacdo de interagdes simpaticas e
vasculares deve ser levando em consideracdo. Assim, mudangas no controle B-adrenérgico
tém forte influéncia na dinamica da pressao na artéria aorta em mulheres pos-menopausadas,

podendo levar ao enrijecimento dos vasos (HART e CHARKOUDIAN, 2014).
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O aumento da rigidez arterial provoca uma elevacao na velocidade da onda de pulso
que pode ter um efeito profundo sobre a pressdao na artéria aorta central. Com isso, os vasos
com maior rigidez promovem o retorno precoce das ondas de pressdo. Essas ondas sdo
refletidas de volta para o coragdo a partir de sitios periféricos. Consequentemente, as ondas de
pressdo chegam cedo durante a sistole em vez da diastole causando elevacdo na PAS e
elevacao da onda de pulso adrtico ascendente, o que por sua vez provoca um aumento na pos-
carga cardiaca. Observar-se em mulheres na menopausa um aumento na rigidez arterial, com
elevacdo dos indices de reflexdo da aorta. Isto se deve a amplitude das ondas de pressao
refletidas no coragdo, que esta associado ao aumento do risco de eventos cardiovasculares
(HART e CHARKOUDIAN, 2014).

Percebe-se, portanto, que as alteragdes na hemodindmica central da artéria aorta
também contribuem de forma importante para o risco de DCV, observado em mulheres mais
velhas. Claro que outros mecanismos estdo envolvidos na elevagdo da PAS de mulheres
idosas, de maneira independente da condi¢do de menopausa, como diminui¢do da produgao

de NO, dentre outros (TSUJIMOTO et al., 1986).

2.7 A artéria aorta e sua importancia

Em humanos, a artéria aorta possui didmetro de cerca de 2 e 3 cm. Ela se divide em
artéria aorta ascendente, arco adrtico e artéria aorta descendente (Figura 2). Parte da aorta
ascendente se comunica com o ventriculo esquerdo do coragdo seguindo até onde se inicia o
arco aortico. A artéria aorta possui propriedades morfoldgicas e mecanicas essenciais para o
controle da pressdo sistolica e pressdao diastolica. Além disso, também possui funcao de
transporte do sangue oxigenado, e todos 0s seus componentes, sob alta pressdo desde o
coragdo até os tecidos e orgdos, permitindo que haja troca de nutrientes, hormonios e outras
substancias, além de facilitar a remog¢do de residuos do metabolismo gerados pelo corpo

(BRIONES et al., 2006).
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Figura 2 — Estrutura da Artéria aorta
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Fonte: Figura A, adaptado de Berillis (2013), e figura B disponivel em:
http://anatomiaonline.com/aTRerias/, acessado em 24/05/2017.

A aorta ¢ responsavel por armazenar metade do volume de eje¢ao ventricular esquerdo
na fase sistolica. Na diastole, as forcas elasticas da parede adrtica propelem este volume para
a circulagcdo periférica. Isso resulta em um fluxo sanguineo periférico continuo normal
(WAGENSEIL e MECHAM, 2012). Esta fun¢ao da aorta proporciona uma redugdo da pos-
carga ventricular esquerda e melhora do fluxo sanguineo coronario e relaxamento ventricular
esquerdo. O comprometimento da func¢do da aorta pode levar a um aumento da resisténcia
elastica do vaso que resulta em aumento da pressdo arterial em mulheres pds-menopausadas,
levando a hipertensao (WAGENSEIL e MECHAM, 2012).

Entende-se, dessa maneira, que a aorta age como uma camara de amortecimento
elastica. Essa funcdo é chamada de fungcdo Windkessel. Ela ¢é entendida como a intera¢do da
sistole com a diastole. A aorta, e alguns dos grandes vasos proximais, armazenam cerca de
50% do volume do ventriculo esquerdo da fase sistolica do ciclo cardiaco. Na fase da diastole,
as forcas elasticas da parede aortica propelem esse 50% do volume para a circulagio
periférica, criando assim um fluxo sanguineo periférico quase continuo. Dessa maneira, a

funcdao de Windkessel, exerce influéncia ndo apenas na circulagdo periférica, mas também no
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coragdo, resultando em reducdo da pods-carga ventricular esquerda e melhora do fluxo
sanguineo corondrio e relaxamento ventricular esquerdo. Vale lembrar que a funcdo de
Windkessel ¢ determinada por modelo matematico. Contudo, esse modelo ndo ¢ o unico
usado para o entendimento do papel das grandes artérias no processo hemodinamico. Ha dois
modelos matematicos utilizados. Um ¢ o citado acima, o outro ¢ o dominio da frequéncia.
Este envolve reflexdo de onda (BELZ, 1995).

De maneira geral, a funcdo de Windkessel trata do recuo elastico da artéria aorta que
permite que o fluxo ciclico vindo do coragdo seja transformado em fluxo continuo no nivel
arteriolar, conhecidos como vasos de resisténcia. De acordo com a lei de Poiseuille, a
resisténcia vascular, predominante na rede microvascular, ¢ um componente importante deste
modelo Windkessel, no qual a constante de tempo do decaimento diastolico €, por definigao,
igual ao produto da resisténcia vascular vezes a elasticidade (complacéncia) (BELZ, 1995).

Falando sobre o modelo de dominio de frequéncia, este implica que, apos a ejegao
ventricular, que gera em uma onda de choque resultante iniciada na origem da aorta toracica,
uma onda de pressao direta percorre a arvore arterial a uma dada velocidade de onda de pulso.
Em estruturas que possuem elastina ou que acumulem colageno, afetando a rigidez do vaso,
ou descontinuidade geométrica (ramificacdo do vaso) da parede arterial, esta onda ¢ refletida
para tras para retornar em dire¢do ao coracao. Assim, os modelos emitidos a partir do dominio
da frequéncia implicam, como o modelo de Windkessel, a presenga de um componente de
resisténcia como um gatilho principal para reflexdes de onda. Portanto, para um adequado
acoplamento entre o coragdo e a aorta toracica ¢ necessario um nivel 6timo de resisténcia
vascular (BELZ, 1995).

A resisténcia elastica do vaso que a aorta estabelece contra a distensdo sistolica,
aumenta com o envelhecimento. Esse aumento da rigidez promove um aumento da pos-carga
do ventriculo esquerdo, levando a um aumento da PA, e consequentemente, a alteragdes
patoldgicas no vaso. Este aumento da rigidez leva a um aumento da pressdo arterial sistolica,
gerando o quadro patoldgico de hipertensao arterial sistolica (BELZ, 1995).

Tratamentos farmacologicos que utilizam os inibidores da enzima conversora de
angiotensina (MARCHON et al., 2015) e os doadores de NO parecem reduzir diretamente a
resisténcia elastica da aorta. Esse efeito, além de outros efeitos sobre a pressdo arterial e a
circulacao periférica, poderia ter grande relevancia clinica como mecanismo adicional para
descarregar o ventriculo esquerdo, melhorar a circulagdo coronariana e reduzir o estresse

pulsatil do sistema arterial (BELZ, 1995).



34

A artéria aorta (ilustrada na Figura 2) ¢ constituida pela tunica adventicia, camada da
artéria mais externa, composta por fibras de colageno dispostas circumferencialmente,
misturadas com elastina e rodeadas por tecido conjuntivo frouxo; pela tinica média, formada
por unidades lamelares compostas de fibras de elastina, camadas de células de musculo liso
vascular orientadas circunferencialmente, fibras de colageno e substincia de base. As lamelas
da tunica média compreendem a maior parte do volume da parede arterial e sdo responsaveis
pelas suas propriedades elasticas, o que permite que a artéria se expanda e contraia, de acordo
com a forga exercida sobre o vaso pela pressao sanguinea. Ela também ¢ composto por células
musculares lisas as quais sdo sustentadas pela MEC, essencialmente constituidas por
colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e fibras elasticas, a maioria dos quais estdo dispostas
em folhas circulares (WAGENSEIL ¢ MECHAM, 2009). Na por¢do exterior da tunica,
existem também as camadas de células musculares lisas. Além disso, a aorta também ¢
formada pela tinica intima. Esta ¢ composta por duas camadas. A primeira formada por uma
lamina basal, rica em proteoglicanos e pequena quantidade de colageno, e por células
endoteliais. As células endoteliais se ligam a membrana basal e alinham o lumen arterial onde
atuam como reguladores da homeostase vascular. A segunda camada ¢ formada por uma
tunica composta de fibras de elastina, células musculares lisas individuais e colageno. A
intima € separada da média por fibras de elastina fenestradas da lamina eléstica interna. A
elastina dentro da lamina eléstica interna ¢ orientada longitudinalmente na direcao do fluxo
sanguineo luminal (KOHN et al., 2015).

A composicao distinta de cada camada de artéria presta-se a propriedades mecanicas
especificas de cada camada. As proteinas da MEC, como o colageno e elastina, representam
cerca de metade do peso seco do vaso e desempenham um papel crucial na mecanica da
artéria. Colageno tipo I e III representam 60% da parede da artéria e elastina 30%. No baixo
grau de estiramento, as fibras de elastina compativeis dominam a mecanica, enquanto que em
niveis mais altos de deformacdo, as fibras de colageno orientadas helicoidalmente sao
recrutadas. A fibra de coldgeno ¢ 100 a 1000 vezes mais rigida do que a elastina, causando
um aumento acentuado no moédulo de elasticidade incremental em niveis mais altos de
alongamento circunferencial. Sob cargas de deformacao fisioldgica, o moddulo eléstico
incremental ¢ uma funcao da tensdo e as contribuicdes combinadas de elastina e colageno
(KOHN et al., 2015).

As fibras elasticas tém uma taxa de rotatividade extremamente baixa in vivo, e esta
longevidade permite a acumulagdo de alteracdes relacionadas com a idade causadas por

fragmentacdo, calcificagdo e degradagdo de metaloproteinase de matriz. A medida que as
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fibras de elastina decaem, elas perdem a funcionalidade e deslocam o suporte de carga para
fibrilas de colageno mais rigidas, o que contribui diretamente para aumentos significativos na
rigidez arterial. A falha de fadiga do estresse da parede pulsatil pode causar fragmentacao de
elastina ao longo da vida. O célcio na parede arterial também aumenta com a idade,
facilitando a ligacdo direta de ions de calcio a fibras de elastina causando calcificacdo.
Modelos animais que induzem elasto-calcinoses elevadas mostram maior fragmentagao
mediana de elastina e rigidez arterial (KOHN et al., 2015).

A idade também esta associada a alteragdes na escala de aminoacidos que podem
contribuir para a diminuicdo da complacéncia arterial causada por uma perda da
funcionalidade da elastina. Notavelmente, embora o teor absoluto de elastina na aorta
permaneca relativamente estdvel com a idade, a concentracdo de elastina diminui e ¢
acompanhada por um aumento substancial na concentragcdo de coldgeno. Em contraste com a
elastina, a concentragdo de coldgeno nas trés camadas da parede arterial aumenta com a idade,
alterando o equilibrio de elastina: o coldgeno que controla a mecanica arterial saudavel. A
fibrose mediana ocorre como consequéncia de fibras de coldgeno que substituem as células
musculares lisas do vaso (KOHN et al., 2015).

Os dois principais tipos de colageno encontrados na aorta sdo os tipos I e I1I, chamado
de colagenos fibrilares, representando cerca de 80-90% do colageno total presente na aorta.
Hé também outros tipos de colageno, como os IV, V, VI e VIII, mas em quantidades menores.
Os principais constituintes da camada intima, média e adventista da aorta sdo os colagenos
fibrilares. Os tipos IV e V de colageno estdo situados no endotélio, nas células do musculo
liso e membranas basais, juntamente com colageno tipos I e III, pode ser encontrado
colagenos do tipo IV e V. A fun¢do dos colagenos I e III na parede da aorta ¢ de proporcionar
propriedades biomecanicas e funcionais ao vaso. Observa-se que na regido da aorta toracica
descendente, colagenos do tipo I, III e IV (BERILLIS, 2013).

O coldgeno do tipo I é encontrado em locais que resistem a grandes tensdes como, em
tenddes, derme da pele, ossos e até mesmo na cornea. Este tipo forma fibras e feixes de
colageno. O colageno do tipo III ¢ abundante no tecido conjuntivo frouxo. Ele € encontrado
na artéria aorta, pulmoes, musculos dos intestinos, figado e utero (KIELTY et al., 2002).

Segundo Cantini et al. (2001) o colageno ¢ um componente de extrema importancia
para a parede da aorta. Sua quantidade pode se modificar com o envelhecimento que torna a
parede da aorta mais rigida pelo aumento desse componente, além de sofrer influéncias de
hormonios sexuais e de patologia como aneurismas, hipertensao arterial. Este tiltimo promove

alteragdes estruturais das artérias produzindo uma hipertrofia da parede arterial. Essa doenga
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parece aumentar a sintese de tecido conjuntivo vascular e induzir ao aumento da sintese de
colageno, aumentado assim a quantidade total de coldgeno na parede arterial (BERILLIS,
2013).

As fibras elasticas tém uma taxa de furnover extremamente baixo, indicando uma
longevidade grande para essa proteina. Essa longevidade expoe as fibras eldsticas ao processo
de envelhecimento, causando fragmentacdo, calcificacdo e degradacdo proporcionadas pelas
metaloproteinases de matriz (MMP). A medida que as fibras de elastina vdo sendo degradadas
ocorre a perda de funcionalidade. Isso faz com que o suporte de carga seja repassado das
fibrilas para o coldgeno. Esses acontecimentos contribuem de maneira direta para o aumento
da rigidez arterial. Mas esse ndo € o unico efeito decorrente da idade. Com o envelhecimento
ha deposicdo de calcio na parede arterial, o que facilitando a ligagcdo direta de ions de calcio
as fibras de elastina, o que ird promover calcificagdo da elastina (KOHN et al., 2015).

Como citado acima, a elastina sofre degradagdo pelas MMPs. Estas possuem baixa
atividade basal em artérias saudaveis, o que equilibra a auséncia da sintese de elastina. Por
outro lado, com o envelhecimento, a atividade das MMPs, como a MMP-2 ¢ aumentada, o
que promove uma maior degradacdo da elastina, mas ainda com uma baixa sintese dessa
proteina. A hipertensdo arterial pode causar uma desregulagdao da atividade das MMPs. Tal
desregulagdo pode levar a uma diminuicao da quantidade, e funcionalidade, da elastina e a um
aumento do conteudo de colageno na artéria aorta (PAPAZAFIROPOULOU e
TENTOLOURIS, 2009; KOHN et al., 2015).

Ainda ¢ incerto como as células musculares lisas atuam na génese da rigidez arterial.
Em grandes artérias, essas células estdo predominantes dentro da parede do vaso. Estima-se
que elas representem cerca de 25 a 35% do volume total. Flas desempenham um papel
importante na regulacdo do tonus vascular, que pode ter impacto importante sobre a
hipertensdo. Em grandes artérias, as células musculares lisas também sdo responsaveis por
absorver a pressdao pulsatil. Sob condi¢des cronicas, elas se hipertrofiam em resposta ao

aumento do estresse mecanico (SEHGEL et al., 2015).

2.8 Reatividade vascular

O endotélio possui funcgao tanto autdcrina quanto pardcrina, além de regular a secrecao
de substancias que controlam o tonus e a estrutura vascular. O endotélio produz multiplos

fatores relaxantes, tais como o 6xido nitrico (NO) e prostaciclina, além de fatores constritores,
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como endotelinas (isoformas 1, 2 € 3). O NO ¢ o fator relaxante melhor caracterizado e mais
importante. Ele ¢ derivado da L-arginina pela atividade da sintetase do NO endotelial (eNOS).
O NO tem uma producdo e liberacao basal, além de outra que ¢ dependente de varios
agonistas, como a acetilcolina, a bradicinina, substancia P e serotonina, além de outros
(MATTEI et al., 1997).

Em 1980, foi descoberto por Furchgott que as células endoteliais produzem um fator
relaxante derivado do endotélio (EDRF), em resposta a estimulag@o por acetilcolina em vasos
com endotélio intacto. Neste estudo o relaxamento vascular por acetilcolina € um numero de
outros agonistas verificou-se dependente da presenga de células endoteliais, as quais, quando
estimulado pelo agonista liberava uma substancia difusivel, 1abil ndo prostanodide, os EDRFs,
que agiam sobre o musculo vascular liso para produzir relaxamento (YETIK-ANACAK e
CATRAVAS, 2006).

Hoje, s@o conhecidas trés isoformas do 6xido nitrico sintase (NOS), responsavel pela
producdo do NO no organismo: uma forma constitutiva que estd presente no endotélio
(eNOS), a nNOS, que ¢ uma isoforma constitutiva presente nos neurdénios, ¢ a iNOS, que ¢
expressa nos macréofagos, neutrofilos, fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais
em resposta a estimulos patologicos (DAWSON et al., 1992).

O NO ¢ um gas de difusao muito rapida com meia vida de aproximadamente 5
segundos in vitro e de 0,1 segundos in vivo. Sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido L-
arginina, reacdo mediada pela NOS, com formacdo simultinea de L-citrulina (YETIK-
ANACAK e CATRAVAS, 2006).

Ja se sabe que o NO esta relacionado a diversas patogéneses de doengas que vao desde
a hipertensdao ao choque séptico e deméncia. Por essa razdo, ele tem sido alvo de muitas
pesquisas com o intuito de um melhor entendimento de seus mecanismo e possiveis
intervengdes para que se possa intervir em doencas as quais estdo relacionadas ao NO
(YETIK-ANACAK E CATRAVAS, 20006).

O nitroprussiato de sodio, um nitrovasodilatador, foi descoberto em 1850. Ele ¢ capaz
de cruzar a barreira hematoencefalica. Seus efeitos hipotensores em seres humanos foram
descritos pela primeira vez em 1929. Ele sofre degradacdo espontdnea no organismo em
condigdes fisiologicas normais. Este sal serve como fonte de NO (BARRY, 1989).

