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RESUMO

Dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu éster sulfatado (DHEAS) diminuem suas
concentragdes séricas com a idade e estudos expuseram uma forte associacao entre estas
concentragdes e a ocorréncia de doencas cardiovasculares. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a associacdo entre administragéo cronica da DHEA com a funcgdo autonémica
cardiovascular e sua interacdo com o treinamento fisico em ratos Wistar. Para execugédo
do trabalho, 32 ratos (£18 semanas de idade) foram submetidos ou ndo a administracédo
de DHEA, como também participagdo ou ndo em um protocolo de natacdo por oito
semanas consecutivas resultando em quatro grupos experimentais: grupo controle
sedentario (GCS, n =8), grupo controle treinado (GCT, n=8), grupo DHEA sedentario
(GDS, n =8) e grupo DHEA treinado (GDT, n =8). Pressdo arterial (PA), frequéncia
cardiaca (FC), variabilidade da FC (VFC) e variabilidade da PA sistolica (VPAS) e
diastolica (VPAD) no dominio do tempo e da frequéncia foram registrados em condi¢oes
basais. Em seguida, foi realizado o teste de sensibilidade barorreflexa e tbnus autonémico
cardiaco. Além disso, foram medidas concentracdes de 6xido nitrico (NO) e pesagem do
masculo cardiaco, como também da gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. Nos
resultados, encontramos um menor ganho de massa corporal no GDS e menores valores
de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral em relacdo aos outros grupos (p<0,05).
A VFC foi maior no GDS em comparacdo ao GCS, associado a valores de HF
normalizados maiores (p<0,05). A VPA foi menor no GDS em comparagdo aos demais
grupos, associado a valores de LF reduzidos (p<0,05). Além disso, efeito simpatico (ES)
foi menor no GDS em relacdo aos GCS e GCT (p<0,05). Concentraces de NO cardiaco
foram maiores no GDS em relacdo ao GDT (p<0,05). Dessa forma, concluimos que a
administragdo cronica DHEA isolada esta relacionada com a melhora da fungéo cardiaca,
desencadeando uma reducédo da FC e um incremento da atividade parassimpatica cardiaca
e diminuicdo da variancia da VPA, entretanto, o treinamento fisico combinado com a

administracdo néo foi capaz de potencializar esses efeitos.

Palavras-chave: Dehidroepiandrosterona. Sensibilidade Barorreflexa. Modulagéo
Autonémica Cardiovascular. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca. Treinamento Fisico.



ABSTRACT

Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfated ester (DHEAS) decrease serum
concentrations with age and studies have shown a strong association between these
concentrations and the occurrence of cardiovascular diseases. The aim of the present
study was to evaluate the association between chronic administration of DHEA with
cardiovascular autonomic function and its interaction with physical training in Wistar
rats. To perform the work, 32 rats (+ 18 weeks of age) underwent or not DHEA
administration, as well as participation or not in a swimming protocol for eight
consecutive weeks resulting in four experimental groups: sedentary control group (GCS,
n = 8), trained control group (GCT, n = 8), sedentary DHEA group (GDS, n = 8) and
trained DHEA group (GDT, n = 8). Blood pressure (BP), heart rate (HR), HR variability
(HRV), and systolic (DBPV) and diastolic (DBPV) variability in time and frequency were
recorded at baseline. Then, the baroreflex sensitivity and cardiac autonomic tonus test
were performed. In addition, concentrations of nitric oxide (NO) and cardiac muscle
weights, as well as epididymal, retroperitoneal and visceral fat were measured. In the
results, we found a lower body mass gain in GDS and lower values of epididymal,
retroperitoneal and visceral fat in relation to the other groups (p <0.05). HRV was higher
in GDS compared to GCS, associated with higher normalized HF values (p <0.05). VBP
was lower in GDS compared to the other groups, associated with reduced LF values (p
<0.05). In addition, sympathetic effect (ES) was lower in GDS than in GCS and GCT (p
<0.05). Concentrations of cardiac NO were higher in GDS than in GDT (p <0.05). Thus,
we conclude that the chronic administration of DHEA alone is related to the improvement
of the cardiac function, triggering a reduction in HR and an increase in cardiac
parasympathetic activity and a decrease in VBP variance, however, physical training
combined with administration was not able potentiate these effects.

Keywords: Dehydroepiandrosterone. Baroreflex Sensitivity. Cardiovascular Autonomic
Modulation. Heart Rate Variability. Exercise Training.
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1.INTRODUCAO

Dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu metabolito ativo, Sulfato de
Dehidroepiandrosterona (DHEAS) sdo hormonios sintetizados primeiramente pelas
glandulas suprarrenais, mais precisamente na zona reticular e sdo regulados pelo
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) (MORALES, et al, 1994; LOIS, et al, 2014).

O pico de producdo da DHEA é proximo aos 20 anos de idade e diminui
gradativamente com a idade, de modo que na oitava década de vida atinge valores
préximos a 20% comparado ao pico de producdo (BAULIEU, et al., 2000). Portanto,
niveis séricos de DHEA e DHEAS tem se mostrado ser inversamente relacionados com
a idade (FERRARI, et al., 2001; YEN, 2001; SAMARAS, et al., 2013) o que gerou
interesse publico e cientifico em relacéo a esse hormonio.

Grande parte das pesquisas, tem a hipétese de que a queda dos niveis de DHEAS
no envelhecimento, pode desempenhar um papel substancial no dano de muitas funcoes
fisioldgicas e contribuir para o desenvolvimento de varias doencas, incluindo eventos
cardiovasculares de forma independente de outros fatores de risco (PAGE, et al., 2008;
JIMENEZ, et al., 2013; ALLAMEH, et al., 2016). Outras sugerem que baixos niveis
séricos do DHEAS ¢é um fator preditor de mortalidade por doencas cardiovasculares
(OHLSSON, et al., 2010; SANDERS, et al., 2010 SHUFELT, et al., 2010). Contudo,
alguns estudos mostraram resultados conflitantes na area cardiovascular (KIECHL, et al.,
2000; HARING, et al., 2013; SHOJAIE, et al., 2015).

Devido ao fato de diversas midias sociais, bem como sites ndo especializados,
exaltarem expressivamente os beneficios da suplementacdo com DHEA, muitas pessoas
estdo recorrendo a sua suplementagdo, entretanto até 0 momento poucos sdo os estudos
que demostram efeitos benéficos claramente relatados com sua suplementagdo e ainda
pouco se sabe a respeito dos efeitos adversos e, portanto, esse assunto ainda € controverso
e novos estudos ainda devem ser realizados (BOVENBERG, VAN UUM, HERMUS,
2005; WEBB, GEOGHEGAN, PROUGH, 2006; MANNIC, et al., 2015; ZHOU, et al.,
2015).

Apesar de ainda escassa a literatura, a suplementacdo da DHEA tem se tornado
assunto de grande interesse na area cientifica e vém sendo amplamente estudada tanto em

modelos animais, quanto em humanos. Alguns dados cientificos demostram resultados
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positivos da suplementacdo em varios ambitos, tais como, melhora da sensibilidade a
insulina (VERAS, et al., 2014), na composicao corporal (JANKOWSKI, et al., 2011), na
funcdo imunoldgica (LICHTE, et al., 2014) e nos parametros antioxidantes (YIN, et al.,
2015). Além disso, foram evidenciados efeitos positivos para modular a funcao cardiaca
(HAYASHI, et al,2000; ALWARDT, et al, 2005; JACOB, et al, 2009), entretanto até o
presente momento ndo existe uma explicagdo efetiva dos seus mecanismos de acgao e
posologia. (STARKA; DUSKOVA; HILL, 2015; ZHOU, et al, 2015).

Quando se adiciona o efeito da suplementacdo com DHEA ao treinamento fisico
aerobio, a literatura se mostra restrita e conflitante. Estudos apontam uma melhora
significativa na composicdo corporal (BOUDOU, et al, 2001; SATO, et al., 2012),
entretanto, contrario a esses resultados, estudiosos demostraram nenhum efeito sobre esse
parametro (IGWEBUIKE, et al., 2008; CHEN, et al., 2016) quando analisado em idades,
concentragdes e/ou protocolos diferentes.

O treinamento fisico, principalmente exercicio aerdbio, é conhecido por
minimizar a morbidade e a mortalidade cardiovascular, podendo modificar o equilibrio
autonémico (TASK FORCE, 1996; SHIN, et al., 1997; MARTINS-PINGE, 2011,
EARNEST, BLAIR, CHURCH, 2012), entretanto, até onde sabemos, nenhum estudo foi
encontrado associando os efeitos da administracdo da DHEA com o treinamento fisico na
funcgéo autonémica cardiaca.

A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é uma metodologia
alternativa amplamente utilizada para estimar o funcionamento do sistema nervoso
autdbnomo (SNA), além disso, permite reconhecer a magnitude das adaptacdes
autondmicas cardiovasculares frente a diversas situacdes, dentre elas, os efeitos da pratica
regular e cronica de exercicios fisicos (BRUNETTO, et al., 2005).

Pesquisa recente ainda nao publicada por nosso grupo de estudo, mostrou uma
correlacdo forte e positiva entre os niveis de DHEAS e a VFC, ou seja, quanto menor o
perfil hormonal do DHEAS, menor a VFC com a idade avancada, assim acreditamos que
esse hormdnio pode estar associado ao funcionamento do sistema autdnomo. Porém, ndo
é possivel afirmar que essa associacdo seja de causa-efeito e qual a contribui¢do do
treinamento fisico, juntamente com a suplementacdo da DHEA no controle autonémico
cardiovascular.

Portanto, pesquisas avaliando o efeito da suplementacdo com DHEA sobre o

controle autonémico cardiovascular, se mostra de grande relevancia, visto que é pouco
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explorado na literatura e correlaciona o nivel hormonal com possivel risco de eventos

cardiovasculares.