Uma maneira de se lidar com os varios fatores de risco na doenca cardiovascular pode
ser o tratamento da disfun¢ao endotelial. Todos os fatores de risco estdo relacionados a
disfungdo endotelial. A este respeito, otimizar a funcdo da eNOS pode ser uma alternativa

razoavel. Isto pode ser realizado por co-factores, por exemplo o BH4, ou substrato de L-
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arginina, ou ainda por aumento da disponibilidade de GMPc, além do aumento da
biodisponibilidade através de antioxidantes. Varios estudos relatam um efeito modulador da
suplementagdo de L-arginina na producdo de NO in vivo sob condi¢gdes conhecidas como
estando associado com a disfungdo endotelial, podendo ser citado a hipercolesterolemia, a
hipertensao, o envelhecimento e o diabetes (YETIK-ANACAK e CATRAVAS, 2006).

No sistema cardiovascular, o NO influencia a homeostase vascular em muitos
aspectos, ndo somente na modulagdo da vasomotricidade, mas também como inibicao de
proliferagdo de células musculares, a agregacao de placas, plaquetas e monocitos de adesdao ao
endotélio, a oxidacao da LDL, a expressao de moléculas de adesao e producao de endotelina.
Defeitos nestas fungdes geralmente resultam na diminui¢cdo da biodisponibilidade devido ao
aumento do estresse oxidativo, diminui¢ao da atividade da enzima antioxidante, etc, ¢ sdo
responsaveis por doengas como a aterosclerose doenca arterial coronariana, diabetes,
hipercolesterolemia, hipertensdo, dentre outras (YETIK-ANACAK e CATRAVAS, 2006).

Uma forma de lidar com os vérios fatores de risco na doenca cardiovascular pode ser o
tratamento de disfun¢do endotelial. Todos os fatores de risco estdo relacionados a disfungao
endotelial. Nao hd como negar que a disfungdo endotelial e disfungdo na produgdo do NO sao
caracteristicas das doengas cardiovasculares, incluindo as doengas que sdo consideradas como
os principais problemas de satde publica atuais: como a hipertensdo, a obesidade, a diabetes
(DUSSE, 2003).

Furchgott e Zawadzki, em 1980, demonstraram que a presenga do endotélio ¢
necessaria a fim de se observar o relaxamento das artérias isoladas para acetilcolina. Esta
descoberta, além de ter levado a identificacdo do cation da L-arginina, mas a via da NOS ¢ o
papel do NO como um mensageiro intercelular, levou a busca de outros fatores vasoativos
derivados do endotélio, determinado como fator derivado do endotélio hiperpolarizante

(EDHF) e fator contratil do endotélio (EDCF) (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980).

2.9 Estrogénio e disfuncido endotelial

Os hormonios estrogénios sdo hormdnios esterodides potentes presentes em niveis
elevados em mulheres desde a adolescéncia até a menopausa. Os estrogénios tém
propriedades protetoras de doencas cardiovasculares (XING et al., 2009; DESCHAMPS et
al., 2010). Alteram as concentragdes lipidicas séricas, os sistemas coagulantes e fibrinoliticos,

os sistemas antioxidantes e a producdo de outras moléculas vasoativas, como o NO e
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prostaglandinas, que podem influenciar o desenvolvimento de doengas vasculares (KARAS et
al., 1999). O estrogénio modula as respostas vasculares aumentando a atividade da eNOS
através da via da Akt que aumenta a liberagao de NO (FLORIAN et al., 2004).

O estrogénio atua no corpo ligando dois receptores, localizados em células endoteliais
e células de musculo liso vascular: ER-o ¢ ER-B para exercer seus efeitos classicos
(LINDNER et al., 1998). Estes receptores atuam como fatores de transcricao ativados por
ligacdo ou estdo associados com a membrana plasmatica que promove a ativacao rapida de
cascatas de sinalizacgao intracelular (CHAMBLISS et al., 2000).

Os mecanismos dependentes de receptores de estrogénio que regulam o tonus vascular
incluem a vasodilatagdo independente do endotélio, aumento da biodisponibilidade do NO, a
inibicdo do crescimento e proliferacdo das cé€lulas do musculo liso vascular, inibi¢ao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e do sistema endotelina, e inibi¢do do sistema
nervoso simpatico. Além disso, os receptores de estrogénio ER-a e ER-B, acoplados a
proteina G (GPER) (anteriormente conhecido como GPR30), sdo altamente expressos na
célula do musculo liso vascular humano e artérias. Um estudo dos primeiros estudos mostrou
que a ativagdo seletiva de GPER provoca vasodilatacio aguda em artérias de humanos e
roedores. O GPER seletivo pode reduzir a pressdo sanguinea in vivo mesmo sob condi¢des
normotensas e inibe a proliferacio de células do musculo liso vascular humano
(CHAMBLISS et al., 2000).

O NO ¢ uma importante molécula vasoprotetora que pode ser sintetizada por eNOS
em células endoteliais. O estrogénio pode ativar eNOS através da via ndo genomica PI3K e
Akt, promovendo a rapida produgdo de NO. Além disso, o NO também exerce um papel anti-
inflamatério nas células endoteliais com diminui¢do do recrutamento de leucédcitos e da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Portanto, as inibi¢cdes de geracdo de
espécies reativas de oxigénio e o aumento da biodisponibilidade de NO podem ser moduladas
como estrogénios enddgenos. Nas mulheres pos-menopausadas, o estresse oxidativo tem sido
relacionado a funcao anormal das células endoteliais e no desenvolvimento da hipertensao. A
elevacdo da pressdo arterial observada apds a menopausa também envolve outros fatores,
como a obesidade e o envelhecimento e a rigidez arterial devido a presenca de aterosclerose.
A disfungdo endotelial ¢ caracterizada por uma reducdo da biodisponibilidade dos
vasodilatadores e aumento da liberacdo de vasoconstritores, sendo considerada capaz de
predizer e também estar associada a alteracoes cardiovasculares (BOUSKELA et al., 2014).

Em estudos em anéis arteriais isolados, um aumento na concentracao de calcio do

meio resultou em contragdo dos anéis arteriais, mas este efeito foi inibido de forma dose-
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dependente pela adigdo de 17B-estradiol. Esse hormonio também inibe as correntes de calcio
para dentro e reduz o cdlcio livre intracelular em midcitos cardiacos isolados. Além disso, o
estrogénio ativa canais de potassio para causar o relaxamento da artéria corondria. Em
concentragdes suprafisioldgicas, o estrogénio inibe o influxo de calcio extracelular para as
células do musculo liso vascular por um efeito nas membranas celulares ou nos canais de
calcio do tipo L. Jiang ef al. (1992) mostraram um aumento na concentracdo de célcio em
anéis aorticos isolados, mas este efeito foi inibido de uma forma dependente da dose pela

adicao de 17p-estradiol.

2.10 Remodelamento do vaso e metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2)

Atuando no remodelamento tecidual, as MMPs, também conhecidas como matrixinas,
constituem uma familia de endopeptidases zinco-calcio dependentes. Elas foram descobertas
em 1962 por Jerome Gross e Charles M. Lapierre quando estudavam a degradacdo de
colageno de estrutura tripla-helicoidal durante a metamorfose de cauda de girinos. As MMPs
auxiliam na organizagdo e diferenciacao das cé¢lulas, além de ajudar nas trocas de informagdes
entre as cé€lulas. Elas desempenham um papel importante na degradagdo de componentes da
matriz extracelular (MEC). Esta ¢ formada por matriz fibrilar, constituida de coldgeno e
elastina, e substincia fundamental, composta por proteoglicanos, glicosaminoglicanos,
glicoproteinas, fatores soluveis, agua e nutrientes (ZITKA ef al., 2010). A MEC ¢ responsavel
por propiciar suporte e estrutura as células e aos tecidos. As MMPs degradam tanto o
colageno intersticial, quanto a fibronectina, a laminina, dentre outros componentes da MEC
(BIRKEDAL-HANSEN, 1995).

As MMPs sdo estritamente reguladas em diferentes niveis celulares, transcricionais,
pOs-transcricionais e pds-traducionais. Além disso, as MMPs sdo controladas através de seus
inibidores de Metaloproteinase Tecidual (TIMPs) endogenos, que estdo em equilibrio com as
MMPs em uma razao de 1:1, e por sua localizagdo intra e extracelulares (KANDASAMY et

al., 2010). A diminuicao dos niveis das TIMPs concorre para aumentar as atividades dessas

MMPs (SCHULZ, 2007).
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A classificagdo das MMPs ¢ realizada por nimeros. Historicamente as MMPs foram
organizadas de acordo com os substratos de matriz extracelular que elas degradavam
primeiramente quando foram descobertas. Hoje ja se conhece cerca de 28 MMPs, descritas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo das metaloproteinases de matriz e alguns substratos.

Designacio Nome comum Alguns substratos
MMP-1 Colagenase-1 Colageno fibrilar
MMP-2 Gelatinase A Fibronectina,

vitronectina coldgeno

tipolelV
MMP-3 Estromelisina-1
MMP-7 Matrilisina Elastina
MMP-8 Colagenase-2
MMP-9 Gelatinase B Fibrina, Elastina
MMP-10 Estromelisina-2
MMP-11 Estromelisina-3
MMP-12 Metaloelastase Elastina
MMP-13 Colagenase-3 Colégeno tipo 11
MMP-14 MT1-MMP Colagenos fibrilares
MMP-15 MT2-MMP Fibrina
MMP-16 MT3-MMP Coléagenos fibrilares
MMP-17 MT4-MMP
MMP-19 RASI-1
MMP-20 Enamelisina Amelogenina

MMP-23 CA-MMP
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MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 Leocolisina
MMP-26 Endometase, Matrilisina-2

MMP-28 Epilisina

Fonte: adaptado de Amalinei et al. (2007).

A MMP-2, também conhecida como gelatinase A, ¢ encontrada em quase todos os
tipos de células. Essa MMP degrada o colageno desnaturado (gelatina) e intacto do tipo IV,
um dos principais componentes da membrana basal, assim como outras proteinas de MEC
(CHOW et al., 2007).

Estruturalmente, as caracteristicas comum entre as MMPs ¢ a sequéncia N-terminal.
Essa sequéncia permite a segmentacao sub-celular e exportacdo da enzima extracelular. As
MMPs sdo sintetizadas na forma de um zimogénio inativo. Esse zimogénio possui um
dominio pro-peptidio auto-inibitério (Figura 3). Esse dominio pro-peptideo ¢ como se fosse
um escudo proximo ao sitio catalitico contendo Zn, . O dominio de pro-peptido também
possui uma sequéncia altamente conservada de PRCGVPD, contribui para a ligagao do tiol da
cisteina com o Zn,  no dominio catalitico. Isso impede o acesso do substrato ao sitio catalitico
da MMP. A sequéncia de PRCGVPD desempenha um papel importante na regulacdo da
atividade dessas matrixinas. A MMP-2, assim como a 9, possui um dominio catalitico tnico
dentre as MMPs. A fibronectina do tipo Il no dominio catalitico da MMP-2 forma uma
ligagdo com o dominio do coldgeno, o que permite a degradacdo de coldgeno tipo IV

(KANDASAMY et al., 2010).
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Figura 3 - Estrutura da MMP-2 em suas isoformas inativa de 72 kDa (Pr6) e ativa de 64 kDa
(Ativada)

Forma inativa

Sitio catalitico Haemopexina/vitronectina

—

(2o 72 kDa

. J - o Sy o ® Sy i

1-29  30-109 110—465 466—660

Forma ativa

Sitio catalitico Haemopexina/vitronectina

i Ok \ 64 kDa

Legenda: A sequéncia de sinal N-terminal (indicada como "pré") é seguida pelo dominio pré-péptido.
O sitio catalitico contém o local de ligagdo do Zn*". Um residuo de cisteina no dominio pro-péptido
auto-inibitorio interage com o Zn”" para evitar a ligagdo do substrato. MMP-2 (¢ MMP-9) é unica a
partir de outras MMPs em que o dominio catalitico contém trés repeticdes de fibronectina (circulos
rosa). As repeti¢des de fibronectina pode se ligar ao colageno desnaturado, melhorando sua interagao
com seus substratos. Um dominio carboxi-terminal com repeticdes de hemopexina conectado ao
dominio catalitico por uma regido do tipo dobradica media a interagdo com os substratos enzimaticos.
Fonte: Adaptado de Kandasamy et al. (2010).

As MMPs sdo expressas inicialmente como enzimas latentes comumente referidas
como Pr6 MMP, com massa molecular de 72 kDa, sendo essa forma latente que pode ser
ativada posteriormente por clivagem proteolitica no compartimento pericelular e extracelular.
Em humanos, a Pro6 MMP (72 kDa) ¢ ativada pela a acdo combinada da MMP-14 e a TIMP-2.
Dessa maneira, ela se torna uma proteina enzimaticamente ativa, com massa molecular de
64 kDa. Porém, a Pro MMP de massa molecular de 72 kDa também pode ser ativada por
outra via, através pelo estresse oxidativo, sem a remog¢ao proteolitica do dominio de pro-
peptideo (KANDASAMY et al., 2010).

As MMPs sdo estreitamente reguladas em varios niveis, incluindo regulagdo
transcricional, pos-transcricional e pos-traducional. Além disso, as MMPs sdo controladas
através dos seus inibidores endogenos, as TIMPs, e pela sua localizagdo intra e extracelular. A
ativacdo da MMP-2 ¢ regulada pelo seu status de fosforilagdo. O estado de fosforilacao de

proteinas pode ser modulada pelo equilibrio entre a agdo de vdarias proteinas kinases e
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fosfatases (KANDASAMY et al., 2010). Além disso, outros fatores estimulam tanto a
atividade quanto a sintese das MMPs, como a hipertensdo, a dislipidemia, o estado
inflamatoério e o estrese oxidativo (SCHULZ, 2007; POSA et al., 2015a).

Recentemente um estudo (LAM et al., 2009) encontrou que em animais OVX, a
atividade da MMP-2 tinha uma redu¢do acentuada na aorta toracica. No mesmo estudo
também foi observado um aumento significativo na deposicao de coldgeno no vaso. Esses
efeitos foram revertidos pela reposicdo de hormoénio estrogénio. Assim, a inibi¢do da
atividade da MMP-2 leva ao acumulo de colageno vascular, o que pode estar envolvido na
elevacdo da pressdao sanguinea causada pela OVX. Por outro lado, em ensaios clinicos de
hipertensdo arterial, observa-se aumento da expressdo da proteina MMP-2, analisados no
plasma de pacientes com hipertensdo (ZERVOUDAKI et al., 2004). Outros dados
encontrados na literatura mostraram resultados semelhantes, evidenciando que as
concentragoes plasmaticas de MMP-2 ativa estavam diminuidas em pacientes com

hipertensao essencial (ZERVOUDAKI et al., 2003).

2.11 Treinamento resistido

O exercicio fisico ¢ uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva. Tem o
objetivo de melhorar a saude e a aptiddo fisica, por meio de beneficios agudos e cronicos,
atuando também como efeito hipotensor nos valores pressoricos da hipertensdo arterial
(ASIKAINEN ef al., 2004). Outro beneficio importante da pratica do exercicio fisico € que
ela contribui sobremaneira para a reducao de custos com medicamentos (ROLIM, 2007).

Estuda-se tipos de exercicios com o objetivo de melhorar a condicdo de saude de
mulheres na pos-menopausa, tais como: o exercicio aerdbio, o exercicio resistido e a
combina¢do de ambos, também conhecido como exercicio concorrente (ASIKAINEN et al.,
2004).

Dentre os meios de exercicios acima citados, o treinamento resistido (TR), promove
aumento do fluxo sanguineo durante o mesmo. Este aumento do fluxo sanguineo promove o
estresse de cisalhamento elevado na aorta que pode levar a melhora do relaxamento do vaso
dependente do endotélio (HIGASHI e YOSHIZUMI, 2004). Este estresse de cisalhamento
estimula potentemente a liberacao de algumas substancias como NO, PGI2 e EDHF (GIELEN
et al., 2001; HUANG et al., 2005). A forca mediada pelo esfor¢o de cisalhamento no
endotélio, ativa a formagdao de GMPc. A NOS do tipo III ¢ responsavel pela catalise da

produg¢do de NO a partir do aminoacido cationico L-arginina. A mudanca na forca de
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cisalhamento ativa NOS por meio de mudancas no calcio intracelular ou por meio do processo
mediado pelo receptor. O NO liberado ativa a guanilato ciclase soluvel em células de musculo
liso, convertendo GTP em GMPc. Este processo ¢ capaz de ativar a proteina quinase que leva
a inibicdo do influxo de calcio na célula do musculo liso e diminuicdo da estimulagdo de
calcio-calmodulina da quinase de cadeia leve da miosina. O resultado ¢ a diminuicdo da
fosforilagdo das cadeias leves da miosina, diminuindo o desenvolvimento da tensdao do
musculo liso e causando vasodilatacio (GALLEY ¢ WEBSTER, 2004). Outra explicacao ¢
que a TR melhora a vasodilatagdo provavelmente por meio da liberacdo endotelial aumentada
de 6xido nitrico, prostaciclina e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (LAUFS et al.,
2004).

O TR ¢ caracterizado por contragdes voluntarias da musculatura esquelética de um
determinada segmento corporal contra alguma resisténcia externa. Esta pode ser oferecida
pela propria massa corporal (exercicios calisténicos), por pesos livres ou por equipamentos
com pesos, como os aparelhos de musculacdo, além de elasticos, dentre outros (FLECK e
KRAEMER, 1999). Esses exercicios podem ser executados com diferentes intensidades,
sendo classificados em exercicios de resisténcia muscular localizada, quando executados com
intensidade leve, que varia de 40% a 60% de uma repeticdo maxima (1RM), e com vérias
repeti¢cdes, ou ainda podem ser classificados como exercicios de forca e hipertrofia muscular,
quando executados com intensidade de carga superior a 70% de 1RM e com numero de
repeticoes menores (FLECK e KRAEMER, 1999).

Estudos prévios mostraram que durante os exercicios resistidos de baixa intensidade
houve um aumento agudo tanto da PAS quanto da PAD em cardiopatas, porém essa elevagao
foi pequena e considerada segura (HASLAN et al., 1988; WIECEK et al., 1990). Em
individuos jovens e idosos saudaveis e em hipertensos ocorreu apenas um pequeno aumento
da PAS (HARRIS e HOLLY, 1987; WIECEK et al., 1990). Os estudos sobre o tema ainda
sdo escassos considerando as respostas pressoricas apoOs a realizacdo do exercicio resistido,
principalmente em mulheres hipertensas na menopausa. Além disso, estudos realizados com
individuos normotensos apresentam resultados bastante controversos, o que poderia estar
relacionado com a intensidade do exercicio fisico realizado (FORJAZ et al., 2003). Ressalto
aqui que os efeitos citados sdo para pressao arterial durante oo exercicio. Mesmo assim, a
elevacaoo da PAS e PAD ¢ seguro para essa populacao. Além disso, como discutido a frente,
exercicios fisicos como os resistidos podem promover diminuicdo da PAS em individuos
hipertensos, mostrando ser uma intervengaoo segura e Util para a prevengao, o controle e até

mesmo para a diminui¢cdo da PAS.
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Discutindo efeitos pds-exercicios resistidos, um estudo envolvendo individuos
hipertensos observou uma diminui¢do da pressdo arterial sistolica apos exercicios resistidos
(FISHER et al., 2001). Outro trabalho também foi observado uma diminui¢do tanto na PAS
quanto na pressao arterial diastolica apds exercicio resistido (HARDY e TRUCKER, 1998).
Rezk (2004) demonstrou que em individuos normotensos que realizaram TR, tanto de baixa
(40% da carga voluntaria maximo - CVM) quanto de alta (80% da CVM) intensidade ocorre
redu¢do da pressdo arterial, sendo a maior queda verificada nos exercicios de menor
intensidade. Além disso, o TR ¢ eficiente em atenuar outras alteragdes fisioldgicas
decorrentes da menopausa como, sarcopenia (diminuicdo da massa muscular), osteopenia
(diminuigdo da massa 6ssea), mudancas na composi¢do corporal, perfil lipidico e deposi¢ao
de gordura (LEITE et al., 2010).

Outros efeito atribuidos do TR sdo: a diminui¢do da massa corporal, do IMC e da
gordura corporal, analisando varios tipos de protocolos em vérias intensidades. Um estudo de
Orsatti et al. (2008) mostrou que ha aumento na massa muscular e nenhuma mudanga
significativa na massa corporal e na gordura corporal em mulheres pds-menopausa que
realizaram um programa de exercicio resistido de trés séries de 8 a 12 repeticdes com carga de
60 a 80% de 1RM, assim como outros trabalhos.

Um estudo, que analisou os efeitos da associacdo do TR com dieta de RC encontrou
que, em mulheres na pés-menopausa, esta associacdo promove uma diminui¢do do peso, do
IMC e da deposi¢do de gordura abdominal e visceral, tornando-se importante para amenizar
estas complicagdes decorrentes da menopausa (BROCHU et al., 2009).

Frost et al. (1997) e Bembem et al. (2000) em seus estudos, observaram que a perda
de massa muscular relacionada com a idade precede a perda Ossea e que estes dois processos
estariam relacionados, sendo assim, o aumento da for¢ca muscular tem sido associado com a
prevengdo da perda de densidade oOssea mineral. Dessa forma, Bocalini et al. (2009)
mostraram que o treinamento resistido promove modificagdes positivas também na massa
ossea em mulheres pos-menopausa sem a utilizacao da terapia hormonal.

Nesse sentido, de acordo com Leite ef al. (2010), o exercicio resistido pode ser uma
ferramenta adicional para prevenir e tratar os efeitos deletérios da menopausa, porém ainda
sd0 necessarios mais estudos para entender os mecanismos responsaveis por esses efeitos e a
influéncia desse tipo de exercicio, para assim determinar as melhores condi¢des para o
treinamento resistido.

Um estudo utilizando exercicios combinados de TR e aerdbio por 12 semanas e com

intensidade incremental ao longo do periodo entre 40 a 70% da frequéncia cardiaca de reserva
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a cada 4 semanas, mostrou que a rigidez arterial, diminui a frequéncia cardiaca e a PAS, além
de melhorar a capacidade funcional em mulheres na pés-menopausa hipertensas em estagio 1

(SON et al., 2017).

2.12 Restricao caldrica

Segundo Roth e Ingram (2016) a RC ¢ baseada em se restringir a ingestdo de uma
dieta nutritiva em cerca de 20 a 60% do consumo ad libitum, sem que essa promova ma
nutricao. A RC pode elevar a longevidade, assim como a saude, retardando o aparecimento de
doencas, com manuten¢ao da funcao fisioldgica e comportamental ligadas ao envelhecimento,
em roedores.

As intervengoes de RC sdo usadas para promover diminui¢ao de peso, tratar sintomas
da diabetes, assim como melhorar o sistema cardiovascular. Além disso, a RC ¢ vista mais do
que uma simples intervencdo. Ela ¢ utilizada para se entender melhor os mecanismos
relacionados a longevidade. Em modelos animais a RC ¢ utilizada para aumentar de maneira
dréstica a expectativa de vida desses animais (TOMIYAMA, 2012).

At¢ o momento, a RC ¢ a unica intervencdo nao genética que tem sido
consistentemente encontrada para prolongar a vida média e maxima em uma variedade de
espécies. Ratos alimentados com dietas restritivas de 55 a 65% durante a sua vida
apresentaram uma média de 35 a 65% maior de tempo de vida maxima comparados aos que
eram alimentados com dieta ad [ibitum. Mesmo com uma RC de 20 a 40%, considerada
moderada, tais efeitos permanecem presentes mesmo quando implementada em ratos de meia-
idade (ANTON e LEEUWENBURGH, 2013).

Existem duas estratégias gerais que os pesquisadores podem usar para determinar se a
RC pode aumentar a expectativa vida. A primeira estratégia ¢ atribuir aleatoriamente os
participantes a um grupo de RC ou de controle e medir marcadores de
longevidade/envelhecimento. Uma segunda maneira ¢ encontrar modelos j& existentes de
redugdo de calorias em seres humanos, que sao paralelos aos modelos animais. Mas nao € tao
simples, pois a pesquisa com seres humanos ndo realiza o controle total da ingestdo de
alimentos e nem a aderéncia completa a uma manipulagao de RC. O ser humano ¢ cultural
ente induzido a comer (TOMIYAMA, 2012).

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos benéficos da RC ainda ndo estdo claros na

literatura. Especula-se que as alteracdes metabodlicas induzidas pela a RC, como a inibicao da
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deposicao de gordura no tecido adiposo e ndo adiposo, possam, pela sua influéncia na
transducdo de proteinas, estar envolvidas em vias de sinalizacao celulares (XIANG e HE,
2011).

Em um estudo de Lee et al (2010), em que avaliaram os niveis sanguineos de
adipocinas pro-inflamatorias de coreanas apos a reducao de peso utilizando a RC, observaram
redugdo significativa do TNF-a e leptina, acompanhada pelo aumento de adiponectina. Nesse
sentido, uma pesquisa conduzida por Agueda et al. (2012) mostrou reducao do peso e da
gordura corporal, aumento da concentracdo de visfatina sanguinea e melhora na sensibilidade
a insulina em mulheres com IMC entre 30 a 39 Kg/m? apos 12 semanas de restrigdo calorica.

Estudo de Prasannarong ef al. (2012) em que ratas OVX foram submetidas a 12
semanas de RC (restricao de 35% do consumo habitual) demonstrou reducdo de massa
corporal, de concentracdo de insulina e de glicose quando comparadas com ratas OVX sem
RC. Diante deste resultado os autores concluiram que a RC pode impedir o desenvolvimento
da resisténcia a insulina no musculo esquelético.

Tem sido relatado na literatura que a RC com uma dieta de baixa proteina pode
melhorar fatores de risco para a aterosclerose, incluindo PA, colesterol total e triglicerideos
(WALFORD et al., 1992). Confirmando esses resultados, Fontana ef al. (2004) observaram
que a RC contribui para a diminuicdo da PAS, dentre outros pardmetros cardiometabolicos,
em mulheres e homens entre 35 e 82 anos de idade .

Complementando o citado acima, a RC ¢ capaz de reduzir o estresse oxidativo no
vaso, produzido pela OVX que inativa a biodisponibilidade do NO, o que promove a
disfungdo endotelial. A diminuicao do estresse oxidativo atenua o grau de inativagdo do NO
pelas EROs, melhorando assim a biodisponibilidade do NO (ZANETTI et al., 2010) no
endotélio e na funcdo do musculo liso vascular, normalizando a producdo de NO
(WYCHERLEY et al., 2008). A RC pode modular a atividade da 6xido nitrico endotelial
(eNOS) e sua expressdo por ativagao de sirtuina 1 (SITR-1), ambas localizadas em células
endoteliais. A SITR1 desacetila a eNOS, estimulando sua atividade com aumento do NO
endotelial levando a normalizacdo da funcdo do endotélio (MATTAGAJASINGH et al.,
2007).
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3. JUSTIFICATIVA

O crescente aumento da expectativa de vida da populagdo, com consequente aumento
do maior numero de mulheres na menopausa, € das doencgas associadas a ela, induz cada vez
mais a comunidade cientifica, as industrias farmacéuticas e os profissionais da area da satude a
buscarem novos conhecimentos e estratégias para prevenir e tratar suas comorbidades.

Estudos mostram que, nesse momento, a mudanca de estilo de vida parece ser a
melhor estratégia para o controle dos fatores de risco em mulheres menopausadas (KULLER
etal.,2001; WILDMAN et al., 2004; WHITCROFT e HERRIOT, 2011). Pessoas fisicamente
ativas possuem maior longevidade e menor taxa de mortalidade e morbidade, com menor
risco de desenvolver sindrome metabolica, hipertensdo, cardiomiopatias, aterosclerose,
osteoporose, cancer, diabetes, doengas autoimunes, neurodegenerativas e respiratorias, entre
outras (DiPIETRO, 2010).

Estratégias nutricionais, como a restricdo caldrica (RC), dieta com reducao do
consumo de calorias em torno de 20 a 40% ad libitum e adequada em nutrientes, tem sido
indicada como excelente medida de redugdo de risco para doengas relacionadas a menopausa
(PUG et al., 1999; TREPANOWSKI et al., 2011).

O exercicio fisico, associado a restrigdo caldrica, pode ser boa estratégia nao
farmacologics, e de baixo custo, capaz de prevenir a elevagdo da pressao arterial sistélica,
além de melhorar a qualidade de vida das mulheres menopausadas.

Contudo, mesmo com muitas informacdes a cerca dos efeitos agudo e cronicos do
exercicios resistido, assim como os efeitos no organismo da restrigdo caldrica, pouco se sabe
da influéncia destes sobre a prevengdo da obesidade, em alteracdes da reatividade vascular
dependene e independente do endotélio da artéria aorta toracica, na resposta insulinica do
organismo, de uma possivel modificagdo dos contituites dessa artéria como no contetdo de
colageno I e III, nas fibras elasticas, assim como na atividade da metaloproteinase de matriz
do tipo 2 (colagenase A). Modificagdes essas as quais podem prevenir o surgimento da
hipertensao arerial na auséncia de hormonios ovarianos, como observado tanto na menopausa

em humanos quanto na ovariectomia em animais.
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O objetivo do presente estudo ¢ investigar os efeitos da ovariectomia em ratas

Holtzman sobre a pressao arterial sistolica e o remodelamento da artéria aorta tordcica.

Também teve como objetivo investigar os possiveis efeitos preventivos do TR, da RC e da

associacao de ambos (TR+RC) sobre a pressao arterial sistolica e o remodelamento da artéria

aorta toracica.

4.1 Objetivos especificos

O presente trabalho tem como objetivos especificos investigar os efeitos

ovariectomia e da intervengdes de TR, RC e da associagdo de ambos (TR+RC) sobre:

1-) A indugdo da obesidade analisado pelo Indice de Lee;

2-) A resposta insulinica;

3-) A evolugdo da pressao arterial sistolica;

4-) A frequéncia cardiaca;

5-) A reatividade vascular dependente e independente do endotélio;
6-) A atividade da MMP-2;

7-) A morfometria da parede vascular da aorta;

8-) O conteudo de colageno I e I11;

9-) A estrutura e fibras elésticas da parede da aorta torécica.

da
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da
UFSCar, n” 004/2013 (Anexo A). Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas 50
ratas Holtzman, com idade inicial de 30 dias, provenientes do biotério da Universidade
Estadual de Sao Paulo Julio de Mesquita Filho - UNESP, Campus de Araraquara, Sao Paulo.
Os procedimentos foram realizados no Biotério do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio, no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os animais
foram mantidos em caixas individuais com maravalhas, sob condicdo padronizada de
iluminacdo com luz acesa as 19 horas (ciclo invertido 12 horas escuro/claro), com
temperatura de 22 + 2°C. Todos os cuidados e procedimentos realizados com os animais
seguiram as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Durante todo o periodo de adaptacdo os animais tiveram livre acesso a agua e a ragao.
ApOs este periodo os animais com restrigdo calodrica tiveram o consumo de racdo controlado.
O manejo dos animais ocorreu em horario fixo, com inicio as 11:00 horas, sendo realizado
limpeza do biotério, das caixas, troca de maravalha, limpeza de garrafas de agua, oferta de

ragdo, treinamento fisico e pesagem dos mesmos, encerrando-se as 16:00 horas.

5.2 Controle da massa corporal e consumo alimentar

A massa corporal de cada animal foi pesada diariamente durante todo o periodo
experimental utilizando-se uma balanca da marca Maste®, modelo AS 2000C, com menor
fracao de 0,01g e divisdes de verificacao de 0,1g, regulada pelo INMETRO.

A massa corporal individual foi obtida através da diferenca da massa do dia anterior e
da massa corporal no dia da pesagem, podendo ser simplificada como a diferenga da massa

corporal final menos e a massa corporal inicial, expressa em gramas (g).

Massa corporal=massa corporal final — massa corporal inicial.

Da mesma maneira, o consumo alimentar foi calculado através da diferenga entre a
racdo ofertada e sobra da ragdo ofertada, expresso em gramas (g).

Os valores obtidos para cada variavel foram anotados em fichas individuais.

Consumo alimentar = ra¢ao ofertada — sobra da racao ofertada.
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5.3 Grupos experimentais

ApOs o periodo de recuperacao pos-cirurgico de ovariectomia, explicado no item 5.4
abaixo, foi realizado a distribuicdo aleatéria dos animais nos grupos experimentais (n=10)
descritos abaixo:

1-) Grupo Sham sedentario (Sham-SED), composto por animais que nao tiveram o0s
ovarios removidos, ndo realizaram o protocolo de treinamento resistido e receberam a ragao
controle;

2-) Grupo Ovariectomizado sedentario (OVX-SED), composto por animais que foram
submetidos a cirurgia de ovariectomia, ndo realizaram o protocolo de treinamento resistido e
receberam a ragao da dieta restritiva;

3-) Grupo Ovariectomizado treinado (OVX-TR), composto por animais que foram
submetidos a cirurgia de ovariectomia e ao protocolo de treinamento resistido, alimentados
com a ragdo controle;

4-) Grupo Ovariectomizado sedentario com restricdo calorica (OVX-RC), composto
por animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia, ndo realizaram o protocolo de
treinamento resistido e receberam a ragao da dieta restritiva;

5-) Grupo Ovariectomizado treinado associado a restricdo calérica (OVX-TR+RC),
composto por animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia, ao protocolo de

treinamento resistido e, concomitantemente, ao protocolo de dieta restritiva (Figura 4).

Figura 4 - Distribui¢do dos grupos experimentais.
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Fonte: Autor. Legenda: OVX, ovariectomia; TR, treinamento resistido; RC, restri¢ao calorica (N=10).
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5.4 Procedimentos cirurgicos da ovariectomia (OVX) e Sham

Os procedimentos cirtrgicos da OVX foram realizados nas dependéncias do biotério
do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio, na Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar.

Os animais dos grupos OVX foram pesados e anestesiados com uma associagcdo de
13mg/Kg de Xilazina (Rompum - Bayer - Sdo Paulo, SP, Brasil) e 33mg/Kg de Ketamina
base (Francotar - Virbac - Roseira, SP, Brasil), por administragdo parenteral (via
intramuscular). Apo6s a sedagdo dos animais, foi realizada a tricotomia da regido a ser
operada. A assepsia da pele foi realizada, no local da incisdo, logo apds o termino da sutura
com Rifamicina Soédica (Rifocina Spray - Laboratério Sanofi). Durante todos os
procedimentos da OVX as ratas foram mantidas sobre o efeito anestésico proporcionado pela
Xilazina-Ketamina, acima descrito.

O processo cirargico consistiu em uma pequena incisao bilateral (1,0-1,5 cm) através
da pele e da camada muscular com uma lamina de bisturi aco carbono n° 15 (EMBRAMAC),
regido esta que se localiza entre a ltima costela e a coxa, em paralelo com a linha corporal do
animal. A cavidade peritoneal foi aberta e feita uma ligadura abaixo da fimbria. Os ovarios
foram removidos e foi realizado uma sutura nos musculos e pele com fio cirargico de seda
trancada tamanho 4-0, esterilizado e agulhado (1,7cm x Y circ), marca Needle Line. A
analgesia poés-operatoria foi realizada com cloridrato de tramadol, 20mg/kg por via
subcutanea a cada 24 horas durante 5 dias. Foi respeitado um periodo de 10 dias de
recuperagdo poOs-cirurgia para dar inicio aos procedimentos do protocolo de treinamento
resistido e restrigao calorica.

As ratas Sham (Pseudo-cirurgia) foram submetidas aos mesmos procedimentos da
OVX, contudo, os ovarios foram expostos e recolocados ao local de origem (KALU, 1991).

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados por médico veterinario.

5.6 indice de Lee

Foi analisado o Indice de Lee como determinacdo indireta da obesidade, como
descrito por Bernardis e Patterson (1968). O indice de Lee foi encontrado utilizando a raiz
cubica da massa corporal, dividida pelo comprimento nasoanal (CNA) de cada anima,

realizado por fita métrica com divisdes de 1 mm.

Equagao: [3 VMassa corporal (g)/CNA(cm)].
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5.5 Protocolo de treinamento resistido em escada

O TR foi realizado pelo periodo de 13 semanas, uma vez a cada 72 horas (Tabela 3).

Tabela 3 - Exemplo da organizacdo dos dias de treinamento resistido (TR).

DOMINGO SEGUNDA | TERCA | QUARTA QUINTA SEXTA | SABADO

X Familiarizacao X X Familiarizacgao X X
Carga Sessao de
Familiarizacao X X X X
maxima treino

X=periodo de recuperagdo entre as sessdes.

5.5.1 Familiarizagdo ao protocolo

Inicialmente, os animais passaram pelo processo de familiarizagdo ao protocolo de
TR, onde escalaram uma escada vertical (110 x 18 cm, degrau de 2 cm, inclinacao de 80°)
com um aparato de carga sem peso preso a cauda (Figura 5).