2 OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo entre administracdo crénica da DHEA com a funcéo

autondmica cardiovascular e sua interagdo com o treinamento fisico em ratos Wistar.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos Wistar os efeitos da administracdo cronica da DHEA e do

treinamento fisico sobre:

- Massa corpérea e indice de Lee;

- Tecido adiposo branco;

- Parametros basais da frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial (PA);
- Variabilidade FC e da PA por métodos lineares;

- Sensibilidade barorreflexa;

- Tonus autondmico cardiaco;

- Peso Cardiaco absoluto e relativo;

- Peso de ventriculo esquerdo e direito absolutos e relativos;

- Peso atrial absoluto e relativo;

- Concentracdo de Oxido nitrico cardiaco.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DEHIDROEPIANDROSTERONA E SULFATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA
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DHEA e seu metabolito ativo DHEAS sdo horménios enddgenos sintetizados a
partir do colesterol e excretado principalmente pelas glandulas adrenais, mais
precisamente na zona reticular e sdo regulados pelo horménio ACTH, sendo este
secretado pela adeno-hipofise (MORALES, et al, 1994; LOIS, et al, 2014). DHEA
converte em DHEAS mediada pela enzima sulfotrasnferase, produzida na propria adrenal.
DHEA e DHEAS sao convertidos em androgénios potentes e/ou estrogénios em tecidos
periféricos (YEN, 2001; SAAD; MACIEL; MENDONCA, 2007).

DHEA é produzido pelas glandulas adrenais, porém, em seres humanos é
retomado por varios tecidos, incluindo o cérebro, figado, rim e gbnadas, onde o mesmo €
metabolizado em androstenediona, testosterona, estrogénio e estradiol. Estudo sugere que
mais de 30% do andrdgeno total em homens e mais de 90% de estrogénio em mulheres
pos-menopausa sdo derivados da conversdo periférica de DHEAS e DHEA (WEBB,
GEOGHEGAN, PROUGH, 2006).

A quantidade de DHEA e DHEAS que o corpo produz ultrapassa os demais
esteroides. Em contraste a DHEA, DHEAS tem uma meia-vida longa (entre 10 a 20 horas)
promovendo assim uma circulacdo estavel deste hormonio, além disto devido a sua lenta
eliminacdo metabolica, DHEAS ndo apresenta variacdes no ritmo diurno (LOIS, et al.,
2014).

Concentraces de DHEA e DHEAS declinam ap6s 0 nascimento e permanecem
baixos até os primeiros cinco anos de vida. Proximo aos vinte anos de vida, esses
horménios aumentam e chegam aos seus valores maximos, apresentando diferenca entre
0s sexos, sendo a concentracdo sanguinea maior em pessoas do sexo masulino. A partir
da quarta década de vida, os niveis séricos de DHEA e DHEAS diminuem
progressivamente com a idade, de modo que na menopausa o nivel de DHEA diminuiu
por 60% do pico de producdo, e na otivada década de vida 0 mesmo se encontra em 80-
90% menor comparado ao pico de producdo (BAULIEU, et al., 2000).

Apesar de ainda escassas as pesquisas sobre a fisiopatologia correlacionada com
o0 declinio da DHEA e DHEAS, uma possivel explicacdo seria a diminuicao de atividade
enzimaética, sendo responsavel pela diminuicéo progressiva de DHEA e DHEAS, com o
avanco da idade (LOIS, et al., 2014), embora outro mecanismo, tal como a reducéo da
massa de zona reticular também tem sido proposto para explicar tal diminuigéo
(FERRARI, et al., 2001).

Ao contrario dos glicocorticoides e mineralocorticoides da familia dos

esteroides suprarrenais, cujas as concentracdes plasmaticas permanecem relativamente
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altas com o envelhecimento, niveis de DHEA e DHEAS apresentam um comportamento
diferente. Esse fato resultou em especulagcdes de que as concentragfes plasmaéticas de
DHEA poderiam funcionar como um marcador do envelhecimento bioldgico e da
suscetibilidade para algumas doencas (MCARDLE, KATCH, KATCH, 2014).

As implicacdes a respeito do declinio da DHEA ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas (CAPPOLA, et al., 2006), porém uma série de estudos surgiram revelando
uma correlagdo inversa entre as concentragcbes do hormonio e a ocorréncia de varias
disfuncdes, tais como doencas cardiovasculares (DCV) (POSOVA-DUTOIT,
SULCOVA, STARKA, 2000; THIJS, et al., 2003; PAGE, et al., 2008; CAPPOLA, et al.,
2009; BOXER, et al., 2010; OHLSSON, et al., 2010; SHUFELT, et al., 2010; JIMENEZ,
et al., 2013; ALLAMEH, et al., 2016), diabetes (COLEMAN, LEITER, SCHIWIZER,
1982; VERAS, et al., 2014) e osteoporose (MARTEL, et al., 1998).

Barrett-Connor, Khaw, Yen (1986), mostraram que a concentra¢do de DHEAS
é independente e inversamente relacionada com a mortalidade relacionada a DCV em
homens com idade acima de 50 anos. Feldman, et al. (1998), demonstraram associagdo
entre baixas concentracdes de DHEAS e a ocorréncia de eventos cardiovasculares de
forma independente dos outros fatores de risco.

Apos revisdes bibliogréaficas, autores concluiram que em homens, uma reducao
das concentracGes de DHEAS estdo associados com doencgas coronarianas, entretanto os
efeitos da administracdo de DHEA para beneficios do sistema cardiovasculares (SCV)
ainda ndo estdo claros (THIJS, et al., 2003), porém o nimero de adeptos a suplementacgéo
com este hormonio cresce a cada dia (CHEN, et al., 2016).

Page, et al. (2008), realizaram um estudo com o propdsito de encontrar relacéo
entre concentracdes plasmaticas da DHEA e DHEAS com infarto do miocardio em
mulheres. Apds analisar amostras sanguineas de mulheres de 43 a 69 anos, eles
observaram uma relacao positiva entre concentracdes de DHEA e seu éster sulfatado com
0 risco de subsequente infarto do miocardio, predominantemente em mulheres poés-
menopausa. Shufelt, et al. (2010), também desenvolveram um estudo com mulheres pds-
menopausa e afirmaram que concentragdes mais baixas de DHEAS estéo correlacionados
com maior risco de DCV e mortalidade por qualquer causa e ainda destacam a relevancia
dos resultados encontrados, para que novas pesquisas investiguem as possiveis vias
mecanicistas, até hoje obscuras.

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre niveis sérios de androgénios e doencas

arterial coronariana na populagédo Iraniana, pesquisadores analisaram amostras de sangue
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de um total de 135 individuos e encontraram uma forte e significativa relacdo entre
doencas arterial coronariana (DAC) e niveis séricos de testosterona e DHEAS
(ALLAMEH, et al., 2016).

Ohlsson, et al. (2010), executaram estudo epidemiolégico com 2644 idosos e
demostraram que baixas concentracGes séricas de DHEAS podem predizer morte por
todas as causas de DCV, independente dos tradicionais fatores de risco para DCV.
Sanders, et al. (2010), concluiram em seu estudo que mudancas DHEAS sdo continuas
com a idade, é afetada pelo sexo e esta associada com DCV. Entretanto, um estudo
publicado recentemente, demostrou uma relacdo contraria, entre os niveis de DHEA e
infarto prematuro do miocardio, contradizendo as demais pesquisas. (SHOJAIE, et al.,
2015). Shojaie, et al. (2015), através de um estudo comparativo e transversal, com 100
pessoas apresentaram que niveis mais altos de DHEAS no soro estdo associadas com
infarto prematuro do miocardio (sendo este considerado infartos antes dos 50 anos de
idade).

Pelo fato de uma gama de dados epidemiolégicos demonstrarem correlacéo
entre niveis séricos da DHEA e DHEAS com ocorréncia de eventos cardiovasculares,
surgiram investigacGes com o intuito de explicar a relacdo dos hormoénios em questao,
com o SCV. Um interessante estudo, investigou a relagdo entre niveis plasmaticos de
DHEAS com a funcdo endotelial em mulheres p6s-menopausa com fatores de risco
coronario. Os resultados mostraram uma relacdo com niveis baixos de DHEAS e
disfuncdo endotelial, através de uma correlacdo positiva entre nivel de DHEAS e
percentual de dilatacdo fluxo mediada da artéria braquial. Esta correlacdo foi
independente de outros fatores de risco, tais como idade, presséo arterial (PA), colesterol
total, colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL), sugerindo um efeito protetor da
DHEA sobre o endotélio (AKISHITA, et al., 2008).

Especula-se uma ampla perspectiva de suplementacdo com DHEA para
prevencdo e tratamento da aterosclerose. Pesquisadores acreditam que a DHEA poderia
ter um papel protetor contra aterosclerose atravées da acéo inflamatoria mediadora. Lopez-
Marure, et al. (2007), avaliou o efeito sobre varias moléculas envolvidas na resposta
inflamatdria. Os resultados sugeriram que DHEA inibe a expressdo de moléculas
envolvidas no processo inflamatorio em células endoteliais ativas como LDL oxidadas,
tal como producdo de espécies reativas de oxigénio e moléculas de adeséo intracelular-1.

Embora a literatura tenha evidenciado um papel relevante da DHEA contra a

aterosclerose, o assunto DHEAS e aterosclerose se mostra controverso. Estudo objetivou
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determinar se DHEAS associasse com o desenvolvimento de aterosclerose. A associagdo
entre niveis de androgenos com aterosclerose adrtica foi investigada em 1032 homens e
mulheres ndo fumantes com idade de 55 anos ou mais. A aterosclerose foi avaliada por
deteccdo de radiografia de deposito calcificados na aorta abdominal, no entanto, nenhuma
associacdo clara entre os niveis de DHEAS e a presenca de aterosclerose adrtica grave foi
encontrada em ambos os sexos (HAK, et al., 2002).