O aparato de carga foi preso a por¢ao proximal da cauda com uma fita auto-adesiva
(figura 5A). Com o aparato fixado a cauda, as ratas foram colocadas na parte inferior da
escada e familiarizadas com a escalada (figura 5A). Quando necessario um estimulo com
pinga era aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento de escalada. No topo da
escada as ratas alcancavam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam por um periodo
de 120 segundos (Figura 5B). Este procedimento foi repetido até que os animais
conseguissem, voluntariamente, escalar a escada trés vezes consecutivas sem a necessidade de
estimulo. Foram realizadas trés sessdes para que os animais fossem familiarizados com o

protocolo.

5.5.2 Determinacdo da capacidade maxima de carregamento

Apo6s 72 horas da sessao de familiarizagdo, foi realizado uma sessao de determinacao
da carga de carregamento individual dos animais. A primeira escalada consistiu em carregar
um peso de 75% da massa corporal do animal. Apos 120 segundos de recuperagdo, a segunda

escalada era realizada com a adi¢ao de 30 g de peso (Figura 5D). Este acréscimo de peso




55

(+30g) foi repetido consecutivamente a cada escalada até que se chegasse a uma carga com a
qual a rata ndo conseguisse escalar toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando
o animal ndo conseguisse progredir na subida da escada apos trés estimulos, de pinga com os
dedos, sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi considerada como

a capacidade maxima de carregamento da rata.

Figura 5 - Estruturas e equipamentos utilizados no protocolo de TR.

Fonte: Acervo proprio autor. Legenda: A, escada vertical; B, gaiola de descanso durante o treinamento resistido;
C, biotério com os animais em caixas individuais; D, aparatos e pesos utilizados durante o treinamento resistido.

5.5.3 Sessdo de treinamento

As sessoes de treinamento consistiram de quatro escaladas com 50%, 75%, 90% e
100% da capacidade maxima de carregamento do animal, previamente determinada,
perfazendo um minimo de quatro (4) escaladas. Durante as escaladas subsequentes foram
adicionados 30g até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada,
com um total maximo de 9 escaladas, ou seja, o procedimento era repetido, em numero

maximo de cinco (5) escaladas extras, ilustrado na figura 6.
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Figura 6 - Esquema da sessao de TR.
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Fonte: Acervo Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio, Universidade Federal de Sao Carlos - UFScar. Legenda:
A, Escada para Treinamento Resistido (TR); e B, esquema do protocolo de TR.

5.6 Dietas e intervencao

As racdes utilizadas no presente estudo foram preparadas na sala de racao do Instituto
de Quimica e de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (IQ/FCF-USP), as
dietas seguiram as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo para roedores adultos

(AIN - 93M) (REEVES et al., 1993).

5.6.1 Ragao controle

As dietas seguiram as recomendacdes do Instituto Americano de Nutrigdo para
roedores adultos (AIN - 93M) (REEVES et al., 1993). Cada quilograma da racao AIN - 93M
continha 620,692g de amido, 100g de sacarose, 50g de celulose, 140g de caseina, 1,8g L-
cistina, 40g oleo de soja, 35g de mistura de minerais, 10g mistura de vitaminas, 2,5g de

bitartarato de colina e 0,008g de tetrabutilhidroquinona (PUG et al., 1999) (Tabela 4).
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5.6.2 Racdo restrigao caldrica

Para a confec¢do da racdo de RC foi seguido a seguinte receita:

Para cada quilograma da racdo controle era retirado, 27g de amido a fim de
proporcionar a restrigdo energética, perfazendo uma reducao de 30% de calorias da mesma.
Na sequéncia, a concentracdo dos demais nutrientes era aumentada proporcionalmente,
propiciando que os animais consumissem a quantidade recomendada pelo American Institute

of Nutrition e assim, evitar a algum tipo de deficiéncia nutricional nao intencional (PUG et

al., 1999) (Tabela 4).

Tabela 4 - Composi¢ao das ragdes utilizadas no experimento
(AIN-93M modificada).

Rasio g Rasio ol
Ingredientes AIN-OIM - oorica COMOle Calérica

g/Kg g/Kg 100g 70g
Amido 620,692 501,14 62,07 35,08
Sacarose 100,000 100,000 10,00 7,00
Celulose 50,000 71,430 5,00 5,00
Caseina 140,000 200,000 14,00 14,00
L-cistina 1,800 2,430 0,18 0,17
Oleo de Soja 40,000 57,140 4,00 4,00
Mistura de minerais 35,000 50,000 3,5 3,5
Mistura de vitaminas 10,000 14,290 1,00 1,00
Bitartarato de colina 2,500 3,570 0,25 0,25
Tetrabutil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008
Total (g) 1.000 1.000 100 70

Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993).
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5.6.3 Intervengao dietética

A quantidade de ragdo oferecida a cada animal de cada grupo RC foi calculada antes
do inicio do protocolo experimental, quando os animais tinham acesso livre a ragdo. O
consumo meédio diario das ratas foi medido durante 30 dias antes do inicio do experimento.
Quando o protocolo experimental teve inicio, os grupos OVX com RC (OVX-RC, OVX-
TR+RC) foram alimentados duas vezes ao dia, pela manha (10:00 horas) e apds o protocolo
de TR (14:00 horas). Quando ndo havia treinamento, a ragdo era ofertada no mesmo horéario,

as 14:00 horas.

5.7 Avaliacdo hemodinimica

A PAS era acompanhada mensalmente por pletismografia de cauda (sistema da KENT
SCIENTIFIC (TRBP1001 rat tail blood pressure system for rats and mices, Litchfield, USA)
em todos os grupos experimentais, perfazendo um total de quatro avaliagdes. A primeira foi
realizada antes da OVX (P0) e a cada 4 semanas apos cirurgia, era realizada novas medidas
(P1, P2 e P3). Os animais eram previamente familiarizados ao sistema (Figura 7). No
momento das medidas, foram mantidos acordados, em repouso e sob restrigdo de movimentos
para que o procedimento pudesse ser realizado.

O equipamento de registro da PAS consistiu em um manguito de borracha, adaptado
na regido proximal da cauda, ligado ao pletismografo para que fosse insuflado e desinsuflado
gradualmente de 1 a 250/300 mmHg. Em uma regido mais distal da cauda era acoplado um
transdutor de pulso pneumatico para deteccao dos sinais de passagem da onda de pulso de
pressdo arterial na artéria caudal e registrado no sistema de aquisi¢do de sinais (MP100
WSW, Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA), com uma frequéncia de amostragem de

1000 Hz.
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Figura 7 - Esquema do desenho experimental e da medida da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

10 dias apos OVX.
Inicio dos protocolos

experimentais
(TR, RC and RT+RC).

24h antes 72 132
24h ant
da OVX TR :lﬁgs semana semana
P2 P3
PAS PAS

48h apés a ultimas
sessdo de TR,
Eutanasia.

Esquema do periodo experimental. OVX = Procedimentos de Ovariectomia; PAS = Pressdo Arterial
Sistélica; PO = 24h antes de OVX; P1 = 10 dias ap6s o OVX e 24h antes dos protocolos iniciais de TR
e RC; P2 = sétima semana ap06s o inicio do protocolo de TR e RC e P3 = 24h antes da eutanasia.

5.8 Resisténcia a insulina

Para a determinagdo da curva glicémica apos a administracao de insulina, foi injetada

intraperitonealmente uma dose de 0,75 U/kg de peso corporal de insulina regular humana

(Humulin R, Eli Lilly and Company, Indian6polis, Indiana, EUA). Para a realizacdo deste

protocolo, todos os animais estavam em jejum de 12 horas. A glicemia foi determinada por

meio de glicosimetro Accu-Chek Performance (Roche®) em amostras de sangue coletadas da

veia caudal. As coletas foram realizadas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 minutos apos a

administracao de insulina. Os valores obtidos entre os tempos de 5 a 30 minutos foram usados

para calcular a constante da taxa de desaparecimento da glicose plasmatica (Kitt), mediante

analise da curva de decaimento (pelo programa GraphPad Prism versdao 4.0 para Windows),

de acordo com o método previamente proposto (BONORA et al, 1989). Este teste foi

realizado no final do periodo experimental.
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5.9 Eutanasia e coleta de tecidos

Os animais de todos os grupos experimentais foram mortos por eutandsia por

decapitacdo em guilhotina, 48 horas apds a ultima sessdao do protocolo de TR.

5.10 Coleta da aorta toracica, ventriculo esquerdo, ttero e tibia

Apds a eutandsia, a aorta toracica e o ventriculo esquerdo foram retirados e
armazenados de maneira adequada a cada anélise.

O ventriculo esquerdo (VE) foi dissecado e posteriormente pesado em balanga digital
da marca Sartorius (modelo TE 21455). A hipertrofia ventricular esquerda foi avaliada pela
massa do VE corrigido pelo comprimento da tibia esquerda (g/mm de tibia) (YIN et al., 1980)
e massa do VE corrigido pela massa corporal individual (g/g).

O ttero foi retirado, dissecado e pesado em balanga como citado acima.

A tibia foi dissecada e medida com o uso de um paquimetro digital (Figura 8).

Figura 8 — Medida da tibia por paquimetro digital.

o ometiey

Fonte: Acervo do proprio autor.

5.10.1 Artéria aorta

ApoOs a eutanasia, a aorta foi removida cortando-se a extremidade superior da base do
coracdo e a extremidade inferior na linha diafragmal, separada em trés (03) por¢des: uma para

analise da reatividade vascular, uma segunda para analise de Zimografia para MMP-2 e a
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ultima para analise morfométrica. Cada por¢ao da aorta foi armazenada de acordo com os

procedimentos adequados as analises a serem realizadas.

5.10.2 Ventriculo esquerdo

O coracao de cada animal foi retirado, o sangue drenado, lavado com solugdo salina
gelada e pesado. O VE foi separado do restante do coragdo e pesado. A metade do ventriculo
esquerdo, por¢do média para a base, foi armazenada de maneira adequada para analises
morfométricas. O restante, por¢do média para o apice, foi separado em cinco porgdes (Figura
9), armazenados em tubos criogénicos rotulados de A a E, congelado rapidamente em

nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C para posteriores analises.

Figura 9 - Separacdo das porg¢des do ventriculo esquerdo (VE).
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Fonte: Adaptado de Lino (2013). Legenda: Ilustracdo da separagdo das porgdes das cinco porgdes (de
A a E) do ventriculo esquerdo (VE) para armazenamento em freezer -80°C para evitar o
descongelamento e recongelamento das amostras.

>

5.11 Reatividade vascular

Para realizar o registro da tensdo isométrica, foram utilizados anéis de aortas toracicas

isoladas de ratas. A aorta foi retirada, dissecada de tecido conjuntivo e separado dois anéis
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com ~4 mm de comprimento de cada aorta. Um anel de aorta teve o endotélio mantido, no
segundo anel o endotélio vascular foi removido mecanicamente (com endotélio intacto e sem
endotélio) para evitar a interferéncia do NO endogeno sobre o efeito dos doadores de NO e a
efetividade dessa remocdo foi demonstrada pela auséncia de relaxamento a acetilcolina (1
uM) em aorta pré-contraida com a EC50 da fenilefrina (100 nM).

Os anéis foram montados entre dois ganchos de metal inseridos no limen da artéria
para produzir tensdao. Um dos ganchos estava conectado a um suporte fixo ajustavel e o outro,
a um transdutor de registro de forca. O sistema foi montado em camara para 6rgdo isolado
contendo 10 mL de solugdo fisioldgica de Krebs modificado, com a seguinte composi¢do (em
mM): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH,PO4 1,2; CaCl; 1,6; MgSO4 1,2; NaHCO; 14,9; glicose 5,5
em pH 7,4, sob aeragdo com mistura de carbogénio (95% O, e 5% CO,), a 37°C. As
preparagdes permaneceram em repouso por 60 minutos sob tensdo basal (pré-determinada
pela curva de tensao com KCl) constante de 1,5 g, para estabilizagdo. As artérias foram
estimuladas com fenilefrina (100 nM) até que as contragdes fossem reproduzidas e a seguir

iniciamos os protocolos especificos abaixo descritos:

5.11.1 Protocolo

A integridade endotelial dos anéis da aorta foi avaliada pelo grau de relaxamento
induzido por 1 puM/L de acetilcolina (Ach) na presenga de tom contratil induzido pela
fenilefrina (0,1 uM/L). O anel foi descartado se o relaxamento com acetilcolina fosse inferior
a 80% nas aortas. Apos o teste de integridade endotelial, os anéis adrticos foram pré-
contraidos com fenilefrina (0,1 uM). Quando o platd foi atingido, foram construidas curvas de
concentragdo-efeito para acetilcolina (0,1 nM a 0,1 mM). A poténcia (pD2) e o efeito
relaxante maximo foram avaliados. Para a prepara¢ao do anel sem endotélio, ele foi removido
esfregando suavemente a superficie intima dos anéis com uma haste de metal. O
procedimento de remoc¢ao do endotélio foi verificado pela incapacidade da acetilcolina (10-6

M) para relaxar as artérias pré-contraidas com fenilefrina (0,1 uM/L) (CASTRO et al., 2012).



63

5.12 Ensaio da atividade enzimatica da Metaloproteinase de Matiz 2 (MMP-2) por

Zimografia com gelatina

Para a andlise da Zimografia da MMP-2 na aorta, foi utilizado uma aliquota da aorta,
com cerca de 10 mm de comprimento.
Aliquotas da aorta foram incubadas em tampao de extracao (acido cacodilico 10 mM

pH 5,0, NaCl 0,15 mM, ZnCl, 1 uM, CaCl, 20 mM, NaN, 1,5 mM e Triton X-100 0,01%

[v/v]) a 4°C, com agitagdo continua, durante 24 horas. Apds este tempo, o tampio de extragdo
foi coletado por centrifugagdo a 13.000 x g por 20 minutos.

Primeiramente, foi realizado teste para padronizagdo qualitativa de intensidade das
bandas observadas no gel. Para tal, aliquotas da mesma amostra do grupo Sham-SED e OVX-
SED em varias concentragdes de proteinas diferentes (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg/uL),
foram submetidas a SDS- PAGE. Apos a identificacdo da concentragdo de proteinas adequada
foi realizado o protocolo abaixo.

O extrato tecidual foi testado quanto a presenca de atividade genatinolitica pela
técnica de Zimografia (MARQUETI et al., 2012). Aliquotas das amostras contendo 30 pg/uL.
de proteinas, para ambos os tecidos, foram submetidas a SDS-PAGE com gelatina (1 mg/mL).
A corrida de eletroforese foi realizada em geladeira (com porta de vidro) a 4°C, sem
incidéncia direta de luz, sendo para isso colocado um material preto (cartolina preta) para
bloquear a incidéncia de luz diretamente sobre o gel durante a eletroforese. Apos a corrida em
eletroforese o gel foi lavado 2 vezes durante 20 minutos em soluc¢ao 2,5% de Triton X-100
para remocao do SDS. Apos a remogao do SDS o gel foi incubado em tampao de substrato

(Tris-HCI 50 mM pH 8,0, CaCl, 5 mM e NaN, 0,02%) por 10 minutos. O tampéo foi trocado

e o gel levado para estufa a 37°C para incubagdo por 20 horas. Apos a incubagdo, o gel foi
corado com Coomassie Blue por 60 minutos, descorado com &cido acético:metanol:dgua
(1:4:5) por 3 dias para visualizacdo das bandas. Para a identificacdo da altura das bandas no
gel foi utilizado 6 pL de Marcador de massa molecular pré-corado da marca Fermentas

(SM0671) (Figura 10).
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Figura 10 - Analise da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) por Zimografia com gelatina.
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Fonte: Acervo do proprio autor.

Apos o processo de descorante, o gel foi fotografado no equipamento ChemiDoc
XRS+ system (Bio Rad) (Figura 11). As medias de intensidade luminosa das bandas foram
mensuradas por meio do software Gene Tools. As bandas encontradas em todos os grupos
foram de 72—62 kDa, sugerindo a ativagdo da MMP-2 conforme proposto por (BIRKEDAL-
HANSEN, 1995).

5.13 Quantificacio de proteinas totais, Método BCA

A concentracao de proteinas totais para os ensaios de Zimografia foi determinada por
meio do método BCA, utilizando-se kit comercial (Pierce™ BCA Protein Assay Kit). As
concentragdes de proteinas totais foram apresentadas em mg/g de tecido.

O método do 4acido bicinconinico (BCA) permite a detec¢do colorimétrica e a
quantificacdo de proteina. Este método combina a redugdo de Cu,” a Cu’ por proteinas em
meio alcalino (reagdo do biureto) com a detec¢ao colorimétrica, muito sensivel e seletiva, do
ido Cu” usando um reagente contendo 4cido bicinconinico (Pierce). Nesta reacdo forma-se um
produto de cor roxa, soluvel em agua, com forte absorbancia a 562 nm, que € linear com
concentragdes crescentes de proteina, ao longo de uma gama extensa de concentragdes de

proteina (20 mg/ml - 2000 mg/ml, disponivel em:
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/23227?1CID=search-product, acessado
em 15/02/2017).

Figura 11 — Kitt e placa de 96 pogos para quantificacdo total de proteinas.

"BCA Protein Assay Kit

Prod #23227
Pierce”

Fonte: Figura A, disponivel em:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/23227?1CID=search-product, acessado em
10/02/2017; figura B, acervo do proprio autor. Legenda: A, BCA Protein Assay Kit ¢ B, de placa de
96 pogos com quantificagcdo de proteinas.

5.14 Analise morfometria da aorta

Apbs a retirada da aorta, uma amostra de cerca de 5 mm foi imediatamente colocada
em 30 ml de solucdo de fixacdo de formaldeido a 10% (tampdo fosfato) por 24 horas, em
temperatura ambiente (£25°C) de cada animal. Apos a fixacdo, estas foram desidratadas em
alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidas (impregnag¢do) em parafina (Paraplast Plus,
Sigma-Aldrich®) a 60°C. Os blocos de parafina com as amostras da aorta foram submetidos a
cortes histolégicos de cinco micrdmetros de espessura, semi seriados, em micrétomo modelo
rotativo (Microm HM 340e, Walldorf, Germany), com navalhas de alta precisdo da marca
Leica. Os cortes foram coletados e colocados em laminas de vidro (Knittel®, Germany), 8
cortes por animal, 8 animais por grupo. As laminas com as amostras dos tecidos foram
submetidas a coloragdes Hematoxilina ¢ Eosina (H&E), Tricromio de Masson e Pricosirius-

Red.
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As amostras dos tecidos da aorta coradas com H&E e Tricromio de Masson, foram
digitalizadas e transformadas em imagem em escaner de laminas (Pannoramic Digital Slide
Scanners system, 3DHISTECH, Ltd.) com uma objetiva de 40 vezes (X). As imagens eram
analisadas pelo software do mesmo fabricante acima citado, segundo as instrugdes do
fabricante.