Por conseguinte, mecanismos que expressem a funcéo biolégica da DHEA e seu
éster sulfatado com o SCV, ainda ndo estdo amplamente elucidados na literatura e novas

pesquisas devem ser realizadas para explicar possiveis mecanismos.

3.2 SUPLEMENTACAO DE DHEA

O aumento na utilizacdo da DHEA sintética pelos entusiastas do exercicio
(CHEN, et al., 2016) e pela populacdo em geral tem gerado preocupacdo acerca da sua
seguranca e eficacia entre estudiosos da medicina do esporte e a comunidade médica em
geral (MCARDLE, KATCH, KATCH, 2014).

Companhias farmacéuticas sintetizam a DHEA a partir de substancias quimicas
encontradas nos feijoes-soja e nas batatas selvagens. Atualmente DHEA esta disponivel
sem receita médica e regulamentado pela Food and Drug Administration (FDA). No
entanto, isso nem sempre foi aceito. A DHEA foi primeiramente comercializada a fim de
perda de peso, e em 1985 a FDA proibiu sua venda. DHEA ainda é proibida pelo Comité
Olimpico Internacional (COIl), entretanto, desde a Lei de Educacdo e Salde do
suplemento dietético 1994, DHEA tem sido novamente disponivel e comercializada para
a populacédo em geral (WEBB, GEOGHEGAN, PROUGH, 2006).

A DHEA pode ser comprada prontamente através de lojas de suplementos
alimentares, clubes e internet em forma de capsulas ou tabletes. DHEA vem sendo
consumida tanto por homens e mulheres sem regulamentacéo e sem monitoriza¢do, com
doses diarias que variam de 5 a 10 mg e pode chegar até 2.000mg (MCARDLE, KATCH,
KATCH, 2014).

Suplementagdo da DHEA tem sido estudada tanto em animal de experimentacéo
(ALWARDT, et al., 2005; IWASAKI, et al., 2005; JACOB, et al., 2009; YIN, et al.,
2015), quanto em humanos (VON MUHLEN, et al., 2008; WEISS, et al., 2012). Alguns

estudos vém demonstrando resultados benéficos da suplementacdo em diversos aspectos,
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tais como, melhora nos pardmetros antioxidantes (YIN, et al., 2015), na funcédo
imunolégica (LICHTE, et al., 2014), da sensibilidade a insulina (JANH, et al., 2010;
VERAS, et al., 2014), na densidade mineral 6ssea (VON MUHLEN, et al., 2008) e na
composicao corporal (JANKOWSKI, et al., 2011). Além disso, pesquisas demonstraram
efeitos positivos da suplementacdo para modular a funcdo cardiaca (HAYASHI, et
al.,2000; ALWARDT, et al., 2005; JACOB, et al., 2009). Embora doses fisioldgicas
apropriadas ndo estejam bem definidas e sejam diferentes em homens e mulheres, muitos
estudos clinicos foram realizados com 50 mg / dia para mulheres e 100 mg / dia para
homens (WEBB, GEOGHEGAN, PROUGH, 2006).

Objetivando estudar o efeito da suplementacdo do DHEAS na funcéo cardiaca
em ratas jovens e idosas. Um tratamento de 60 dias com DHEA exo6gena a uma dose de
0,1 mg/ml na agua de animais foi realizado. Analisaram os efeitos sobre a funcéo
diastdlica do ventriculo esquerdo e a composi¢cdo da matriz extracelular do miocéardio.
Pode-se concluir que a suplementacdo foi capaz de reverter a rigidez e a fibrose que
acompanha o envelhecimento, com um paradoxal aumento da rigidez ventriculares em
ratas jovens (ALWARDT, et al., 2005).

Iwasaki, et al. (2005), demonstraram através da administracdo de DHEA
exogena, que o hormonio foi capaz de atenuar diretamente e significativamente a sintese
de colageno tipo | ao nivel de transcricdo in vivo e in vitro em fibroblastos cardiacos em
ratos. DHEA previne a disfuncdo do ventriculo direito em modelo animal, impedindo
alteracdo de cardiomidcitos (LA ROQUE, et al., 2012).

A DHEA pode estar também envolvida na modulagdo do estresse oxidativo.
Apo6s administrar dez mg/kg durante cinco meses em ratos Wistar, observou-se um
aumento na expressao da proteina quinase B (Akt) no miocardio e uma diminuicdo da
superdxido dismutase (SOD) tanto em ratos jovens, quanto idosos (JACOB, et al., 2009).

DHEA tem demostrado ter um efeito antiaterosclerético em modelos animais
(GORDON, BUSH, WISMAN 1988; ARAD, et al., 1989), embora o mecanismo de acao
ainda ndo esteja claro. Hayashi, et al. (2000), ap6s realizarem estudo com coelhos,
concluiram que 50% do efeito antiaterosclerotico da DHEA foi alcancado através da
conversdo da DHEA em estrogénio, assim como o 6xido nitrico (NO) pode desempenhar
um papel no efeito antiaterosclerético da DHEA e 17b-estradiol.

No que tange a suplementagdo da DHEA aliado ao treinamento fisico, a

literatura ainda é restrita e os resultados sdo conflitantes, o que demonstra a necessidade
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de mais estudos nesta perspectiva. Além disso, até onde sabemos nenhuma investigacdo
correlacionou treinamento fisico, administracdo da DHEA e efeitos no SCV.

Villareal e Holloszy (2006), realizaram estudo com idosos de ambos 0s sexos,
envolvendo suplementagdo de 50 mg/dia com DHEA com treinamento de forca por
quatro meses. Os resultados demonstram aumento nas concentra¢6es hormonais DHEAS,
testosterona, estradiol e Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo 1 (IGF-1),
como também da massa muscular. Esse achado sugere efeitos positivos de DHEA
exogena sobre a massa muscular. Resultado semelhante foi encontrado em estudo com
idosas frageis, com suplementacdo da DHEA e treinamento aerébio, onde a
suplementacéo aliada ao treinamento gerou um aumento significativo da forga muscular
(KENNY, et al., 2010).

Estudos realizados com roedores obesos alimentados diariamente com
suplementos da DHEA, juntamente executando um protocolo de exercicio na esteira por
seis semanas, indicou uma atenuacdo nos niveis séricos de insulina e glicose, além disso
um aumento na sinalizagdo da translocagéo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4),
demostrando um efeito benéfico no controle da glicose em jejum devido a regulacdo da
via de sinalizacdo GLUT4. Concentracdes musculares de DHEA e 5a-di-
hidrotestosterona (DHT), foram maiores e estreitamente correlacionados com o indice de
verificacdo quantitativa da sensibilidade a insulina (SATO, et al., 2011; SATO, et al.,
2012).

Apdbs 12 semanas de intervencdo com treinamento de endurance e resistido
aliado a suplementacdo com DHEA (50 mg/dia), ocorreu melhora significativa na
composicdo corporal, na sensibilidade a insulina e uma reducdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) no grupo treinando placebo, entretanto, a administracdo da DHEA néo
proporcionou nenhum efeito adicional nos parametros avaliados (IGWEBUIKE, et al.,
2008).

Recentemente, pesquisadores demostraram que a suplementacéo isolada com
DHEA gerou um aumento significativo da massa corporal de ratos, como também
aumento da massa muscular e niveis de testosterona, entretendo, quando aliado ao
protocolo de treinamento, ocorreu uma diminui¢do da massa corporal e do nivel de
testosterona quando comparado com o a administracdo da DHEA isolada o que demonstra
que o treinamento pode inibir a absor¢do da DHEA ou a sintese de testosterona (CHEN,
etal., 2016).
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Estudiosos objetivaram avaliar o efeito da ingestdo a curto prazo de 50 mg de
DHEA em homens jovens sobre os horménios esteroides séricos e o efeito de oito
semanas de suplementacdo (150 mg/dia) sobre as adaptacdes ao treinamento de forca. A
suplementacéo a curto prazo resultou em um imediato aumento nas concentracdes séricas
de androstenediona, porém nenhum efeito sobre concentracdes de testosterona e
estrogénio. Além do mais, a suplementacdo a longo prazo elevou niveis séricos de
androsterona, mas ndo exerceu nenhum efeito sobre horménios anabdlicos, lipidios
séricos, a forca muscular e a massa corporal magra em compara¢do com o placebo
(BROWN, et al., 1999).

Resultados semelhantes foram encontrados, indicando que pequenas doses de
DHEA n&o aprimoram a forga muscular, nem modificam as areas em corte transversal do
musculo e da gordura, nem facilita adaptac6es ao treinamento de forca (PERCHERON,
etal., 2003; DAYAL, et al., 2005).

Novos anuncios apresentam a DHEA como um “super horménio” que faz
aumentar a testosterona e preserva a juventude. P&ginas na internet exaltam
expressivamente os beneficios da suplementacdo com DHEA, entretanto pouco sdo os
estudos que marcam efeitos benéficos claramente relatados com a suplementacéo e ainda
pouco se sabe a respeito dos efeitos adversos e, portanto, esse assunto ainda € controverso
e novas pesquisas ainda devem ser realizadas a fim de esclarecer 0os mecanismos
envolvidos (BOVENBERG, VAN UUM, HERMUS, 2005; WEBB, GEOGHEGAN,
PROUGH, 2006; MCARDLE; KATCH; KATCH, 2014; MANNIC, et al., 2015; ZHOU,
et al., 2015).

Até onde sabemos, ndo existe nenhum estudo que demonstrou o efeito da
administracdo do hormdénio DHEA sobre a funcdo autondmica cardiaca de ratos, bem

como o mesmo aliado a um protocolo de treinamento fisico aerébio.

3.3 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

O SCV consiste em uma conexdo continua do coragdo (bomba contrétil) e vasos
sanguineos e tem como funcdo transportar e distribuir substancias essenciais aos tecidos
e remover produtos originados do metabolismo (POWERS, HOWLEY, 2009;
MCARDLE, KATCH, KATCH, 2013).
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Todas as a¢des que tém por objetivo a preservacdo da homeostasia, em grande
parte, sdo controladas pelo SNA, o qual oferece inervacdo aferente e eferente para os
Orgdos e visceras, na forma de terminacGes simpéticas e parassimpaticas (AUBERT,
SEPS, BECKERS, 2003). Prolongamentos eferentes parassimpatico e simpatico, atuam
sobre o no sinusal, modulando a funcdo cardiaca e adaptando-a a demanda tecidual
(PASCHOAL, PETRELLUZZI, GONCALVES, 2002).

A influéncia do Sistema nervoso simpatico (SNS) frente ao SCV é que, quando
estimulado libera as catecolaminas epinefrina (EPI) e norepinefrina (NE). A estimulagéo
dos receptores adrenérgicos B-1 atua sobre as fibras musculares aumentando a
permeabilidade aos ions célcio e sodio. No no sinusal, o aumento da permeabilidade
sodio-célcio torna o potencial de repouso mais positivo, provocando aumento do
potencial de membrana durante a diastole em direcdo ao limiar de autoexcitacao,
acelerando o processo e, portanto, aumentando a FC (GUYTON, HALL, 2011).

Além disso, 0 aumento da permeabilidade aos ions célcio € responsavel pelo
aumento da forca de contracdo do miocéardio de forma a aumentar a quantidade de sangue
bombeada pelo coracdo a cada batimento, ja& que o célcio desempenha o papel na
excitacdo e nos processos contrateis das miofibrilas (GUYTON, HALL, 2011).

O sistema nervoso parassimpatico (SNP), por seu lado, quando estimulado, libera
seu neurotransmissor acetilcolina (Ach) pelas terminagdes vagais, isso faz com que
aumente a permeabilidade da membrana aos ions de potassio, permitindo um vazamento
desses ions para fora das fibras condutoras de maneira mais acelerada. 1sso provoca uma
hiperpolarizacdo (aumento da negatividade no interior da célula), que torna os tecidos
menos excitaveis. A hiperpolarizacdo no n6 sinusal retarda o ritmo de descarga e torna
mais lenta a FC (bradicardia) (GUYTON, HALL, 2011; MCARDLE, KATCH, KATCH,
2013).

De fato, 0 SNA desempenha um papel fundamental na regulacdo dos processos
fisiologicos do organismo humano, porém, essa constante interferéncia do SNA sobre os
batimentos cardiacos é dependente de informagGes que partem central ou perifericamente,
refletindo sensiveis modificagbes dos sistemas respiratorio, barorreceptores,
quimioceptores, sistema vasomotor, sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e
sistema termorregulador. Tais alteracGes, relacionam-se diretamente com maior ou menor
ativacdo simpatica ou vagal sobre o coracdo, obtendo reflexos temporais sobre os
intervalos interbatimentos (PASCHOAL, PETRELUZZI, GONCALVES, 2002).
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Para avaliacdo da funcdo autonémica cardiovascular, existem varias técnicas,
dentre elas podemos citar a medida de catecolaminas circulantes, teste da fungéio
barorreflexa, arritmia sinusal respiratoria, etc. Entretanto, em sua grande maioria séo
invasivas e de complexa execucdo no contexto clinico (CASTRO, NOBREGA,
ARAUJO, 1992). Em contrapartida, dentre as técnicas utilizada, o uso da VFC tem
emergido tanto em pesquisas, quanto clinicamente, como uma medida simples e ndo-
invasiva, com baixo custo e alta reprodutibilidade dos impulsos autondmicos,
representando um dos mais promissores marcadores quantitativos do balan¢o autonémico
(TASK FORCE, 1996; VANDERLEI, et al., 2009).

O fenbmeno VFC, tornou-se um termo aceito para descrever as oscilacbes dos
intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos (intervalo R-R), pelos quais estdo
relacionados a influéncia do SNA sobre o no sinusal. A VFC pode ser utilizada para
avaliacdo da modulacdo autonémica em situacdes de vigilia e sono, diferentes posicoes
corporais, durante e ap6s o exercicio fisico, como também em condicbes patoldgicas
(VANDERLEL, et al., 2009).

OscilacBes na FC sdo esperadas, de maneira que refletem a capacidade de
adaptacdo do sistema diante de diferentes estimulos. Por conseguinte, uma elevada VFC
indica um aspecto positivo, de alta adaptacao do sistema autondmico, enquanto uma baixa
VFC é definida como caracteristica nociva e, quando associada as DCV, representa um
prognostico clinico comprometido independente da morbi-mortalidade cardiovascular
(MOSER, et al., 1994; REIS, et al., 1998; CAMBRI, et al., 2008; VANDERLEI, et al.,
2009; HILLEBRAND, et al., 2013).

Diferentemente da VFC, a Variabilidade da presséo arterial (VPA) representa as
oscilacdes que ocorrem nos indices pressoricos. Contraria a VFC, quanto maior a VPA,
pior o prognoéstico, uma vez que a VPA aumentada representa uma perturbacdo do
controle da PA, dado que o ideal € que niveis tensionais se mantenham o mais proximo
da taxa de normalidade (SOARES, NOBREGA, 2005).

Mais recentemente, para a analise do SNA cardiovascular, métodos
computadorizados especificos tém sido desenvolvidos, com o0s quais, tem por objetivo
quantificar a variabilidade natural presente nos valores dos ciclos cardiacos normais.
Assim, possivel quantificacdo das flutuagdes dos ciclos cardiacos permite, de forma
indireta, uma avaliagdo do perfil autondmico cardiaco (SILVA, JANUARIO, 2005).
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Normalmente, dois métodos sdo utilizados para avaliacdo da VFC, indices
obtidos por meio de métodos lineares, no dominio do tempo e da frequéncia e métodos
néo-lineares (RIBEIRO, MORAES, 2005).

Métodos lineares sdo divididos em dois tipos: analise no dominio do tempo (DT),
realizada por meio de indices estatisticos (tais como, desvio padrdo ou variancia) e
geométricos, extraidos das variacGes temporais dos ciclos, e anélise no dominio da
frequéncia (DF) que define e separa por meio de analise espectral, os diversos
componentes oscilatorios em frequéncia e amplitudes (VANDERLEL, et al., 2009), como

ilustra a figura 1.
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Figura 1- Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca. (a) Calculo dos intervalos RR
consecutivos no eletrocardiograma, (b) resultado de um tacograma, que pode ser
analisando tanto no dominio da frequéncia (c) e/ou no dominio do tempo (d). Analise
espectral (c) e o histograma (d) sdo resultados de 24 horas de gravacdo com Holter. O
histograma mostra dois picos: um em torno de 1100ms, o que corresponde a frequéncia
cardiaca media durante a noite, e 0 outro é em torno de 750ms, que corresponde a
frequéncia cardiaca média durante o dia. FFT = transformac&o rapida de Fourier; HF =
banda de alta frequéncia; LF = banda de baixa frequéncia; Ln = logaritmo natural; T =
total. (Adaptado de AUBERT, SEPS e BECKERS, 2003).

Task Force (1996), considera as medidas no DT, como o método mais simples

para analise da VFC, por meio do qual s&o obtidos indices de um registro continuo de
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eletrocardiograma, determinando desta maneira a dispersdo da duracdo dos intervalos
entre os batimentos, expressa resultados em milissegundos (ms). O autor expressa a
importancia da duragdo do registro para comparacdo entre estudos e coloca como
apropriado, gravacdes com tempo minimo de cinco minutos para gravacdes de curto prazo
e 24 horas para gravacdes de longo prazo, e além disso para possivel analises lineares séo
necessarios no minimo 256 intervalos RR (iRR) (MARAES, 2010).

Os inumeros indices recomendados para mensuragdo da VFC no DT podem ser
derivados de calculos aritméticos, estatisticos ou geométricos. Métodos estatisticos
podem derivar direto dos iRR, ja métodos geométricos convertem uma série de iRR em
um grafico para posteriormente calcular a distribuicdo de densidade das diferengas entre
0s iRR, sendo o indice triangular e a plotagem de Lorez (ou Plot de Poincaré) os mais
conhecidos (TASK FORCE, 1996).

Medidas do DF, o qual realiza-se a analise da densidade de poténcia espectral,
fornecendo informacdes béasicas sobre cada faixa de poténcia, distribuindo em funcéo da
frequéncia (TASK FORCE, 1996). Dentre os procedimentos disponiveis, destaca-se o da
transformacéo rapida de Fourier (" Fast Fourier Transform™ FFT), o qual permite a
obtencdo da densidade espectral de poténcia (MARAES, 2010) e o modelo auto
regressivo. Analise espectral consiste na decomposi¢do da FC em seus componentes
causadores, apresentando-os de acordo com as diferentes amplitudes e frequéncias com
que alteram a FC. Esta anélise € o método no DF mais utilizado, tendo se tornado valioso
instrumento na avaliacdo do SCV (RIBEIRO, MORAES, 2005).

Para cada componente espectral é decomposto uma faixa de frequéncia pré-
determinada (componentes oscilatérios fundamentais), associada a atuacdo de cada um
dos componentes do SNA. Segundo Vanderlei, et al. (2009), a analise decompdem a VFC
em componentes oscilatérios fundamentais e seus respectivos valores de frequéncia em
ratos (amostra do presente estudo) s&o:

a) Componente de alta frequéncia (High-frequency - HF): com variacéo entre 0,75

e 2,5 Hz; expressam a influéncia dos ciclos respiratérios e a atuacéo do nervo vago

sobre o coragdo exclusivamente;

b) Componente de baixa frequéncia (Low-frequency — LF): com variagéo entre
0,25 e 0,75 Hz; associado a acdo conjunta dos componentes vagal e simpaético,

porém predominantemente ao componente simpatico;



27

c) Componente de muito baixa frequéncia (Very Low-frequency — VLF): variacédo
entre 0,01 e 0,25 Hz; com explicacéo fisioldgica ainda ndo bem estabelecida, mas
ha indicios de relagdo com o SRAA, ao tbnus vasomotor periférico e a

termorregulacéo.