Pela coloracao com H&E, foi possivel realizar as seguintes medidas:

A darea externa (Ae) e interna (Ai) foram determinadas através da determinacdo da
area circulando o contorno externo e interno, respectivamente das amostras. Para o calculo do
diametro externo (De) e interno (Di) foi realizado através do calculo da raiz quadrada de
4Ae/n e 4Ai/m, respectivamente. A tunica Média (M) foi calculada pela diferenca da De e Di
dividido por 2 (M=De — Di/ 2). A razao da M pelo diametro do I[umen (L) através da equagao
(razao=M/L). A area de seccdo transversal da M foi calculada pela subtragdo da area externa

(Ae) pela area interna (A1) (AST=Ae — Ali).

O numero de fibras elasticas foi determinado pela contagem das estruturas em quatro
campos, situados a 0°, 90°, 180°, 270°, corados com Tricromio de Masson. Foi realizada a
média aritmética do namero de fibras elasticas observadas em cada campo.

Determinou-se o conteudo total de colageno (I e III) como percentagem (%) da area
total determinada em quatro campos situados a 0°, 90°, 180°, 270° do corte histologico,
corados com a técnica de Picrosirius-Red e examinados sobre luz polarizada. As imagens dos
campos dos cortes histologicos foram capturadas e analisadas por um sistema composto por
uma camera de video acoplada a um microscopio Olympus modelo BX51, que foi ligado a
um microcomputador com uma placa digitalizadora de imagem. Para mais informagdes sobre
o protocolo de medida do contetido de colageno.

Foi utilizado o programa ImageJ (National Institutes of Health) para a realizacdo das
analises morfométricas acima citadas.

Pela coloracao de Tricromio de Masson, as estruturas de fibras elasticas, células
endoteliais e nucleos de células musculares lisas foram observadas em quatro campos,
situados a 0°, 90°, 180°, 270° do corte histolégico. Para identificar o grau de alteracao
histologica da parede aortica, as amostras histoldgicas, de cada animal, de cada grupo, foram

divididas em trés categorias distintas:

Categoria 1 - Células endoteliais bem definidas, células musculares lisas sem

alteragdes visiveis, fibras eldsticas lineares e paralelas intercaladas com musculo liso;
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Categoria 2 - Menos células endoteliais, células musculares lisas inferiores, fibras
elasticas ligeiramente onduladas menor espago e menos células musculares lisas entre eles;

Categoria 3 - Poucas células endoteliais, estruturas deformadas, poucos musculos
lisos, fibras elasticas alteradas, enrugadas, espessas com pouco espago € menos musculo liso
entre elas. Analise subjetiva de c€lulas endoteliais, qualidade e quantificacdes do musculo liso

e patologista experiente realizaram morfologia de fibra elastica.

5.14.1 Protocolo de coloragao Hematoxilina e Eosina (H&E)

Para realizar os procedimentos de coloragdo utilizando a Hematoxilina e Eosina
(H&E), deve-se primeiro desparafinar os cortes ja colocados em laminas apropriadas. Corar
com hematoxilina de Mayer durante cerca de 15 a 20 minutos. Apds esse periodo, lavar em
agua corrente por 10 minutos. Caso seja necessario, proceder a diferenciacdo em alcool-acido:
solucdo alcoolica de HCl a 1% (1 mL de HCI diluido em 99 mL de alcool 70%). Em seguida,
realizar o controle da diferenciacao ao microscopio até se obter a intensidade desejada. Lavar
rapidamente em agua corrente apods a diferenciagao.

O préximo passo € corar com Eosina por 2 minutos, lavar em dgua corrente, até que a
agua esteja limpa. Os passos seguintes serdo para desidratacdo do corte. Passar o corte do
tecido pela bateria de desidratacao: rapidamente por alcool 70%, em seguida pelo alcool 90%,
seguido do mergulho em dalcool 100% e finalizar passando o corte em xilol. Apds esses
processos, colocar a laminula sobre a lamina (montagem da ldmina).

A hematoxilina cora os nucleos primariamente em vermelho e a posterior lavagem em
agua corrente converte a coloragdo para o azul. Esse processo ¢ chamado de azulecimento da
hematoxilina. O procedimento de diferenciacdo da hematoxilina em alcool-acido raramente é
necessario e deve ser realizado em casos que ocorrer uma supercoloragao.

A eosina sofre diferenciacdo com o alcool 70%, por essa ragdo essa passagem deve ser
rapida. Se, por acaso, o corte ficar muito descorado ao passar pelo alcool 70%, passa-lo
novamente pela dgua e recoloca-lo na eosina. As vezes, é preferivel a passagem pelo 4lcool
70%, colocando diretamente em alcool 95%.

Como resultado, teremos nucleos corados em azul e o citoplasma e outras estruturas

teciduais em rosa a vermelho (ALLEN, 1992).
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5.14.2 Protocolo de coloragao Tricromio de Masson

O processo de coloragdo de Tricromio de Masson consiste em desparafinar os cortes ja
colocados em laminas apropriadas, através de banhos dos cortes em concentragdes
decrescentes de alcool, 100%, 95% e 70%. Apods esses passos, lavar em agua destilada.
Realizar uma nova fixagdo dos cortes em solucao de Bouin por cerda de 1 hora em estuda a
56°C para melhorar a qualidade da coloracao. Esse passo nao ¢ estritamente necessario. Lavar

os cortes em agua por 5 a 10 minutos para remover a cor amarela.

Colocar as laminas com os cortes na solugdo de hematoxilina férrica de Weigert por
10 minutos. Lavar em agua destilada. Colocar as laminas na solugdo 4cido escarlate fuchsin
de Biebrich por cerca de 10 a 15 minutos. Lavar em agua destilada.

Diferenciar em phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution por cerca de 10 a 15
minutos. Colocar diretamente as laminas (sem lavar) em solucao de azul de alinina por cerca
de 10 a 15 minutos. Lavar rapidamente em agua destilada em diferenciado em solugao acido
acético 1% por 2 a 5 minutos. Apos esses procedimentos, lavar e, agua, desidratar os cortes
rapidamente em alcool etilico 95%, alcool absoluto e clarear em xilol.

As solugdes utilizadas no protocolo acima descrito estdo no anexo B.

5.14.3 Protocolo de coloragao Pricosirius-Red

A coloracao do Pricosirius-Red foi realizada utilizando-se cortes histoldgicos com
cinco micrometros de espessura. Os cortes foram mantidos em estufa a 56°C por 18 horas.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a desparafinizagdo em uma passagem, de 10
minutos, em xilol a temperatura ambiente e hidratagcdo em solucdes de alcool absoluto I, I e
III e 95% e 80%, por trés minutos. Apds esses passos os cortes eram lavados por dez vezes
rapidas em agua destilada. Os cortes foram imersos em acido fosfomolibidico 0,2% por dois
minutos, seguido de trés lavagens rapidas em agua destilada. A coloragdo com o Pricosirius-
Red foi feita por 110 minutos, seguida do uso de dacido cloridrico por dois minutos.
Hidratagdo em solucdes de alcool 70% e absolutos I, II e III, seguido de trés passagens no
xilol e montagem das ldminas.

As solugdes utilizadas no protocolo acima descrito estdo no anexo C.
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5.15 TRATAMENTO ESTATISTICO

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos dados.
Para testar a diferenca estatistica das variaveis dependentes dos grupos experimentais, foi
utilizado o teste ANOVA de um caminho, seguido do teste Post-Hoc de Tukey com o nivel de
significancia estatistica de 5% (p <0,05). O teste ¢ de Student foi utilizado para as variaveis
dependentes para a comparacao entre a frequéncia cardiaca final VS inicial dentro do mesmo
grupo. Da mesma maneira, foi utilizado o mesmo protocolo estatistico para comparar a Carga
maxima de carregamento inicial VS Carga maxima de carregamento da semana 7, Carga
maxima de carregamento inicial VS Carga maxima final, Carga maxima de carregamento da
semana 7 V'S Carga maxima de carregamento final, do mesmo grupo, também com o nivel de
significancia estatistica de 5% (p <0,05). Os resultados foram expressos como média £ erro
padrao da média. Para analises estatisticas foi utilizado o programa de estatistica software
IBM SPSS® Statistics, versao 20 para Macintosh.

Todos os graficos foram confeccionados no software GraphPad Prism®, versao 5 para

Macintosh.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros ponderais, massa do coracio, do ventriculo esquerdo e Kitt

Conforme apresentado na tabela 5, no inicio do periodo experimental, anterior as
intervengdes, as massas corporais iniciais dos animais foram similares. Contudo, apos 13
semanas de periodo experimental, foi observado aumento significativo no grupo OVX-SED
comparado ao Sham-SED (p =0,0001). Todas as intervencdes estudadas no presente trabalho
(OVX-TR; OVX-RC e OVX-TR+RC) preveniram o aumento de massa corporal quando
comparado ao grupo OVX-SED (p <0,05), mantendo valores proximos ao grupo Sham-SED
(p >0,05). A associacdo do TR com a RC (OVX-TR+RC) foi mais eficiente em controlar o
ganho de massa corporal do que o TR (OVX-TR) separado (p =0,02). Entretanto, quando
comparado ao grupo submetido somente a RC (OVX-RC) ndo foi observado diferenga para
esta variavel.

A massa do tutero foi utilizada para analisar indiretamente a condigdo estrogénica nos
animais. Observamos que nos grupos OVX a massa dessa varidvel foi menor comparado ao
grupo intacto (Sham-SED) (p =0,0001). A atrofia que ocorre no ttero apés a OVX comprova
a eficiéncia da cirurgia de castragao.

Foi observado menor valor para a razao VE/Tibia (g/g) no grupo que realizou o TR
associado a RC (OVX-TR+RC) quando comparado ao grupo OVX-SED (p =0,03). Para a
razao VE/MC, foi observado menor valor para o grupo OVX-SED quando comparado ao
Sham-SED (p =0,001). Por outro lado, observou-se maior valor para o grupo treinado (OVX-
TR) quando comparado ao grupo Sham-SED (p =0,004). Da mesma forma, foi observado
maiores valores para os grupos OVX-RC e OVX-TR+RC quando comparado ao grupo OVX-
SED, (p =0,02, p =0,001, respectivamente).

Pelo teste Kitt (%min™), foi observada resisténcia a insulina promovida pela OVX em
animais sedentarios em comparacdo com Sham-SED (p =0,002). A associacdo das
intervengdes no grupo OVX (OVX-TR+RC) melhorou a sensibilidade a insulina em
comparac¢ao com o OVX-SED (p =0,01) e observou-se maior sensibilidade em comparagao ao
grupo OVX-RC (p =0,04). O TR isoladamente também apresentou melhoras na sensibilidade
a insulina no grupo treinado (OVX-TR) em comparagao aos grupos OVX-SED (p =0,006) e
OVX-RC (p =0,02), sem diferenca em relacdo ao Sham-SED. A RC em animais OVX nao foi
capaz de melhorar a sensibilidade a insulina, em comparacdo aos animais intactos (Sham-

SED).
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Neste estudo nao foi observado diferencas entre os grupos experimentais para a massa
do coragdo, massa do VE, comprimento da Tibia e frequéncia cardiaca inicial e final, assim
como para a comparacdo entre a frequéncia cardiaca final comparada a inicial dentro do

mesmo grupo.

Tabela 5 - Parametros ponderais, massa de tecidos, frequéncia cardiaca e valores do Kitt (%).

Grupos Experimentais

Sham Ovariectomia (OVX)

SED SED TR RC TR+RC
MC Inicial (g) 276+05 274+05 292+04 293+06 283+06
MC Final (g) 372+14° 468+13"° 416+16>° 404+10° 358+09 > ¢
Utero (g) 0,75+0,01° 0,13+0,01° 0,21+0,03° 0,13+0,01°  0,12+0,01°
Coragcio (g) 1,11£0,03 1,14+0,03 1,11+0,02 1,13+0,03 1,05+0,01
VE (g) 0,86+0,02 0,89+0,02 0,84+0,02 0,86+0,02 0,80+0,02
TIBIA (mm) 41,20+00,7 41,45+0,26  42,00+0,17 42,07+0,15  42,01+0,30
VE/TIBIA (g/mm)  2,10+0,06 2,14+0,06 °* 1,99+0,05 2,05£0,05  1,91+0,04°
VE/MC (g/mm) 2,34+0,07 * 1,9040,04°  2,03£0,06 >°  2,15£0,05°  2,25+0,04 °
FC Inicial (bpm) 477+14 490+14 449428 450+21 444432
FC Final (bpm) 468+17 471415 437+20 456+14 462419
Kitt (%omin™) 1,93+0,35° 3,03£0,16 % 2,0840,39°  2,924048 *°  2,21+0,32 °°

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média. MC, massa corporal (g), VE,
ventriculo esquerdo. As letras sobrescritas representam diferenca estatistica entre os grupos por
ANOVA de um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b,b #c, c #d.

6.2 Frequéncia cardiaca e pressao arterial sistélica (PAS)

O estudo ndo apresentou diferengas entre os grupos experimentais para a frequéncia
cardiaca (FC), tanto no periodo inicial, logo apos a OVX, quanto apds 13 semanas de TR e
RC (p >0,05), ilustrado na figura 12 B.

A medida da PAS (mmHg) realizada 24 horas antes dos procedimentos cirlirgicos

(OVX e Sham) (P0) e ap6s dez dias da OVX (P1), ndo apresentou diferenca para todos os
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grupos. No entanto, desde a sétima semana do periodo experimental (P2) até o periodo
experimental final (P3), houve um aumento constante da PAS no grupo OVX-SED
comparado ao Sham-SED (p =0,001). O protocolo de TR foi capaz de evitar a elevacao do
PAS no grupo OVX-TR (p =0,005) em compara¢do com o OVX-SED, mantendo os valores a
um nivel normal em comparagdo com o grupo Sham-SED, como observado no OVX-RC e no
OVX-TR + RC (p =0,001, para ambos os grupos). Nao houve diferenga estatistica em relagdo
ao grupo Sham-SED (Figura 12A).

Figura 12 - Frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial sistélica (PAS)
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Legenda: Evolucdo de A) Pressdo arterial sistolica (mmHg). PO-; P1-; P2-; P3-; e B) Frequéncia
cardiaca (FC). As letras sobrescritas representam diferenca estatistica entre os grupos por ANOVA de
um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b,b#c,c #d.

6.3 Indice de Lee

Foi analisado o Indice de Lee como determinacdo indireta da obesidade, como
descrito por Bernardis e Patterson (1968). Observou-se um maior indice no grupo OVX-SED
comparado ao grupo Sham-SED (p =0,001). Por outro lado, as intervengdes associadas
(OVX-TR+RC, p =0,0001), ou mesmo separadas (OVX-TR, p =0,0001; ¢ OVX-RC, p
=0,003) preveniram o aumento desse indice de obesidade comparado ao OVX-SED. Além
disso, o grupo OVX-TR+RC apresentou menor Indice de Lee comparado ao OVX-RC (p
=0,017), inclusive ao Sham-SED (p =0,03), com valores similares ao OVX-TR (p =0,953),

como ilustrado na figura 13.
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Figura 13 - Indice de Lee.
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Legenda: Letras representam diferenga estatistica entre todos os grupos por ANOVA de um caminho
seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05). Letras representam diferenga estatistica entre todos os
grupos por ANOVA de um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b, b #c, c #d).

6.4 Reatividade vascular

A cirurgia de OVX diminuiu o relaxamento dependente do endotélio, induzido por
Acetilcolina (Ach) (Pd2, Sham-SED: 7,49 + 0,04, OVX-SED: 7,32 + 0,07, p <0,05). O
protocolo TR (OVX-TR) e RC foram capazes de aumentar o relaxamento dependente do
endotélio induzido por Ach em comparacao com OVX-SED (Pd2, OVX-SED: 7,32 + 0,07,
OVX-TR: 7,89 + 0,13; OVX-RC: 7,87 p =0,01, n=08). A associacdo das intervengdes de
TR+RC nao promoveu mudancas em comparagdo com os grupos Sham-SED e OVX-SED.
Nao foi observada diferenca entre os grupos OVX e Sham-SED (Figuras 14A e B).

O relaxamento independente do endotélio induzido pelo nitroprusiato de sédio (SNP)
foi prejudicado nos anéis adrticos do grupo OVX-SED (Pd2, Sham-SED: 8,64 + 0,05; OVX-
SED: 8,35 + 0,02; p =0,0001, n=08). O protocolo TR (OVX-TR) foi capaz de prevenir o
comprometimento promovido pelo OVX, resultando no aumento da poténcia de relaxamento
independente do endotélio (Pd2, Sham-SED: 8,64 + 0,05; OVX-SED: 8,35 = 0,02; OVX-TR:
8,91 £ 0,03, p =0,0001). O mesmo resultado foi observado no grupo OVX-RC. A dieta
restritiva (RC) aumentou o relaxamento do endotélio independente por SNP em comparagao
com OVX-SED, mesmo melhorando a poténcia de relaxamento, quando comparado ao Sham-
SED (Pd2, Sham-SED: 8,64 + 0,05; OVX-SED: 8,35 + 0,02; OVX-RC: 8,89 + 0,04, p

=0,0001, n=08) (Figuras 14C e D). Em rela¢do ao efeito relaxante maximo (Emax), tanto no
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relaxamento dependente (Ach) quanto no relaxamento independente do endotélio (SNP), nao

foi observada diferenga em todos os grupos.

Figura 14 — Reatividade Vascular
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Legenda: Relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina (Ach) e relaxamento
independente do endotélio induzido pelo nitroprussiato de s6dio (NPS). A) Curva de resposta de
concentracdo para Ach; B) Curva de resposta de concentracdo para SNP; C) O efeito relaxante da
poténcia (pD2) por Ach e D) O efeito relaxante da poténcia (pD2) pelo NPS. Os valores sdo
apresentados como média + erro padrdo da média. * Indica diferenca significativa (p <0,05) em pD2.
Letras representam diferenca estatistica entre todos os grupos por ANOVA de um caminho seguida
por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b, b #c, c #d).
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6.5 Ensaio da atividade da MMP-2

A figura 15A ilustra os valores da atividade da MMP-2 pelo ensaio de Zimografia de
anéis da aorta toracica de todos os grupos. Alteracdes do relaxamento vascular podem estar
associadas ao remodelamento vascular. TR e RC poderiam atenuar esta alteragdo. Para testar
esta hipdtese, as amostras da artéria aorta foram submetidas a um ensaio de Zimografia, para
identificar a atividade da MMP-2. A OVX produziu uma diminuigdo da atividade da
metaloproteinase de matriz 2 ativa (MMP-2 Ativa) (p <0,05), comparado ao grupo Sham-
SED (Figura 5D). No entanto, a associagdo de ambas intervengdes, € as mesmas isoladas,
foram capazes de aumentar a atividade de MMP-2 Ativa em relacdo ao OVX-SED (p =0,005;
p =0,02; p =0,03, respectivamente). Nenhuma diferenga estatistica foi observada na atividade
das Isoformas Pro e Intermediaria em todos os grupos (Figura 15B e C).

Figura 15 — Metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2)
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Legenda: A) Imagem representativa da atividade da MMP-2 por Zimografia com gelatina; B) Pro
MMP-2; C) MMP-2 Intermediaria; D) MMP-2 Ativa. Letras representam diferenca estatistica entre
todos os grupos por ANOVA de um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b,b#c, ¢
#4d).
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6.6 Analise morfométrica da parede vascular da aorta

A figura 16A mostra ilustracdes representativas de todos os anéis de aorta toracica de
todos os grupos. Observou-se aumentou do diametro do Lumen (p <0,05) no grupo OVX-
SED comparado ao Sham-SED. A associagdo de TR+RC promoveu uma ligeira diminui¢ao
do diametro do Lumen, sem diferenga estatistica (p >0,05) em comparagao ao Sham-SED e
OVX-SED. Os protocolos TR e RC separados ndo mostraram alteracdes no didmetro do
Lumen comparado aos grupos Sham e OVX-SED (p >0,05) (Figura 15B). Por outro, lado
OVX-SED mostrou aumento da espessura da tinica média (TM) em comparagao com Sham-
SED (p <0,05) (Figura 16C). As intervencdes ndo promoveram modificagdes em comparacao
com Sham e OVX-SED (p >0,05). Os mesmos resultados foram observados na area de sec¢ao
transversal (AST), quando o OVX aumentou o AST em comparacdo com o Sham-SED (p
<0,05) e nao houve diferenca estatistica entre os grupos TR, RC e TR+RC (p >0,05) (Figura
4D). A relacao entre TM/L em % (Figura 16E) foi aumentada por OVX no grupo SED em
compara¢do com Sham-SED (p <0,05). A associagdo do TR com a RC ndo apresentou efeitos
nessa variavel, mantendo a relagdio TM/L elevada em animais OVX (OVX-TR) em
comparagdo ao Sham-SED (p <0,05). A associagdo dos protocolos TR+RC foi capaz de
mitigar o efeito da OVX na relacio TM/L em relacdo ao Sham-SED, nao apresentando

diferenca estatistica entre Sham-SED e OVX-SED (p <0,05) (Figura 16E) .
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Figura 16 - Analise morfométrica da parede vascular da aorta
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Figura 16 - Legenda: Modificagdes estruturais induzidas na aorta toracica. A) Fotomicrografia representativa
de aorta toracica de ratos Holtzman corados por hematoxilina e Eosina (H&E); B) Valores da area do Liimen
(mm?); C) Espessura da tinica média (mm); D) CSA (mm?) (4rea de secgdo transversal); ¢ E) Valores para a
relagdo tunica média/lumen (M/L), em porcentagem (%). TM, espessura da tunica média. Letras representam
diferenca estatistica entre todos os grupos por ANOVA de um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p
<0,05),a#b,b#c,c#d).
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6.7 Analise de conteudo de colageno

Na parede adrtica do grupo OVX-SED, a porcentagem de colageno I e III foi maior
em comparacao com Sham-SED (p =0,02). No entanto, observamos valores mais baixos de %
de colageno em relagao ao TR (p =0,02), RC (p <0,05), assim como para a associacao de
ambos TR+RC (p <0,05) comparados ao OVX-SED, com porcentagem similar quando
comparado ao Sham-SED (Figura 17).

Figura 17 — Porcentagem e conteudo de colageno I e 111
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Legenda: Porcentagem de contetido de colageno I e III na parede articular, corada com Pricosirius-
Red. Letras representam diferenca estatistica entre todos os grupos por ANOVA de um caminho
seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b, b #c, c #d).
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6.8 Analise da estrutura e fibras elasticas da parede da aorta

Observamos no presente estudo que a OVX promoveu alteracdes estruturais na aorta
(Figura 18A e B). Observou-se que no grupo OVX-SED, 71,4% enquadram-se na categoria 1,
enquanto outros 28,6% se enquadram na categoria 2. O Sham-SED apresentou 87,5% na
categoria 1 e 12,5% na categoria 2. Na OVX-TR e OVX-RC grupos, houve mudanca na
porcentagem dentro das 3 categorias. Ambos apresentaram 12,5% na categoria 1, 62,5% na 2
e 25% na 3. No grupo OVX-TR+RC, observou-se que nao havia nenhum corte histoldgico
que se enquadra na categoria 1. Por outro lado, observamos que 75% na categoria 2 e 25% na
categoria 3.

Os dados neste trabalho analisados mostram que houve uma alteragdo significativa no
numero de fibras eldsticas (Figura 17C) no grupo OVX-RC, com menor numero dessa
estrutura quando comparado aos demais grupos (p <0,05). Nenhuma outra alteracdo no
numero de fibras elésticas foi observada entre os grupos experimentais Sham-SED, OVX-

SED, OVX-TR e OVX-TR+RC.
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Figura 18 — Estrutura da parede da artéria aorta toracica
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Legenda: A- Alteracdes histologicas na estrutura da parede aodrtica, em categorias: Categoria 1 (Vermelho) -
Células endoteliais bem definidas, Célula de musculo liso sem alteragdes visiveis, fibras elasticas lineares e
paralelas, intercaladas com células de musculo liso; Categoria 2 (Verde) - Menos células endoteliais, células
musculares lisas inferiores, fibras elasticas ligeiramente onduladas com menor espago e menos células
musculares lisas entre elas; Categoria 3 (Azul) - Poucas células endoteliais, estruturas deformadas, fibras
elasticas alteradas, enrugadas e espessas com pouco espago € menos musculo liso entre elas. Os valores séo
apresentados como percentagem (%) sem estatistica. As setas de cores indicam: células endoteliais pretas;
Células do musculo liso amarelo; E fibras elasticas brancas; E B- Numero de fibras elasticas, apresentadas
como unidades, coradas com Tricromio de Masson. Letras representam diferenca estatistica entre todos os
grupos por ANOVA de um caminho seguida por Post-Hoc de Tukey (p <0,05),a#b, b #c, c # d).
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7. DISCUSSAO

A menopausa estd fortemente associada a alteragdes na composi¢cdo corporal,
diminui¢do da massa muscular (sarcopenia) e aumento do tecido adiposo, favorecendo o
desenvolvimento da obesidade (LEITE ef al., 2010). Além disso, a mesma pode promover o
aumento do risco para o desenvolvimento de doencas como hipertensao (YANES e
RECKELOFF, 2011), resisténcia insulinica, diabetes e hipetrigliceridemia (LEITE et al.,
2010). Tanto o TR quanto a RC tém sido estudadas e prescritas como tratamento de doengas
relacionadas a menopausa, dentre elas a hipertensdo arterial (ASIKAINEN et al., 2004;
LEITE et al., 2010; OMODEI ¢ FONTANA, 2011) e disfun¢ao endotelial (HIGASHI e
YOSHIZUMLI, 2004; WYCHERLEY et al., 2008).

Os principais achados do nosso estudo foram de que a OVX levou ao surgimento de
hipertensdao arterial com a diminuicao da funcdo vascular, em decorréncia do aumento da
deposicao de colageno e modificagdo de estruturas na parede da aorta, promovendo um
remodelamento deste vaso, com diminui¢do de sua funcao. Por outro lado, a associacao das
intervengdes (TR+RC), e mesmo separadas, preveniram o aumento da PAS, a deposicdo de
colageno na parede da aorta, melhoram o conteudo de fibras elésticas, contribuindo para a
melhora da resposta vasodilatadora da aorta. Ao contrario do esperado, a associagdo do
TR+RC nao mostrou efeitos sinérgicos nos parametros clinicos de hipertensao estudados, mas
mostrou resultados semelhantes ao TR e a RC separadamente. Assim, os resultados do
presente estudo confirmam a hipotese levantada de que as intervengdes, associadas ou
separadamente, podem prevenir o aparecimento da hipertensdo em condi¢do experimental de
menopausa modulando a resposta vasodilatadora, o remodelando da aorta e modificando os
constituintes da parede do vaso aortico.

Para testar a hipotese levantada, langamos mao do modelo experimental de menopausa
por meio da ovariectomia em ratas. Com o intuito de averiguar a eficacia da cirurgia dos
grupos OVX, analisamos a massa uterina dos animais pois esta ¢ dependente dos hormonios
ovarianos (PRASANNARONG et al., 2012; ZHAO et al., 2013). Foi observado que a massa
do utero das ratas OVX era inferior, comparado as intactas. Perante isto, pode-se afirmar que
as intervencdes de TR e RC e ambos associados, ndo produziram quaisquer efeitos sobre a
massa uterina. Portanto, concluimos que a OVX foi eficiente.

O aumento da massa corporal (MC), em decorréncia da auséncia de hormoOnios
ovarianos, tem sido relatado por varios estudos, ja que este fator pode vir a desencadear um

quadro de obesidade (PIGHON ef al., 2009; DOMINGOS et al., 2012; SHIGUEMOTO et al.,



82

2012; FERESIN et al, 2014). Além disso, percebe-se que hd uma forte relacdo entre
hormonios ovarianos € ganho de MC (GEARY e ASARIAN, 1999). Intervengdes como o TR
(PIGHON et al., 2009; DOMINGOS et al., 2012; SHIGUEMOTO et al., 2012; FERESIN et
al., 2014) e a RC (PRASANNARONG et al., 2012) podem prevenir o ganho de MC em
animais OVX. Na literatura encontramos informagdes de que tanto o aumento do gasto
energético, quanto a diminuicdo do consumo de calorias, afetam a composi¢cao corporal e
parametros metabolicos em humanos (FRANK et al., 2005) e roedores (VIEIRA et al., 2009).
O presente estudo exibiu em seus resultados que a associagdo das intervengdes (TR+RC) tem
efeito similar no controle da evolucao da MC, sendo mais efetivo do que o TR isolado. Até a
presente data, ndo foram encontrados na literatura estudos que utilizaram a associagdo do
TR+RC e que avaliaram as mesmas variaveis dependentes do presente estudo.

Além de observar a massa corporal para averiguar a evolugao de um possivel quadro
de obesidade, podemos analisar os valores obtidos através de um indice de obesidade em
roedores, como o Indice de obesidade de Lee. Esse indice é utilizado para identificar maior
MC, assim como uma forma indireta de se verificar uma possivel instalacdo da condicao de
obesidade, utilizado em roedores. Estes, quando apresentam um indice maior, podem ser
considerados obesos, se comparados aos animais controle (BERNARDIS e PATTERSON,
1968), no caso do presente trabalho, aos intactos (Sham-SED). Observamos que em relacao
ao grupo OVX-SED, houve uma elevagio da MC, perante o uso do Indice de Lee, sugerindo
que a OVX promoveu um quadro de obesidade nesses animais, como encontrado por Fitriani
et al. (2016). Ressalta-se que a cepa de ratas utilizadas no estudo citado foi Wistar. Por outro
lado, as intervencdes de TR e RC, assim como ambas associadas, preveniram o aumento
desse indice. Indo ao encontro da literatura, a OVX promoveu aumento da massa corporal,
com instalacdo de obesidade, observado com aumento do tecido adiposo, como relatado em
outro estudo do nosso grupo de pesquisa (LEITE et al., 2009).

Em condi¢ao de menopausa associada a obesidade, com um estilo de vida sedentario,
observa-se uma diminuicdo da massa muscular, acarretando deterioracao das capacidades
fisicas (KENDALL, 2014). Além disso, observa-se aumento de mediadores inflamatorios,
aumento do estresse oxidativo ¢ diminui¢cdo da vasodilatagao endotelial, além de resisténcia a
insulina (MATURANA, 2007).

Nossos resultados mostram que a OVX nao produziu nenhum efeito sobre a
capacidade de carregamento nas ratas, como foi observado em estudo prévio
(SHIGUEMOTO et al., 2012). Destaca-se que os animais que treinaram e foram alimentados

com dieta restritiva mantiveram a capacidade de carregamento. Estudos t€ém demonstrado que
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independente da condi¢do (intacta ou OVX) a capacidade de carregamento de ratas se
mantém similares (LEITE et al., 2009). Esse fato ¢ observado também em ratos obesos
(SPERETTA et al., 2012; LEITE, et al., 2013). Estudos com objetivos de analisar o porque da
similaridade de carga de carregamento em roedores em diferentes condi¢des, como as citadas
anteriormente, deverdo ser conduzidos para elucidar quais os mecanismos de adaptacgao
nesses animais que promovem esses efeitos, do protocolo de TR em escada.

A OVX pode levar a alteragdes no relaxamento vascular da aorta e a disfungdo
endotelial (MATURANA, 2007). Estes efeitos podem gerar aumento da pos-carga ventricular
esquerda. O aumento na demanda de trabalho ventricular gera um remodelamento hipertrofico
cardiaco. Tal efeito pode ser analisado tanto pela massa do VE, quanto pela correcao de sua
massa pela MC do animal, ou ainda mais adequado, pelo comprimento da tibia (YIN et al.,
1982; MENDONCA et al., 2007). No presente trabalho, essas variaveis nao se alteraram com
a OVX, assim como nos grupos submetidos as intervengdes estudadas.

Segundo o Manual de Atencdo a Mulher no Climatério (BRASIL, 2008), na
menopausa a hipertensdo arterial aparece como um dos fatores de risco para DCV. O papel do
estrogeno endogeno na patogénese da hipertensao arterial ¢ bastante complexo, uma vez que
os efeitos das mudangas hormonais pés-menopausa podem ser mascarados por outros fatores
de risco cardiovascular, como envelhecimento vascular, rigidez arterial, obesidade, alteragdes
na sensibilidade a insulina, estresse oxidativo, aumento do colesterol, entre outros (MUECK e
SEEGER, 2004; COYLEWRIGHT et al., 2008). Efeitos similares sdo encontrados em
mulheres com insuficiéncia ovariana ou com menopausa induzida pela ooforectomia
(MERCURO et al., 2004).

Em algumas espécies de roedores, como Dahl sensivel ao sal (DHS), a OVX promove
aumento da pressao arterial. No entanto, em ratos Wistar Kyoto espontaneamente hipertensos,
a PAS tende a ndo ser alterada pela OVX (KAHONEN et al., 1998). Murase et al. (2012)
utilizando ratas DHS, obesas e submetidas a OVX, observaram que a remog¢ao dos ovarios foi
capaz de aumentar a PAS, levando a hipertensdao. No mesmo estudo, a administracao de 17f3-
estradiol regulou a PAS, prevenindo a hipertensdo, mostrando uma clara relacdo entre
hipertensao arterial e hormdnio ovariano.

No presente estudo, a associagdo do TR+RC, assim como isolados, foram capazes de
prevenir a evolucao da PAS, que pode levar a hipertensao, prevenindo alteragcdes vasculares
funcionais e estruturais causadas pela hipertensdo induzida pela OVX, regulando a atividade
da MMP-2, consequentemente o remodelamento da parede do vaso e a propriedade de

relaxamento da aorta. Importante ressaltar que a manutencdo dos niveis de PAS ¢
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fundamental para a saude, visto que a diminuicdo de 10 mmHg em individuos com pressao
arterial estd associada a uma reducao de 22% de risco de doengas coronarianas ¢ 41% de
acidente vascular cerebral (LAW et al., 2009). Em um estudo prévio (SILVEIRA et al.,
2011), observou-se bradicardia e redugdao da frequéncia cardiaca intrinseca em ratos OVX
normotensos Wistar, apds um treinamento com exercicios de resisténcia de alta intensidade.
Nao obstante, o TR por 12 semanas pode induzir alteragdes nos fatores de risco
cardiovascular, como diminuicdo do contetido lipidico no figado, depdsito de gordura
mesentérica e retroperitoneal, lipidios no sangue e indice aterogénico em ratas
ovariectomizadas (LEITE et al., 2009).

A diminuicdo da PAS, promovida pelo TR, pode ser determinada pelo aumento do
tonus vagal (FLUES et al., 2010) que também promove o aumento da sensibilidade ao ganho
da fungdo barorreceptora aodrtica, mesmo em ratos normotensos ¢ SHR (BRUM et al., 2000).
Comparando diferentes protocolos de exercicio, o protocolo de esteira foi capaz de diminuir
15% dos valores da PAS em ratas SHR OVX (MARQUES et al., 2006). Em ratos Sprague-
Dawley machos, a RC tem efeitos parassimpatomiméticos que podem diminuir a frequéncia
cardiaca e a PAS e PAD (MAGER et al., 2006). Evidéncias iniciais indicam que a pressao
sanguinea pode ser diminuida em roedores submetidos a RC de longo prazo (ANDERSON et
al., 2009). Mas ao contrario do citado acima, ndo houve modulacao dos valores de FC em
todos os grupos experimentais. Em nosso estudo observamos valores elevados da PAS em
ratas OVX. Contudo, a associagdo entre TR+RC preveniram a elevagdo da PAS, mantendo-a
em valores similares aos animais Sham-SED. Efeito esse também observado os grupos com
intervengdes separadas.