A razdo LF/HF refere-se as alteragdes absolutas e relativas entre componentes
simpaticos e parassimpaticos do SNA, pelo qual caracteriza o balango simpato-vagal
sobre o coracdo. Quanto mais elevada a relacdo, maior é a atuacéo simpatica, o que indica
um mau prognostico (VANDERLEL, et al., 2009).

Em estudo das bandas de frequéncia acata-se que o SNP, através do seu efeito
colinérgico, seja o grande responsavel pela variabilidade dos ciclos P-P. Aliado a esta
declaracdo, estad a afirmativa em que drogas que produzem reducédo dos efeitos vagais,
como exemplo, drogas anti-muscarinicas, como atropina, reduzem de forma notoria e
significativas as flutuagcdes dos ciclos cardiacos, em contraste as que aumentam oS
reflexos vagais, como beta bloqueadores, como propranolol, produzem efeito contrério
(DE ANGELIS, SANTOS, IRIGOYEN, 2004 ).

Para obtencdo dos indices espectrais, diversos softwares vém sendo
desenvolvidos, com o propoésito de construir um sinal denominado tacograma, grafico
este que expressa a variacdo dos iRR em funcdo do tempo. Este sinal é processado por
algoritmos matematicos, como a FFT ou modelos autoregressivos (AR) e, por fim, se
obtém estimativa das poténcias espectrais. A partir de entdo, € possivel identificar o perfil
autondmico (VANDERLEI, et al., 2009).

Outra forma de se analisar a VFC ¢é através do método ndo linear. A teoria do
sistema ndo linear tem sido progressivamente aplicada para explicar e prever
comportamento dos fendmenos bioldgicos. Dentre métodos ndo lineares, estdo:
exponente de Hurst, funcdo de correlacdo, analise de flutuagfes depuradas de tendéncia
e 0 exponente de Lyapunov (VANDERLEI, et al., 2009). O presente estudo utilizou o
método linear da anélise da VFC e da VPA.

3.4 MODULACAO AUTONOMICA CARDIACA E TREINAMENTO FiSICO

A maioria dos dados disponiveis sobre os efeitos do treinamento fisico sobre a

funcdo autonémica cardiaca é derivada de estudos da VFC. Embora a aplicacéo clinica
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da VFC esteja associada principalmente a avaliagdo da progressdo de doencas
cardiovasculares, estudos vém demostrando a sua aplicabilidade as adaptacfes ao
treinamento fisico (DONG, 2016).

Pesquisas relatam que a VFC tende a sofrer reducdo com o envelhecimento e com
o estilo de vida sedentario, e esta relacionada com a maior probabilidade de incidéncia de
eventos cardiovasculares (BONNEMEIER, et al., 2003; ACHARYA, et al., 2004;
LAITINEN, et al., 2004; PASCHOAL, et al.,, 2006; JANDACKOVA, et al., 2016;
PARASHAR, et al., 2016). Em contraste a isso, o exercicio fisico realizado de forma
regular gera um aumento da VFC presumivelmente ao aumento do tonus vagal,
diminuicdo da atividade simpéatica e/ou diminuicdo da frequéncia intrinseca de
marcapasso cardiaca (FIMC) (SHIN, et al., 1997; MARTINELLI, et al., 2005;
MARTINS-PINGE, 2011; EARNEST, BLAIR, CHURCH, 2012).

Nesse sentindo, alguns autores analisaram os efeitos da mudanca do estilo de vida
sedentério, através da efetuacdo de programas de exercicio fisico, na tentativa de
amenizara os riscos provenientes de uma baixa VFC (BRUN, et al., 2000; MONAHAN,
et al., 2000; CATAI, et al., 2002; PASCHOAL, POLESSI, SIMIONI, 2008; SOUZA e
TEZINI, 2013). Mediante a realizacdo de um protocolo de treinamento aerébio, com
duracdo de seis meses, em mulheres pds-menopausa, foi demonstrado que o treinamento
de baixa a moderada intensidade aumenta a atividade parassimpatica, levando a uma
melhora significativa na VFC (EARNEST, BLAIR, CHURCH, 2012). Além disso,
resultado de uma reviséao bibliografica propde como beneficio do treinamento aeroébio, a
reducdo na atividade do SNS. Por outro lado, uma inatividade fisica sugere um amento
da atividade simpatica, contribuindo para o aumento da incidéncia de DCV associadas a
um estilo sedentario (MARTINS-PINGE, 2011). Uma meta-analise envolvendo 105
grupos de estudos e 3936 participantes, evidenciou que intervencdes através de protocolos
de treinamento aerdbio, sdo capazes de diminuir a PA através de uma reducdo da
resisténcia vascular, em que o SNS e o SRAA parecem estar envolvidos e
concomitantemente na génese de eventos cardiovasculares (CORNELISSEN e
FAGARD, 2005).

Sabendo que a sensibilidade barorreflexa é afetada com a idade e com o estilo de
vida sedentario tém-se demostrado que o exercicio aerébio de moderada intensidade foi
capaz de atenuar a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa e ainda restaurar
parcialmente a sua perda em homens idosos previamente sedentarios (MONAHAN, et

al., 2000).Brum e seus colaboradores (2000), ap6s realizar um protocolo de treinamento
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aerobio em esteira, por 12 semanas em ratos normotensos e hipertensos, constataram um
aumento da sensibilidade do barorreceptor aodrtico em normotensos e hipertensos,
resultando em uma regulacdo da PA mais eficiente pelos barorreflexos.

Objetivando investigar os efeitos de um programa de treinamento de forca sobre
a modulacdo autonémica cardiaca, Lopes e seus colaboradores (2007), utilizaram uma
amostra de 32 voluntarios do sexo masculino (entre jovens e idosos), onde foram
submetidos a um protocolo de for¢ca com duragédo de 12 semanas. No final do protocolo,
pode-se concluir que os individuos idosos apresentaram uma diminuicdo da VFC e que o
treinamento aplicado ndo foi capaz de amenizar essa queda de forma significativa. Da
mesma forma, Forte, De Vito, Figura (2003), avaliaram os efeitos de treinamento resistido
em mulheres idosas e ndo encontraram modificacbes em relacdo a modulagédo
autonémico.

Por fim, através de resultados evidenciados na literatura, pode-se concluir que o
treinamento aerdbio se mostrou eficaz no aumento da VFC através do aumento do tonus
parassimpatico aliado a uma queda do simpaética. Por outro lado, o treinamento de forca
parece ndo promover efeitos significativos em relacdo a modulacdo autonémica exercida

sobre 0 ng sinusal.

4. HIPOTESE

Administracdo crénica de DHEA desencadeara aumento na VFC, observada pelo
incremento da atividade parassimpatica cardiaca, sendo que o treinamento fisico aerébio

potencializara esse efeito.

5. METODOS

A proposta para a execucao do presente estudo foi aprovada pelo pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM), sob o numero de protocolo 357/2016 (Anexo 1). Todos os procedimentos
experimentais seguiram as normas internacionais de uso e manutencdo de animais em
laboratorio (National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals)
(INSTITUTE OF LABORATORY ANIMAL RESOURCES (US). COMMITTEE ON CARE;
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USE OF LABORATORY ANIMALS; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH (US).
DIVISION OF RESEARCH RESOURCES, 1985).

5.1. SELECAO DOS ANIMAIS

Para execucdo do estudo, foram utilizados trinta e dois ratos da linhagem Wistar,
(18 £ 1 semanas de idade). Os animais envolvidos no estudo foram provenientes de uma
mesma linhagem do biotério de Animais de Laboratorio Criagdo e Comércio (Anilab) de
Paulina-SP. Os animais foram alocados aleatoriamente, pareados por idade e peso, em
quatro grupos experimentais de acordo com o tratamento que receberam: controle
sedentario (GCS, n = 8), controle treinado (GCT, n = 8), sedentario com administracdo
de DHEA (GDS, n = 8) e treinado com administracdo de DHEA (GDT, n = 8),

esquematizados na Figura 2.

Ratos Wistar

l
n=32

/\

Treinados, n =16 Sedentarios, n — 16
GCT,n=8 GCS,n=28
GDT,n=28 GDS,n=38

Figura 2- Esquematizacdo da distribuicdo dos grupos. n = nimero de animais que compde
aamostra; GCT = controle treinado; GDT = DHEA treinado; GCS = controle sedentario;
GDS = DHEA sedentéario. Fonte: Autor (2016).

As condicdes ambientais do biotério da Fisiologia da UFTM, foram mantidas
durante todo processo experimental seguindo o Manual ou Utilizacdo de Animais em
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica elaborado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (CONCEA, 2016). Foi mantida a
temperatura de 20-23°C, umidade relativa de 40-70%, nivel de ruido 0,1 a 65dB e
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luminosidade, reproduzindo o ciclo claro e escuro a cada 12 horas. Os animais tiveram
livre acesso a agua e racdo ad libitum (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba,
PR) de composicao aproximada de Proteina bruta 22,0%, Umidade 12,5%, Extrato etéreo
4,5%, Matéria Mineral 10,0%, Matéria fibrosa 8,0%, Calcio 1,4% e Fdsforo 0,8%.