A FC ¢ controlada pelo sistema autonomo, um bom parametro que indica os ajustes
hemodinamicos por este sistema (CONTI et al., 2015). Tanto em mulheres na menopausa
como em ratas OVX o tonus simpatico eleva-se, com diminui¢do do tonus parassimpatico.
Isto determina uma FC mais elevada e consequentemente uma elevacdo da PAS (EL-MAS e
ABDEL-RAHMAN, 2009). No entanto, TR e a RC s3o formas de modular o tonus
autondmico, diminuindo uma agdo do simpdtico, elevando a acdo parassimpatica, em
condi¢do de repouso. Tal agdo pode diminuir a PAS. Em um estudo prévio os autores
observaram que o TR ndo foi capaz de melhorar a resposta barorreflexa em ratas OVX
(MINAMI et al., 2007). Por outro lado, Irigoyen et al. (2005) observaram que ratas OVX
submetidas ao treinamento aerdbio em esteira por oito semanas reduziram a PA e a FC de
repouso, além de melhorar a sensibilidade da resposta barorreflexa. Em nosso estudo, a

deficiéncia de estrogénio (OVX) ndo aumentou a FC. No mesmo sentido, as intervengdes de
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TR e RC ndo modificaram os valores de FC. Relacionando a FC com a PAS, nosso grupo de
estudo concorda que a elevagcdo da PAS pela OVX pode ter sido devido a outros fatores,
como modificagdo da reatividade vascular e alteragdes na morfologia da artéria aorta. As
intervengdes nao promoveram alteragdes nos sistemas autonomos de controle da PAS, de
acordo com os valores de FC. No entanto, observou-se que essas intervencdes foram capazes
de prevenir o aumento da PAS, mantendo-a proxima aos valores basais, ou mesmo aos do
grupo Sham-SED. Assim, temos fatores convicgdes de que os efeitos preventivos foram
devidos a outros mecanismos, como melhora da resposta vascular (reatividade vascular), bem
como remodelamento da aorta. Para testar esta hipdtese, a reatividade vascular foi realizada
em anéis aorticos, visando identificar uma possivel disfun¢ao endotelial e sua melhora devido
ao exercicio e dieta, além de anélises morfométricas e de conteudo de colageno e de estruturas
elésticas na parede do vaso estudado.

A disfuncdao endotelial ¢ caracterizada por uma redugdo da biodisponibilidade dos
vasodilatadores e aumenta a liberacdo de vasoconstritores, sendo considerada previsivel e
associada a doenga cardiovascular (DEROSA et al., 2006). A resisténcia a insulina, observada
em animais OVX (PRASANNARONG et al, 2012) e humanos (POEHLMAN e
TCHERNOF, 1998; BEN ALl et al., 2016), pode promover a disfungao endotelial.

A insulina, ao se ligar ao receptor de membrana, fosforila o substrato do receptor de
insulina do tipo 1 (IRS-1), ativando da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/proteina
quinase B (AKT) que ira fosforilar (ativar) a eNOS. Esta por sua vez ira converter L-arginina
em L-citrulina e NO. Este ultimo atua na musculatura lisa do vaso promovendo
vasorelaxamento. Concomitante a essa via, a insulina também ativa a via da proteina quinase
ativada por mitogenos (MAPK), promovendo a produg¢do de ET-1, que ¢ um potente
vasoconstritor. Essas vias atuando de maneira conjunta promovem o equilibrio entre
vasorelaxamento e vasoconstri¢do. Na condi¢do de resisténcia a insulina, ha uma menor
fosforilagao do IRS-1, diminuindo a ativagdaoo da via PI3K/AKT, ativando menos a eNOS, o
que ira promover menor produ¢do de NO e, consequentemente, menor vasorelaxamento.
Ainda, hé pequena elevagao a produgdoo de ET-1, por meio da via da MPAK, promovendo
maior vasoconstricdo. Esses fatores promovem desequilibrio entre vasorelaxamento e
vasoconstricao, podendo elevar a PAS. Nao obstante, em um quadro de resisténcia a insulina,
observa-se elevacdo da concentragaoo de glicemia, gerando glicotoxidade no organismo. A
glicotoxidade, além de outros fatores, ativa proteinas como a c-janus-n terminal quinase
(JNK), assim como a quinase regulada pela sinalizacdo extracelular (ERK) que inibem a

fosforilagdo do IRS-1. Também hé4 a ativagdo da proteina quina C (PKC) que inibe a
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fosforilagdo da PI3K, diminuindo assim a ativacdo da eNOS, consequentemente, promovendo
menor produgdo de NO (MUNIYAPPA e SOWERS, 2013; JANUS et al., 2016).

Contudo, um dos efeitos do TR e da RC ¢ de melhora a resposta insulinica do
organismo, diminuindo a concentracdes de glicemia. Essa diminui¢do promove a redugdo, ou
mesmo a prevencao, da glicotoxidade, inibindo a ativagdo das proteinas JNK, ERK e PKC,
restalrando assim a normailidade da via de sinalizagdo da insulina mediada pelo IRS-1, por
meio da ativacdo da via PI3K/AKT. Tal ativagcdo das vias citadas pode elevar a producao de
NO, equilibar a produ¢ao de ET-1, restaurando o equilibrio entre vasorelaxamento e
vasoconstricao da artéria aorta (MUNIYAPPA e SOWERS, 2013; JANUS et al., 2016).

Estudo prévio mostrou que 12 semanas de treino aerobio realizado em esteira e dieta
com 50% de RC promove aumento na sensibilidade a insulina em ratas Wistar OVX (POSA
et al., 2015b). Por outro lado, encontramos um estudo relevante que mostrou que o
treinamento de resisténcia foi capaz de melhorar a sensibilidade a insulina em roedores OVX
apos oito semanas de treinamento (CHEN et al., 2016). Outro estudo realizado com RC de
35%, melhorou a resisténcia a insulina em ratas Sprague-Dawley OVX apds 12 semanas de
periodo experimental (PRASANNARONG et al., 2012). Até o momento, ndo foi encontrado
na literatura trabalhos que utilizaram o TR e a RC associados em ratas Holtzman OVX.
Mesmo assim, os resultados das intervengdes de TR e RC vao ao encontro dos citados acima,
assim como as intervengdes associadas, mostrando ser uma importante opcao de tratamento
preventivo a hipertensao arterial. Claro que estudos nesse sentido, em mulheres na menopausa
devem ser realizados para confirmar tal afirmacdo. Resalta-se que os resultados observados
neste estudo sdo mais elucidativos para o TR isoladamente ao se comparar aos resultados da
RC e da associacao TR+RC.

Dando prosseguimento a reatividade vascular, no estudo realizado, a associacdo do
TR+RC, e ambos separadamente, aumenta a sensibilidade endotelial a Ach, bem como a
resposta vasodilatadora ao nitroprusiato de sodio (NPS) tanto na presenca quanto na auséncia
do endotélio. O TR aumenta o fluxo sanguineo durante a sessdo de treino. Este aumento no
fluxo sanguineo promove estresse de cisalhamento elevado na aorta, o que poderia ocasionar
uma melhora da vasodilatagdo dependente do endotélio (HIGASHI ¢ YOSHIZUMI, 2004).
Este estresse de cisalhamento estimula potentemente a liberagdo de algumas substancias como
NO, prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do endoté¢lio (EDHF) (GIELEN et
al., 2001; HUANG et al., 2005). A forca mediada pelo estresse de cisalhamento no endotélio
ativa a formagao de GMPc. A 6xido nitrico sintase tipo III (NOS3) ¢ responsavel pela catalise

na produg¢do de NO a partir do aminoacido catiénico L-arginina. A mudanca na forca de
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cisalhamento ativa NOS através de mudangas no calcio intracelular ou através de um processo
mediado por receptor. O NO liberado ativa a guanilato ciclase solivel em células de misculo
liso, convertendo GTP em GMPc. Este processo ¢ capaz de ativar a proteina quinase que leva
a inibicdo do influxo de calcio na célula do musculo liso e diminuicdo da estimulagdo de
calcio-calmodulina da quinase de cadeia leve da miosina. O resultado ¢ uma diminui¢do na
fosforilagdo das cadeias leves de miosina, diminuindo o desenvolvimento da tensdao do
musculo liso e causando vasodilatacio (GALLEY ¢ WEBSTER, 2004). Outra explicacao ¢
que a TR aumenta a vasodilatacdo, provavelmente pela liberagdo endotelial aumentada de
NO, prostaciclina e EDHF (LAUFS et al., 2004).

Além disso, a RC ¢ capaz de reduzir o estresse oxidativo no vaso, produzido pela
OVX que inativa a biodisponibilidade do NO levando a disfun¢do endotelial. A diminuigao
do estresse oxidativo atenua o grau de inativacdo do NO pelas EROs, o que melhora a
biodisponibilidade do NO (ZANETTI et al., 2010) no endotélio e na fun¢do do musculo liso
vascular, normalizando a produgdao de NO (WYCHERLEY et al., 2008). A RC pode modular
a atividade do 6xido nitrico endotelial eNOS e sua expressao por ativagao da SIRT-1, ambas
localizadas em células endoteliais. A SITR-1 desacetila a eNOS, estimulando sua atividade
com aumento do NO endotelial levando a normalizagdo da fungdo do endotélio
(MATTAGAIJASINGH et al., 2007). Assim, o TR associado a RC poderia incorporar os
efeitos benéficos de ambas as intervengdes, discutidas acima. Tal fato pode contribuir para
melhorar o vasorelaxamento da aorta em animais OVX. Esses fatores poderiam explicar a
melhora da resposta do endotélio e da fungdo do musculo liso vascular.

Outros fatores podem influenciar a capacidade de vasorelaxamento, como o contetdo
de colageno e as fibras eléasticas na parede a aorta. A fibra elastica pode ser degradada pela
metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2), resultando em alteragdes na homeostase da MEC
(SHERRATT, 2009), com deposicao elevada de coldgeno, levando a rigidez da artéria
(KOHN et al., 2015), como observado no presente estudo. Aliado a este, destaca-se que as
intervengoes realizadas promoveram aumento tanto da atividade da MMP-2 como diminuigao
da deposi¢do de colageno na artéria aorta. Um trabalho prévio revisou a agdo de MMPs no
vaso da aorta (SHERRATT, 2009). Lam et al. (2009) observaram que, em animais OVX, a
atividade da MMP-2 tinha uma redugdo acentuada na aorta toracica, com aumento
significativo na deposicao de colageno. Esses efeitos foram revertidos pela reposicao de
estrogénio. Assim, a inibi¢cdo da atividade da MMP-2 leva ao acumulo de colageno vascular,
0 que pode estar envolvido na elevagdao da pressdo sanguinea causada pela OVX. Os autores

observaram que a elevagdao da PA em animais OVX foi acompanhada por uma diminui¢ao da
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atividade da MMP-2. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso estudo. Esses
efeitos positivos, sobre o papel da MMP-2 na aorta, observado nos grupos experimentais
submetidos ao TR e a RC, nos ddo um pouco de compreensdao sobre o controle do PAS
decorrentes do TR e RC, em animais na hipertensdo arterial induzida pela OVX. Importante
ressaltar que, no presente trabalho, os mesmos resultados foram observados quando animais
OVX foram submetidos a protocolos de TR e RC. No entanto, resultados controversos sao
encontrados utilizando roedores OVX que receberam reposicdo de estrogénio, aos quais foi
observado elevacao da atividade da MMP-2, mostrando a interagdo do hormodnio estrogénio
com atividade de MMP-2 no vaso adrtico (ZHANG et al., 2000).

Resultados controversos também sdao encontrados em ensaios clinicos de hipertensao
arterial, indicando aumento da expressdao da proteina MMP-2, observado no plasma de
pacientes com hipertensdo (ZERVOUDAKI et al., 2004). Outros dados encontrados na
literatura mostraram resultados semelhantes, evidenciando que as concentracdes plasmaticas
de MMP-2 ativa estavam diminuidas em pacientes com hipertensdo essencial
(ZERVOUDAKI et al., 2003). Um estudo clinico em 44 pacientes hipertensos e 44 controles
descobriu que os niveis plasmaticos ¢ a atividade da MMP-2 estdo aumentados em pacientes
hipertensos, o que pode refletir um metabolismo anormal da MEC (DEROSA et al., 2006).
As alteracdes em decorréncia da OVX podem diminuir a atividade da MMP-2, o que leva a
alteragdes do conteudo de colageno e de fibras elasticas na parede do vaso, modificando
assim sua morfologia e capacidade de complacéncia.

A OVX pode causar um remodelamento caracterizado como remodelamento
hipertréfico para fora, ou externa (MULVANY, 2002), como observado no aumento dos
constituintes da analise pela area de sec¢do transversal (AST) e pela area do lumen. Em nosso
estudo, apenas o protocolo TR influenciou uma relacdo tinica média/limen (TM/L). A
associacao entre TR+RC também produziu o mesmo efeito hipertréfico para fora na parede
do vaso aorta, bem como TR e RC separadamente. Um trabalho anterior (HORTA et al.,
2005) mostrou espessura de parede da aorta reduzida e aumento da densidade de nucleos de
células de musculo liso por area de unidade de tinica média em ratos submetidos a exercicios
aerobios. Esse fato ¢ provavelmente devido ao efeito do exercicio em produzir aumento do
fluxo sanguineo na aorta, o que promove a sinalizacdo para aumento dos constituintes da
Thinica Média e consequente aumento da AST (HORTA et al., 2005), gerando um
remodelamento hipertréfico para fora (MULVANY, 2002), conforme observado no presente

estudo. A RC ¢ capaz de atenuar o estresse oxidativo, aumentar a quantidade de estruturas
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constituintes da tinica média e ampliar a parede da aorta (DOLINSKY et al, 2010;
ZANETTI et al., 2010).

Em nosso estudo, as intervencdes associadas (TR+RC) os animais OVX, ou
separadamente, promoveram um equilibrio na relagdo TM/L préximo aos valores dos animais
do grupo Sham-SED. Altera¢des resultantes da OVX podem levar a disfun¢do endotelial,
diminuir a capacidade de resposta de relaxamento do vaso adrtico, levando ao aumento da
AST, como discutido acima. Nossos resultados vao ao encontro de um estudo realizado com
ratas SHR OVX submetidas a exercicio aerobio (MARQUES et al., 2006). No entanto, o tipo
de roedor, protocolos de exercicio e ensaio morfoldgico diferem do presente estudo. Na
literatura, um trabalho conduzido para investigar o efeito da substituicdo de estrogénio na
distensibilidade arterial e na funcdo endotelial, em ratos Sprague-Dawley, ndo observou
alteragdes na histomorfometria apds 20 dias de OVX (TATCHUM-TALOM et al., 2002).
Comparando os nossos resultados ao da literatura € nitido que, a histomorfometria da aorta é
tempo dependente da deplegao de hormdnios ovarianos, e da cepa das ratas estudadas. Nao
obstante, as alteragdes morfologicas podem estar relacionadas com alteracdes funcionais e
disfuncdo endotelial (MULVANY, 2002).

A composicao distinta de cada camada da artéria possui propriedades mecanicas
especificas. As proteinas da matriz extracelular, o coldgeno e a elastina representam cerca de
metade do peso seco do vaso e desempenham papel crucial na mecanica da artéria. O
colageno tipo I e III representam 60% da parede da artéria e a elastina 30% (KOHN et al.,
2015). Em baixas cargas mecanicas, as propriedades mecéanicas vasculares sao
predominantemente determinadas por fibras de elastina (SEHGEL et al., 2015). Por outro
lado, em cargas mecanicas mais elevadas o coldgeno contribui de maneira mais efetiva para
as propriedades mecanicas do vaso. Ressaltando que as fibras de colageno sdo cerca de 100 a
1.000 vezes mais rigidas do que as fibras elasticas (KOHN et al., 2015). Assim, a maior
rigidez arterial esta associada a aumentos no conteudo de coldgeno que ocorrem
concomitantemente com a diminuicdo do contetido de elastina na artéria aorta, levando ao
enrijecimento arterial. Este contribui para a elevacao da PAS (SEHGEL et al., 2015).

Com o avangar da idade, a concentragdo de elastina diminui e ¢ acompanhada por
aumento consideravel na concentragdo de colageno. Em dire¢do oposta as fibras elasticas, a
concentracdo de colageno nas trés camadas da parede arterial aumenta com a idade, o que
pode levar a fibrose. A fibrose na tinica média ocorre como consequéncia de aumento de
fibras de coldgeno em substitui¢do de células musculares lisas. Essa fibrose também pode

contribuir para a diminui¢do das propriedades vasomotoras da aorta. Tal efeito também leva
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ao enrijecimento do vaso, com um consequente aumento da PAS, observado em mulheres na
menopausa, ou em roedores OVX. Na hipertensdo, a fibrose vascular acarreta, em grande
parte, a deposi¢do de matriz extracelular, particularmente coldgeno, na parede arterial (KOHN
etal.,2015).

A aorta ¢ responsavel pelo fornecimento de sangue do coracdo a circulagao sistémica.
Para tal, ela possui um alto grau de elasticidade, o que auxilia em propelir o sangue para a
vasculatura sist€émica. Para que isso ocorra, a parede do vaso da aorta possui microestrutura
que suporta esta funcdo. Mudancgas nessa microestrutura, como no conteudo ou arquitetura,
tanto das fibras eléasticas como do coldgeno, estdo associadas as doencas da artéria aorta tanto
como envelhecimento (TSAMIS ef al., 2013), quanto na condicdo de menopausa (JANI e
RAJKUMAR, 2006), o que pode levar ao enrijecimento da aorta, elevando a PAS
(COUTUNHO, 2014). Outro constituinte da parede do vaso da aorta sdo as células
musculares lisas, responsaveis pelo controle do raio do Lumen do vaso. Alteragdes nessas
células, com aumento de coldgeno e diminui¢do de fibras elasticas também contribuem para a
diminui¢do da complacéncia do vaso, produzindo assim maiores valores da PAS, podendo
gerar um quadro de hipertensdo arterial (TSAMIS et al., 2013).

Trabalho prévio, estudando a influéncia do TR sobre os efeitos da privagdo de
estrogénio no volume de colageno e tecido eldstico adrtico no envelhecimento, em ratas
Wistar OVX, submetidas ao TR apos oito meses de OVX, encontrou que o TR ¢ capaz de
prevenir o aumento do conteudo de coldgeno, sugerindo que o TR pode reduzir o
enrijecimento da artéria aorta de ratas Wistar OVX (LIMA et al., 2012). Souza et al. (2015),
analisando o efeito de 16 semanas de TR sobre modificagcdes na parede da aorta em ratos
Wistar idosos, encontraram que o envelhecimento gera diminui¢do do nimero de nucleos das
células musculares lisas, aumento da espessura da tunica média, aumento do nimero e da
densidade das lamelas elasticas e o aumento do contetdo de coldgeno. Por outro lado, 16
semanas de TR promove reducdo da espessura da parede da aorta, além de normalizar a
quantitativa do conteido de colageno. Marchon et al. (2015), estudando o efeito do
treinamento aerodbio em esteira em camundongos OVX observaram diminui¢ao do contetdo
de colageno e aumento do de fibras elasticas. Claro que o modelo de estudo dos dois ultimos
trabalhos citados foi diferente ao do presente estudo. Mesmo assim os resultados mostraram
ser semelhantes para os diferentes tipos de exercicios, de roedores e de género.

No mesmo sentido, um trabalho prévio (CASTELLO et al., 2005) utilizando, 40% de
RC em ratos machos idosos, mostrou que a RC pode ser capaz de reduzir o conteudo de

colageno, além de prevenir a perda de células musculares lisas na parede da artéria aorta. Um
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trabalho realizado com ratos machos idosos Fisher344, analisando o efeito de 40% de RC,
observou menor deposi¢cdo de colageno na tunica média, com redugdo do nivel de fibrose da
aorta. Weiss e Fontana (2011) realizaram uma elegante revisao sobre os efeitos da RC no
envelhecimento cardiaco e vascular, tanto em humanos quanto em animais. Contudo, até a
presente data ndo encontramos trabalhos realizados com RC e ratas OVX, nem mesmo em
associagao do TR.

Em nosso estudo, foi observado que a OVX ¢ capaz de alterar os constituintes da
parede do vaso adrtico, tanto nas fibras elasticas, no conteudo de colageno, quanto nas células
musculares lisas. Por ouro lado, tanto a associagdo do TR+RC, quanto separadamente,
promoveram alteragdes relevantes na microarquitetura do vaso, modificando os constituintes
anteriormente citados. Essa altera¢do estd relacionada ao tipo de remodelamento observado
neste estudo. O interessante ¢ que, mesmo prevenindo o aumento da PAS, houve tal
modificagdo, mais acentuado do que observado na OVX, porém com menor conteudo de
colageno, maior atividade da MMP-2, e melhora da resposta de relaxamento do vaso. A
melhora da resposta insulinica no organismo, o menor conteudo de coldgeno, com maior
quantidade de fibras elasticas, e manutengdo da fungdo das células musculares lisas podem
explicar o maior remodelamento do vaso com melhora de sua fungdo.

O objetivo final da prevencdo primaria e secundaria da hipertensdo arterial em
mulheres na pos-menopausa ¢ a reducdo da morbidade e mortalidade de eventos clinicos
adversos, pela doenca cardiovascular, causada pela hipertensdo. O sétimo relatorio do Comité
Nacional Conjunto de Prevengdo, Deteccao, Avaliacao e Tratamento da Hipertensao Arterial
(JNC-7) sugere que as pessoas, principalmente no mundo ocidental, devem mudar o estilo de
vida, aumentando e mantendo a pratica de exercicio fisico regular e dieta controlada. Estas
alteragdes sao importantes na prevencao da hipertensao arterial (CHOBANIAN, 2003).

Em resumo, a OVX (privacao de estrogénio) eleva a PAS, levando o sistema organico
a hipertensdo. Esta evolucdo da PAS pode ndo ser devida a alteracdo do tonus autondmico,
observada pela manuten¢ao dos valores de FC, mas por mudancas na responsividade da
artéria aorta, que podem ser indicativas de disfun¢do endotelial, bem como alteracdes na
estrutura da aorta e seu remodelamento, morfologia e em constituintes (coldgeno e fibras
elasticas) da parede desta artéria. O segundo resultado interessante foi que a associacao de
exercicio e dieta, além de ambos isolados, impediram o surgimento da hipertensao, exercendo
efeitos que mantiveram a PAS em niveis normais. Este efeito também ndo advém da
modulagdo autondmica, pois ndo se observou alteragdo da FC nos animais submetidos as

intervengdes neste estudadas. No entanto, houve uma melhor da responsividade da artéria
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aorta devido a prevencdo do aparecimento de disfuncdo endotelial. Ademais, essas
intervengdes promoveram um remodelamento benéfico da parede aortica, modulando a
deposicao de colageno e as fibras elasticas.

Podemos também salientar que ambas as intervenc¢des ajudaram na prevencao da
hipertensao e da disfun¢ao endotelial no modelo proposto, com énfase aos resultados do TR
isalado. Além disso, nosso estudo encontrou um modelo de indugdo da hipertensao
dependente da fungdo ovariana sem manipulagdo genética em roedores. Assim, acreditamos
que a OVX ¢, portanto, um modelo experimental em animal 1util para estudar o
remodelamento vascular e de disfuncdo endotelial mediada por auséncia de hormonios

ovarianos, em roedores.
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8. CONCLUSAO

Perante o que relatado, apos a execugdo deste estudo, comprova-se que os efeitos do
treinamento resistido e restri¢ao caldrica, associados ou realizados separados, foram eficientes
para melhorar os parametros clinicos e moleculares, prevenindo o surgimento da condi¢ao de
hipertensdo, melhorando a fun¢do vascular, a resposta insulinica, a atividade MMP-2 e
remodelamento da aorta com aumento da complacéncia vascular, na condi¢dao de hipertensao

induzida pela OVX em ratas Holtzman.
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APENDICE A - PASSO A PASSO DA QUANTIFICACAO DO COLAGENO COM
PRICOSIRIUS-RED

Abrir a imagem no Imagel;

O ImageJ

O olz|o|A4+/x Al |~

*Oval*, elliptical or brush selections (right click to switch)

Clicar em Analyze — Set Measurement — Selecione “Area” e “Area Fraction”,;

@ Image) File Edit Image Process Plugins Window Help

O ImageJ Measure $BM
mife) Q’@‘/. A‘ TN ‘ A‘ o\’{m»’“Z‘ Analyze ?artlcles... —
e ——————/—4  Summarize |~
Paintbrush Tool -
[ ] Set Measurements D|str|but|0n...
Area Mean gray value La bel

Standard deviation Modal gray value

Min & max gray value Centroid Clear Results

Center of mass Perimeter Set Measuments
Bounding rectangle Fit ellipse

Shape descriptors Feret's diameter
Integrated density Median Set Scale...
Skewness Kurtosis .
Area fraction Stack position Ca“brate...
Limit to threshold Display label HIStogram
Invert Y coordinates Scientific notation P'Ot profile 3g K
Add to overlay
a Surface Plot...
Redirect to: None
Gels >
Decimal places (0-9): 2
Tools >

Help Cancel OK

File — Open, abrir a imagem desejada. Com a imagem aberta, clicar em:

Image — Zoom — Set..., digitar o quanto de Zoom que se deseja padronizar do tamanho de
visualiza¢ao da imagem, no nosso caso, para a aorta, foi de 40%, clicar em Ok.

@ ImageJ File Edit Process Analyze Plugins Window Help

Type >
IOolzlo|<|4|+[3  adust » o2& [>
Scrolling tool (or press space bar  Show Info... 38|
® ® Properties... %P 3%)
2048x1532 pixels; RGB; 12M8  Color
Ly - z Stacks

Hyperstacks

Crop
Duplicate...
Rename...
Scale...
Transform

In[+]
Overlay Out [-]

Original Scale 384
Lookup Tables View 100% 385
- To Selection
Set...

Set Zoom

Zoom: 40 %
X center: 1024
Y center: 766

Cancel
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Clicar em “Polygon selections” (selecdo em poligonos, terceiro icone), da esquerda para a
direita;

Para padronizar o tamanho a ser analisado, foi utilizado um papel sulfite A4, com area
marcada e cortada de 7 cm”.

Com a imagem com o zoom padronizado, colocar o papel com o quadrado desenhado sobre a

tela. Com o mouse, ajustar a imagem com o quadrado na tela. Com o cursor do mouse, em +,
delimitar a area a ser analisada, contornar (virtualmente) o quadrado;

=2 Tela do computador

Papel branco A4

Quadrado recortado no
papel para padronizagao
de area a ser selecionada.
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Clicar em Edit — Clear outside,; o programa corta a imagem e deixa apenas a nossa area de

interesse.
@ ImageJs File Y Image Process Analyze Plugins Window Help ’ Rk
Olola o4 4|+ Ala|®A| |owfsw| 4| &2 |&® > Undo %z
cloja ol <4 cu wx | >sw g o2& |»
72 270.tif (40%) Dt Copy ®C

2048x1532 pixels; RCB; 12M8 -— e 1220t o
i ' ) o 2048x1532 pixels; RCB  Paste v
"} Paste Control...

Clear

Fill
Draw
Invert

Selection

S 1
@ 0 72 270.if (40%)
2048x1532 pixels; RCB; 12MB



Para deletar a regidao em preto, clique em /mage — Crop. Mantenha a area delimitada;

@ Images File Edit [IIEF Process Analyze Plugins Window Help ’ R
Type >
Ojola o <4 [+|5  adust VA EAC S
Scrolling tool (or press space bar Show Info... 8|
™ ® Properties... CHP 5701 (40%)
2048x1532 pixels; RGB; 12M8  Color >

Stacks >
Hyperstacks

Duplicate... -
Rename... 782x775 pixels; RGB; 2.3M8
Scale... [ N~
Transform v N

e
Zoom
Overlay

72 270.tif (75%)

~ e

Lookup Tables
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Recortar a janela com a imagem delimitada para conferéncia. Para tal, utilize uma ferramenta
para recortar a imagem. No Mac, pode-se usar o comando “Command+Shift+4” ¢ como
mouse recortar a imagem. Abra a imagem recortada, coloque paralela a figura que sera
analisada para comparar se a area selecionada condiz com o que aparece na figura destinada a

tal comparagao.

e
|

Ojlo|& o|~| 4|+ /8 [Ala @A |ofs| 4| o]~ |&] |>]

7é2x75 pixels; RGB; 2.3MB

72 270.tif (75%) 72 270.tif (75%)

[ ]
782x7

75 pixels; RGB; 2.3MB
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Agora ¢ necessario transformar a imagem em escalas de cinza, para isso clicar em Image Type
— 8 bits;

- ImageJ File Edit Process Analyze Plugins Window Help

| Adjust > 16'b!t 2>
Magnifying glass (or use "+"and|  Show Info... 32| 32-bit
‘00 @ Properties... £ 38P 8-bit Color .

» v RGB Color

782x775 pixels; RCB; 2.3MB Color

Stacks RGB Stack
Hyperstacks HSB Stack

Crop
Duplicate...
Rename...
Scale...
Transform
Zoom
Overlay

Lookup Tables

Com a imagem selecionada, deve-se fazer uma segmentacao pelo método de limiarizagao.
Clicar em Image Threshold — ajustar o que esta selecionado, comparando com a imagem
recortada; clicar em Apply;

3 ImageJ File Edit MIGELEN Process Analyze Plugins Window Help

Type > L
Ojoj& o< 4|+ _ Brightness/Contrast... 3C
Color picker (0,0,0/0,0,0) Show Info... Windowj/Level...
® Properties... Q%P Color Balance...
782x775 pixels; 8-bit; 592K Color (@8 Threshold... 08T
i« ¢ Stacks > Color Threshold...

Hyperstacks > Size...

Canvas Size...

Crop. faex Line Width...

Duplicate... 3D

Rename... Auto Threshold...

Scale... ®
Transform

E Auto Local Threshold...

>
Zoom >

>

>

Overlay

Lookup Tables
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A janela que se abre, mostra o histograma de tons de cinza da imagem aberta. Quando
selecionado “default” (algoritmo global histogram threshold) mostrard em vermelho os
objetos de interesse, caso o resultado nao seja satisfatorio pode-se alterar a amplitude nas duas
barras de rolagem e aplicar (4pply), como mencionado acima.

Threshold — —

Color picker (0,0,0/0,0,0)

gjoja o~ 4|+ N Al @A [osw &~ | |

= 18 72 270.tif (75%)

782x775 pixels; 8-bit; 592K

Default K | Red | 7]

& Dark background Stack histogram

Auto | Apply = Reset  Set

ApoOs a aplicacdo do limiar obteremos uma imagem binarizada (preta e branco). Com nosso
objeto de interesse em preto € o fundo em branco. Quando aplicado a limiarizagdo a selegao
(quadrado de padronizacio) ¢ perdida. E necessario que ela retorne para a correta anélise da
porcentagem da area ocupada. Assim, clicar em Edit — Slection — Restore selection;

® Threshold [ st i
Olo|& o|~| 4|+ N [A|a|OFA| |efsw 4| &~ |&] | ‘

Color picker (0,0,0/0,0,0)

— 255 72 270.tif (75%)
782x775 pixels; 8-bit (inverting LUT); 592K

" - -
\’ - > " Ty s v v Default Red
L N L . ‘ ~ 2 = o o
NN . B . o~ ~
NN . Lo RIS AN \‘ @ Dark background Stack histogram
7 ! " N r v ¥ .
Kot \ Y Ny N . Auto | | Apply | Reset | Set
s \ . ~ . N * . . . N =
” ? .- ‘.‘ TN - ’
~ o ~ .
[ N . h : L >
N N . 7 S ’ . N .
& , 4 , PN
’ ‘ \ . . -\
N T, ) A N ~ _
@ ImageJ File m Image Process Analyze Plugins Window Help
= Undo #®Z |
. g
i ?‘DOJG@/VQ cut wx | |>swld|a] 2@ |»
.\‘- \ . K Unused Tool Copy ®C
- N L 2 Copy to System (75%)
4 ® O %)
pa N 782x775 pixels; 8-bit (| Paste ®V
, M e " - Paste Control... PN
b o dew oW ¢ , 7
L S * % Clear ~ . -
o & LA " . * ClearOutside AN ~ \
- % N ) Fill #E ot w7 @ \
- [T £ IV UL Draw ®D \s
' / = Invert %8l ~ [N )
I &- RN
' N | Select All 8A
»” ’ Options > Select None 038A ~
., - i e MR
\K_.\ ~- . estor tion  (+38E § x
\ ; e . 7 F}t S?Ime ’ L
LR 7 , F}tc\rvcle R
. ’ , . FitEllipse
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Para se obter o valor da area ocupada pelo colageno, selecionado pelos passos acima, clicar
em Analise — Measureament;

Observe a janela “Results”, nela consta a area selecionada (demarcada) e a porcentagem (%)
de objeto em preto (coldgeno) que ha na area selecionada.

Clicar na janela que abriu com os valores da area, clicar em File — Save. Os valores serdo
salvos na pasta que for indicada, em planilha do Excel.

Caso deseje, salve a figura em preto e branco para posterior conferéncias.

@ ImageJ File Edit Image Process Plugins Window Help

L] A ImageJ Measure
I:l‘O,|G O|/,|A|+'|\‘A‘o\‘m‘ Analyze Particles...
— Summarize
Distribution... r

7 pixels; 8-bit (inverting i Clear Results

Ya A
' » . L L Set Measurements...
X, « . ‘.' ¢ ' | Set Scale...
. r * . 4 Calibrate...
\ r
N3 o '3 y ¥ Histogram \\{\
4 s’ N v Plot Profile BK | A
x . \ * . Surface Plot...
v N Vs | Gels >
» ' . Tools > ~
— . ~
e.v a ) LN N Ny ~ oA -
R N A ,\‘ 000 Results
By .
LR ( |label  |Area  [%Area |
" *1 72270.tf 597472 3.25
Ny B
.‘.
= »
o g
o oS
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ANEXO A - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PRO-REITORIA DE PESQUISA

- Comiss#o de Etca no Uso de Animars
e Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones. (016) 3351 8025 / 3351 9679

Fax (016) 3351 8025
CEP 13560970 - Sho Canlos - SP - Brasd

Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais
n® 004/2013

Protocolo n*. 004/13

A Comissio de Etca no Uso de Anmas da Universidade
Federal de S30 Carios - CEUAUFSCar APROVOU o projeto de pesquisa inttulado
“Efedo do trenamento fisxco e da restngao calonca na composgao corporal na via de
MW&M.MWM&&M’M
pela pesqusadora Dasana Vianna Amsant

S30 Carlos, 21 de feverewo de 2013

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza

Prewderte ds Commado de £9%Ca no Usc O Avwmae
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ANEXO B - SOLUCOES PARA COLORACAO DE TRICROMIO DE MASSON

Solucio de Bouin

Acido Picrico (saturado) ------------- 75 mL
Formaldeido (37-40%)  ------------ 25 mL
Acido Acético Glacial --------------- 05 mL

Hematoxilina férrica de Weigert

Solugdo estoque A:

Hematoxilina 1 g95%

Alcool 100 mL
Solucao estoque B:

29% Ferric chloride in water  ------- 4 mL
Agua destilada 95

ml

Acido hidrocloridrico, concentrado -- 1mL

Solu¢do de Hematoxilina férrica de
Weigert

Misturar parte iguais das solugdes estoque
A e B. Esta solucao ¢ estavel por trés

meses. Nao usa-la apds esse periodo.

Soluciio Acida de Biebrich Scarlet-Acid

Fuchsin:

Biebrich scarlet, 1% aquosa --------- 90 mL
Acido fuchsin, 1% aquosa ------------ 10 mL
Acido Acetico Glacial ----------------- 1 mL

Solucao Acido fosfomolibidenico-
fosfotungstenico:

5% Acido fosfomolibidenico ------- 25 mL
5% Acido fosfotungstenico --------- 25 mL

Solugao Azul de Anilina:

Azul de Anilina 25¢g
Acido Acético Glacial ----------------- 2mL
Agua destilada 100 mL

Solucio 1% Acido Acético:
Acido Acético Glacial ----------------- 1 mL
Agua destilada 99 mL




120

ANEXO C - SOLUCOES PARA COLORACAO DE PRICOSIRIUS-RED

Sirius red F3B (C.1. 35782) 05¢g

Solu¢do aquosa saturada de 4cido picrico --------- 500 mL

Sirius red pode ser adquirido pela empresa Sigma-Aldrich, sob o nome de "Direct Red

80", Catalogo # 36-554-8.



121