Os animais permaneceram em caixas coletivas com até quatro animais por caixa.
As caixas sdo constituidas por polipropileno autoclavavel, inquebréavel e resistente a
acidos, com dimensdo 41X34X16 cm, com tampa (grade) em arame perfilado de ferro
com tratamento em aco inox (Asis 304), com Eletropolimento. As mesmas sdo providas
de bebedouro e comedouro embutido em V, com laterais triangulares fixas, divisorias

basculantes formando o comedouro, separando-o do bebedouro (Figura 3A e 3B).

Figura 3 - Caixas de alojamento dos animais. 3A: vista lateral da caixa. 3B: vista superior
da caixa. Fonte: Autor (2016).

Para a transferéncia de uma caixa para outra, bem como para a pesagem dos
animais, os ratos foram manuseados de forma tranquila, suspendendo o animal com a
mao atrés das patas dianteiras e da cabeca, pelo meio do corpo. Esta técnica foi adotada
a fim de evitar o estresse do animal e possivel agressividade e intolerancia a manipulagdes
experimentais (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

5.2. DESENHO EXPERIMENTAL

O presente estudo é considerado uma pesquisa basica, experimental, exploratoria
e explicativa, que tem como objetivo explicar, analisar e avaliar os fatores que
determinam ou contribuem para a ocorréncia dos fendmenos (SOUZA, et al., 2013).

DHEA foi administrada por um periodo de oito semanas todos os dias nos grupos
GDS e GDT, no periodo matutino. Foi administrada uma dose de 20 mg/kg da massa
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corporal do animal. DHEA foi dissolvida em 6leo de sésamo (0,5 ml) e administrada pelo
método de gavagem. Os grupos controle receberam a mesma quantidade do veiculo (6leo
de sésamo) pelo mesmo periodo de tempo.

Para alguns grupos, parte da pesquisa consistiu em uma aplicacdo de um protocolo
de treinamento em meio liquido de oito semanas consecutivas (mesmo periodo de
administracdo da DHEA), no periodo vespertino. Entretanto antes do protocolo
experimental os animais dos grupos GCT e GDT passaram por um processo de adaptagédo
ao meio liquido por duas semanas antecedentes ao protocolo de treinamento fisico
propriamente dito.

Animais dos grupos sedentarios (GCS e GDS) foram colocados no tanque com
baixa profundidade, duas vezes por semana, por 10 minutos, durante todo o tempo de
protocolo de natacdo (oito semanas) a fim de evitar alteracGes fisiologicas decorrentes
das alteracOes causadas pelo estresse aquatico.

Vinte e quatro horas apds a Gltima sessao do protocolo de treinamento fisico, todos
os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico para canulacdo. Cateteres de
polietileno foram introduzidos na artéria femoral para registro de PA e outro na veia
femoral para infusdo das drogas. Ap6s canulacdo, os cateteres foram exteriorizados para
regido dorsal dos animais e fixados. Apds recuperacao da cirurgia (24 horas) foi realizado
um registro continuo da PA pulséatil por 30 minutos para obtencdo dos valores basais da
PA e FC, para posteriormente serem utilizados na analise da VFC. Logo apds a anélise
basal da FC e PA, foi realizado o teste da sensibilidade barorreflexa, por meio da
avaliacdo das respostas bradicardicas e taquicardicas reflexas, desencadeados por
administracdo de farmacos fenilefrina (FEN) e nitroprussiato de sédio (NPS). Em
sequéncia, foi realizado a terceira etapa do registro, onde o sulfato de atropina (ATRO) e
cloridrato de propanolol (PRP) foram administrado, tal procedimento permitiu quantificar
os efeitos simpético (ES) e vagal (EV) cardiaco.

Por fim, logo apds a realizagdo dos protocolos experimentais, 0s animais foram
eutanasiados. Apos a eutanasia foi realizada a excisdo de tecidos como coracdo, gordura
epdidimal e retroperitoneal, como também musculo soleo, para posteriores analises.

A Figura 4 ilustra por representacdo esquematica todos os procedimentos da

pesquisa.
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Distribuigdo dos grupos

Canulacdo

Eutandsia
Extracdo de tecidos

Adm. DHEA 20 mg/ Kg da massa corporal —todos os dias

Inicio

Sem 1|Sem 2Sem 3Sem 4/Sem 5 Sem 6/Sem 7. Sem 8/Sem 9| Sem 10| 24h 24h | Mesmo dia >
Término

*Pesagem — 1 x por semana

Protocolo de treinamento fisico — 5 vezes por semana |
Registros

Adaptacéo ao meio liquido
(grupos GCT e GDT)

Figura 4 — Desenho experimental. Adm = Administracdo; Sem = semana; h = horas; GCT
= controle treinado; GDT = DHEA treinado. Fonte: Autor (2016).

5.3 ADMINISTRACAO DE DHEA

No método gavagem, o animal é manualmente contido, sendo a imobilizacdo da
cabeca essencial nesse procedimento. Apés imobilizacdo, a substancia é introduzida na
cavidade oral ou no aparelho digestorio através de um tubo esofagico. Na presente
pesquisa, foi utilizado um tubo flexivel (ou agulha) e curvado com a ponta arredondada,
para evitar danos ao es6fago. A agulha de aco inox a ser utilizada (BD-12), contém 1,2mm
de didmetro da canula com esfera de 2,3mm, raio de 40mm e comprimento de 54 mm.

A agulha era cuidadosamente introduzida na cavidade oral, através da boca e da
faringe para o es6fago e a substancia era administrada lentamente (Figura 5A e 5B). Os
roedores comem e bebem muitas vezes ao dia. Por esse motivo, dificilmente estdo com o
estdbmago vazio. Como a distensdo méxima do estdbmago é no final do periodo escuro e a
quantidade minima, no final do periodo claro, pequenos volumes devem ser
administrados no inicio do periodo claro (ANDERSEN, et al., 2004).
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Figura 5 — Método de administracdo da DHEA; 5A e 5B: método de administracdo por
gavagem. Fonte: Autor (2016).

No presente estudo, DHEA foi administrada todos os dias da semana, durante oito
semanas nos grupos GDS e GDT. Foi utilizada uma dose de 20mg/kg de massa corporal
de DHEA (PARK e OMI, 2014; YIN, et al., 2015). DHEA foi dissolvido em 6éleo de
sésamo (0,5 ml) e administrado pelo método de gavagem, no periodo matutino (07h30min
as 08h00min) em uma Unica dose. Os grupos controle (GCS e GCT) receberam a mesma
quantidade do veiculo (6leo de sésamo), durante oito semanas, todos os dias, para que
sejam submetidos ao estresse da técnica, sem causar efeitos fisioldgicos. A massa
corporea dos animais foi averiguada toda semana durante o experimento e com isso

adequamos a quantidade de DHEA administrado.

5.4. PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO

Os animais dos grupos treinados (GCT e GDT) foram submetidos a sessdes de
treinamento fisico de natacdo em uma frequéncia de cinco vezes por semana em dias
consecutivos durante oito semanas consecutivas, entretanto o periodo total protocolo de
treinamento foi de dez semanas, devido a utilizacdo de duas semanas antecedentes ao
protocolo de treinamento para o processo de adaptacdo dos animais.

O protocolo de natagdo foi executado em um tanque de vidro, cujas dimensdes
correspondem a 100 cm x 50 cm x 60 cm, contendo agua aquecida em 30+1°C a uma
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profundidade de 40 cm, suficiente para evitar que os animais apoiem a cauda no fundo
do mesmo. (Figura 6A e 6B). Durante as sessdes de treinamento, cada animal foi colocado
em subdreas individuais para evitar estresse e afogamento decorrentes do acimulo de
animais em um mesmo local. O treinamento fisico foi realizado sempre no mesmo

periodo do dia, evitando interferéncia de mudancas no ciclo para os animais.
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Figura 6 - Treinamento; 6A: imagem do tanque de vidro utilizado para realizacdo do
protocolo; 6B: Imagem dos animais executando o protocolo de natacdo. Fonte: Autor
(2016).

Antes de iniciar o protocolo de treinamento fisico, foi realizado um processo de
adaptacdo ao meio liquido, que constituiu em colocar os animais na agua a uma
temperatura de 30+1°C, com uma profundidade de 10 cm, por um periodo de duas
semanas, cinco dias por semana, por trinta minutos, com a finalidade de reduzir um
possivel estresse dos animais ao realizar exercicio fisico no meio liquido (Adaptado
LEITE e ROMBALDI, 2015).

Nas subsequentes oito semanas, o tempo de treinamento foi progressivo na
primeira semana, como mecanismo de adaptacgdo, iniciando com 10 minutos no primeiro
dia, finalizando ao quinto dia com 50 minutos. A partir da segunda semana, 0 tempo
permaneceu fixo, sendo de 60 minutos cada sessdo, sendo que esse delineamento pode
ser observado na Tabela 1.

A partir da segunda semana de treinamento, foi imposta uma sobrecarga de
intensidade (peso na cauda) calculada de acordo com a massa corporal inicial dos animais.
A sobrecarga foi imposta de forma progressiva, iniciando com 1% da massa corporal e
aumentando gradativamente para 5% da massa corporal (tabela 1). Para ajuste da
intensidade relativa, os animais foram pesados em uma balanca (Filizola) no primeiro dia
de cada semana. Esse protocolo de natacdo foi previamente caracterizado de baixa a

moderada intensidade e longa duracdo, capaz de otimizar a capacidade oxidativa
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muscular (LANCHA JUNIOR, 1991; MEDEIRQOS, et al., 2000; MEDEIROS, et al.,

2004).

Tabela 1 - Delineamento do protocolo de treinamento. Duragédo da sessdo em minutos e
carga de treino (%) durante as oito semanas do protocolo de treinamento fisico. min =
minutos; % = percentual de sobrecarga da massa corporal (Adaptado LANCHA JUNIOR,

1991).
Semanas
1 2 3 4 5 6 7 8

Segunda-feira | 10min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min
1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

Terca-feira [ 20min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min
1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

Quarta-feira | 30min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 Mmin
1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

Quinta-feira | 40min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min
1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

Sexta-feira | 50 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min
1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

O peso foi confeccionado manualmente pela equipe de pesquisadores envolvidos

no estudo, e consistiu no agrupamento de chumbos de pesos variados, envoltos em um

pequeno saco plastico atado a um elastico de borracha que, posteriormente, foram pesados

em uma balanca de precisdo para atestar o uso adequado da sobrecarga (Figura 7). Os

pesos foram posicionados no terco proximal da cauda dos animais, evitando-se que

figuem apertados a ponto de cessar o fluxo sanguineo local, ou que causassem incomodo

ao animal. Ao inicio de cada semana foi realizada nova pesagem para readequacéo das

cargas, quando necessario.
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Figura 7- Imagem de exemplificacdo da confeccao do peso (carga) utilizada no protocolo
de treinamento fisico. Fonte: Autor (2016).

Os animais dos grupos sedentarios (GCS e GDS) foram levados ao laboratério e
colocados no tanque com agua de baixa profundidade (10 centimetros de imersao) a uma
temperatura de 30+1°C durante 10 minutos, duas vezes por semana, durante as oito
semanas do protocolo de natacdo, para efetivar o efeito do treinamento fisico nos grupos
treinados e evitar possiveis alteracdes fisioldgicas decorrentes das alteracGes causadas
pelo estresse hidrico. (Adaptado MEDEIROS, et al., 2004).

Ratos sdo homotérmicos, ou seja, controlam a temperatura corporal, independente
da variacdo térmica do ambiente, variando sua taxa metabélica (ANDERSEN, et al.,
2004). Variagbes bruscas de temperatura podem causar estresse e alterar a taxa
metabolica, por esse motivo, ap6ds cada sessdo de treinamento aquético, os animais foram
secados individualmente com toalhas de papel para remover o excesso de agua e, em
seguida, permaneceram em uma caixa fechada com uma lampada de 40 watts por cinco
minutos para otimizar a secagem e evitar assim o estresse térmico. Apos a secagem, foram

realocados em suas respectivas caixas.

5.5. MASSA CORPOREA E INDICE DE LEE

Os animais foram pesados semanalmente (mesmo dia da semana e mesmo

horéario). Antes de iniciarmos o protocolo, a amostra foi pesada para serem alocados em
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seus respectivos grupos. Apés o inicio do protocolo experimental foi realizada a
mensuracao da massa corporal a fim de ajuste da carga de treinamento, como também de
administragdo do horménio DHEA. Além disso, uma outra pesagem foi realizada na data
que antecedeu a eutanasia. Para a mensuracdo da massa corporal, foi utilizada uma
balanca (marca Filizola), com capacidade maxima de 2kg e minima de 5g. O
comprimento nasoanal foi realizado ao final do experimento, apds anestesia do animal,
com as medidas registradas através de uma fita métrica.

indice de Lee é utilizado como forma acurada e rapida para determinar obesidade
em ratos. O Indice de Lee, foi calculado, ao final do experimento, a partir da relacéo entre
a massa corporal e comprimento nasoanal do animal [ massa corporal ¥* (g) /
comprimento nasoanal (cm) x 10]. Para valor igual ou inferior a 30 g/cm os animais foram
classificados com eutréficos, entretanto, valor superior a 30 g/cm foram classificados
como obesos (CAMPOS, et al., 2008; RESENDE, et al., 2016).

5.6. PROTOCOLOS DE REGISTRO

Ao termino da oitava semana do protocolo de treinamento fisico, 24 horas apos a
ultima sesséo de natacdo, os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico para
canulacdo. Os animais foram anestesiados com Tribromoetanol (250 mg/kg i.p). Apés
confirmagéo de que o animal estivesse sob efeito da anestesia, 0 mesmo foi posicionado
em uma mesa apropriada e fixado em decubito dorsal para o inicio da cirurgia.

Foi realizada a tricotomia e abertura do campo cirurgico, para exposicao da artéria
e da veia femoral a serem canuladas (Figura 8A). Apds dissecacdo do local e isolamento
dos valos, cateteres de polietileno PE-10 fundido a uma extensdo de PE-50; Clay
Adams™ Brand, PolyethyleneTubing, Becton Dickinson, Sparks) foram introduzidos na
artéria femoral para registro de PA e outro na veia femoral, para posterior infusdo de
drogas (Figura 8B e 8C). Apos canulagdo, os cateteres foram exteriorizados atraves do
tecido subcutaneo para regido dorsal dos animais e fixados com suturas (Figura 8D), e 0s
mesmos permaneceram 24 horas em caixas individuais para recuperacdo pos-operatoria
(DIAS DA SILVA, et al., 2009).
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Figura 8 - Canulacéo; 8A: visualizacdo da abertura do campo cirdrgica para exposicao da
veia e artéria femoral; 8B: veia pos-canulacdo e destaque da artéria a ser canulada; 8C:
veia e artéria pds-canulacdo; 8D: visdo final com canulas no dorso do animal. Fonte:
Autor (2017).

O registro foi realizado de maneira continua, com intervalos de aplicacao entre 0s
farmacos, detalhados por etapas nas proximas sessdes e descritos a seguir.

12 Etapa. Foram realizados registros continuos da PA pulsétil por 30 minutos para
obtencéo dos valores basais da PAS, PAD, FC e variabilidade cardiovascular.

2° Etapa. Foram realizados registros da PA pulsatil sob o efeito da aplicacdo
endovenosa de FEN e NPS para verificagdo do controle da sensibilidade barorreflexa.

3% Etapa. Foram realizados registros da PA pulsatil sob o efeito da aplicacdo
endovenosa de ATR e PRP para avalia¢do do ténus autonémico cardiaco e FIMC e indice
simpato-vagal.

5.6.1. 1° etapa do registro: Avaliacdo de Pardmetros Hemodinamicos

Ap0s 24 horas de recuperacgdo cirargica, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de PA (Statham P23Gb, Hato Rey, PR) e a um amplificador de sinais (Model
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8805A, Hewlett-Packard, USA), onde o sinal foi convertido por uma placa analogo-
digital (com frequéncia de amostragem — 1000 Hz) e em sequéncia transferido a um
sistema computadorizado de aquisi¢cdo de dados (Aqdados, Lynx Tec. Eletron. SA, Séo
Paulo, Brasil) e posteriormente armazenado no computador (Figura 9A e 9B).

Os animais permaneceram em uma sala com temperatura de 27°C e sem ruidos.
Ap0s o posicionamento do animal e conexdo ao equipamento, 0S mesmos passaram por
um periodo de adaptacdo de 15 minutos e em seguida apos a adequacao da captacdo do
sinal, iniciou o registro continuo da PA de pulsatil por 30 minutos para obtencdo dos
valores basais de PA e FC, que foram utilizados posteriormente para analise da VFC e
VPA no DT e no DF (DIAS DA SILVA, et al., 2009).

Figura 9 - Laboratério de registro. 9A: Conexao do cateter arterial ao equipamento; 9B:
instalacdo e conexdo do equipamento para registro dos parametros hemodinamicos.
Fonte: Autor (2017).

5.6.2. 2°etapa do registro: Sensibilidade barorreflexa cardiaca

A segunda etapa do registro foi realizada continuamente ao término do protocolo
de registro basal da PA e FC. O teste da sensibilidade barorreflexa foi realizado em todos
0s animais por meio da avaliacdo das respostas bradicardicas e taquicardicas reflexas,
geradas por elevagdes e reducgdes da PA. Para isso, foram administradas aleatoriamente,
doses endovenosas de FEN (20- 40 pg/kg) e NPS 80- 160 pg/kg) em concentragdes
diferentes pelo cateter da veia femoral exteriorizado no dorso dos animais, ambos no
volume de 100 ml/kg para cada dose. O intervalo entre cada dose foi de 5 minutos para
se registrar as elevacoes e redugdes de PA (Figura 10) (DIAS DA SILVA, et al., 2009).
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Adm. FEN Adm. NPS
Inicio Término
20 pg/ kg 40 pg/ kg 80 pg/ kg 160 pg/ kg
[ Basal FEN FEN NPS NPS
t=3 min t=5min t=5min t=5min t =5 min
Adm. FEN Adm. NPS

Figura 10 — Representacdo esquematica do protocolo de teste da sensibilidade
barorreflexa cardiaca. min = minutos; t = tempo; Adm = Administracdo; FEN =
Fenilefrina; NPS = Nitropussiato de Sodio; ug/kg = micrograma por quilo de massa
corporal. Fonte: Autor (2016).

As magnitudes da bradicardia e taquicardia reflexa induzidas, respectivamente
pelas respostas pressoricas da FEN (agonista do receptor al-adrenérgico) ou depressora
do NPS (vasodilatador), foram calculadas através do método sequencial (FAZAN, et al.,
2011; SIMOES, et al., 2016). Rampas progressivas ou decrescentes da PA sistdlica (PAS)
e intervalo de pulso (IP) foram automaticamente detectadas a partir de séries de
batimento-a-batimento a partir do periodo basal de gravacdo. Sequéncias definidas por
rampas de quatro valores de PAS, com alteracGes paralelas de IP que mostraram
coeficientes lineares mais altos que 0,8. Finalmente, a sensibilidade barorreflexa foi
calculada como a inclinagdo (ms/ mmHg) das linhas de regressao linear entra a PA e IP
subsequentes (FAZAN, et al., 2011)

5.6.3. 3° etapa do registro: Tdénus autonémico cardiaco

Apbs o protocolo de avaliacdo da sensibilidade barorreflexa cardiaca, foi realizada
a terceira etapa, onde foi administrado por via intravenosa um antagonista do receptor
muscarinico colinérgico, a ATRO na concentracdo de 5 mg/kg, a fim de bloquear a acado
parassimpatica sobre o coracdo. 10 minutos depois, administraremos um - bloqueador,
PROP, com o proposito de bloquear a atividade simpética no coragdo, na concentracao
de 4 mg/kg um registro de mais 10 minutos foi executado.O volume maximo foi de 1,0
ml por inje¢cdo. Ambas drogas foram administradas no cateter femoral exteriorizado no

dorso do animal (Figura 11). Importante ressaltar que a resposta da FC a essas drogas
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tem o seu pico por volta de trés a cinco minutos ap0s a administragdo endovenosa
(MACHI, et al., 2016).

Em metade dos animais, para cada grupo experimental, a ordem de bloqueio
autondmico foi invertida permitindo a avaliacdo da frequéncia intriseca de marcapasso
cardiaco (FIMC), bem como a quantificacdo do ténus simpatico (TS) e vagal (TV)
cardiaco e o indice simpato-vagal (ISV). No protocolo incuindo PROP/ ATRO a
sequéncia foi considerada TV, enquanto a resposta do protocolo ATRO/PROP a
sequéncia foi considerada TS. O TS foi deterinado com a diferenca entre a FC maxima
apos a injecdo de ATRO e FIMC, ja o TV foi medido através da diferenca entre a FC
mais baixa ap0s a injecdo de PROP e a FIMC ( SANCHES, et al., 2009; SHIMOJO, et
al., 2015; MACHlI, et al., 2016).

Animall  Adm. ATRO Adm. PROP
Inicio Término
4 mg/kg 5 mg/kg
[ Basal ATRO PROP
t =23 min t =10 min t =10 min
Animal 2
Adm. PROP Adm. ATRO L
.. Término
Inicio
5 mg/kg 4 mg/kg
|: Basal PROP ATRO
t=3 min t =10 min t =10 min

Figura 11 — Representacdo esquematica do protocolo de teste de tdnus autonémico
cardiaco. min = minutos; t = tempo; ATRO = Sulfato de Atropina; PROP = Cloridrato de
propanolol; mg/kg = miligrama por quilo de massa corporal. Fonte: autor (2016).

5.7. VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA E DA PRESSAO
ARTERIAL

O sinal de PA, continuamente registrado ao longo do protocolo, foi processado
por software especifico (PRE 24), gerando séries temporais batimento-a-batimento de IP,
PAS e PA diastolica (PAD). A variancia dos valores de IP, PAS e PAD dentro do periodo

basal sera tomada como um indice de variabilidade no DT.
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A variabilidade do IP, PAS e PAD foram também avaliadas no DF,
empregando-se 0 método de anélise espectral auto regressivo (AR) (MALLIANI, 1991;
TASK FORCE, 1996). Séries temporais de IP, PAS e PAD, coletadas durante os 30
minutos basais, foram divididas em segmentos seriados de 300 batimento, sendo que todo
segmento sucessivo sobrepunha em 50% (100 batimentos) ao segmento anterior (método
de Welch). Usando segmentos estacionarios das séries temporais, parametros
autoregressivos foram estimados através do método de Levinson-Durbin e a ordem do
modelo foi selecionada de acordo com o critério de Akaike. Este procedimento permite
uma automatica quantificacdo do centro de frequéncia e poténcia de cada componente
oscilatorio presente na série temporal.

Em seguida, sobre cada segmento estacionario individual de 300 batimentos, a
decomposicdo espectral foi realizada mediante uso do software adequado (LA24). Este
procedimento permite automaticamente quantificar a frequéncia central e a poténcia de
cada componente espectral relevante em unidades absolutas, bem como em unidades
normalizadas.

O procedimento de normalizacao, aplicado a variabilidade do IP e a VPAS e
VPAD, foi realizado pela divisdo da poténcia do componente de baixa frequéncia (low
frequency — LF; 0,25-0.75 Hz) ou de alta frequéncia (high frequency — HF; 0.75 —2.50
Hz) pela poténcia espectral total, da qual se subtrai a poténcia da banda de muito baixa
frequéncia (very low frequency — VLF, 0.01-0.25 Hz), multiplicando-se o resultado por
100 (MALLIANI, 1991; TASK FORCE,1996). Os parametros espectrais obtidos para
cada segmento estacionario individual de 300 batimentos foram medidos e valores
médios resultantes para os 30 minutos basais foram estabelecidos para cada animal.

5.8. EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Apbs o término dos protocolos experimentais, todos os animais foram
eutanasiados com uma dose suprafisioldgica de anestésico thiopental sédico (100 mg/kg)
seguindo as orientagdes do “Guia Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia em
Animais — Conceitos e Procedimentos Recomendados”, criado pelo Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV, 2013). Apdés a eutanasia dos animais, tecidos foram
excisados lavados em solugdo fisioldgica (0,9%) e pesados, tais como o0 coracdo (para

estudo da massa cardiaca e analise de Oxido nitrico), tecido adiposo epididimal e
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retroperitoneal (para quantificacao de tecido gorduroso) e musculo séleo (para analise de

Oxido nitrico).

5.8.1. Massa cardiaca

ApoGs a eutanasia dos animais, os cora¢fes foram excisados, lavados em soro
fisiologico e pesados, em seguida tiveram suas cAmaras separadas da seguinte forma:
atrios direito e esquerdo juntos, ventriculos direito e esquerdo, separadamente. Desta
forma, foi calculada as raz6es massa do coracdo inteiro/massa corporal, massa dos
atrios/massa corporal e massa dos ventriculos direito e esquerdo/peso corporal, para
estimar a ocorréncia de hipertrofia cardiaca com o treinamento fisico (MEDEIROS, et
al., 2000). Apo6s pesagem, parte do tecido cardiaco foi armazenado e congelado a -80°C

para avaliacdo de concentracdo de NO.

5.8.2. Tecido adiposo visceral, epididimal e retroperitoneal

A gordura visceral possui alta correlacdo com o desenvolvimento de doencas e em
ratos, pois a mesma € composta principalmente pelos dep6sitos epididimal e
retroperitoneal (MAUER, HARRIS, BARTNESS, 2001). Na presente pesquisa,
coletamos a gordura epididimal e retroperitoneal, para mensuracdo da massa (g) dos
tecidos. Consideramos gordura visceral a somatoria da gordura epididimal com a
retroperitoneal. Os tecidos foram lavados com soro fisiologico, secados e pesados em

uma balanca de alta precisdo para quantificacdo do tecido adiposo branco.

5.8.3. Musculo soleo

O mdasculo soleo dos animais foram recolhidos, lavados com soro fisiologico
(0,9% plv), secados e pesados. Apos a pesagem foram congelados a -80°C para

determinacéo de NO atraves da dosagem de nitrito.
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5.9. CONCENTRACAO DE NITRITO: OXIDO NiTRICO

Para dosagem da concentragdo de nitrito como forma de inferéncia de uma
variacdo da funcdo endotelial, o0 masculo séleo (porgdes branca e vermelha) e o coracéo
serdo utilizados para fornecer um parametro diretamente ligado a performance obtida
com o treinamento de endurance. Serdo realizadas analises nos animais e em cada animal
serdo realizadas trés medidas.

Para a dosagem de NO foi realizado a Reacdo de Griess como descrito por Sa-
Nunes e colaboradores, 2007, na qual é feita a quantificacdo de nitrito no sobrenadante
do homogenato de tecido como parametro indireto da producdo de NO. Para tanto 50ul
do sobrenadante do homogenato de tecido, foi entdo distribuido em placas de 96 pocos e
seguida da adicdo de 50l da solucéo de revelacdo na diluicdo de 1:1 das solucdes A e B
(A: 1 % sulfamilamida em 5% de acido fosforico (H3PO4) e B: 0,1% NEED). Para a
quantificacdo de NO, a absorbacia foi medida em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 554nm. Os resultados foram calculados a partir de uma curva-padrao nitrito de

sodio (NaNO2) e expressos em UM.

5.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média+ erro padrdo da média (EPM). Teste
de Shapiro-Wilks foi empregado para a avaliacdo da normalidade de distribuicédo e
homogeneidade da variancia das amostras. Para analise da massa corporal semanal foi
aplicado o teste ANOVA two-way para medidas repetidas. Para as outras variaveis, em
se tratando de dados paramétricos, os grupos foram comparados por analise de variancia
para dois fatores (ANOVA two-way), seguido do pos-teste de Tukey. Para dados nédo
paramétricos os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. Para analise de
associacao entre o Variancia da VFC e FC foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson.
As diferencas entre as comparacOes efetuadas foram consideradas estatisticamente
significativas quando a probabilidade estatistica foi menor que 5% ( p< 0,05). As analises
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foram conduzidas utilizando-se o softwareSigmaStat® 2.03 (JandelScientific Software;
SPSS, Chicago, IL).

6. RESULTADOS

Analisando os dados obtidos na presente pesquisa, € possivel observar que ao
inicio do protocolo experimental todos os animais utilizados ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a massa corporal, demostrando desta forma a homogeneidade entre
0s grupos. Por outro lado, ao final das oito semanas, 0s animais do GDS apresentaram
uma inibi¢do do ganho de massa corporal (403,75+5,969) quando comparado aos demais
grupos (445,63+13,44g em GCS; 433,138,079 em GCT e 453,137,259 em GDT; p<
0,05). O GDS (408,13+3,779) diferiu-se significativamente com o GDT (436,25+6,18()
e do GCS (416,88+6,19¢; p<0,05) a partir da quarta semana € com 0 grupo controle
treinando (405,00£3,54g em GDS; 420,63+£7,04g em GCT; p<0,05) a partir da quinta

semana de protocolo (Figura 12).
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Figura 12 — Valores de média (tEPM) da massa corporal semanal das oito semanas. GCS
= Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle treinado; GDS = Grupo DHEA
sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado. 3 p<0,05 vs. GDT; ? p<0,05 vs. GCS; ¢p<0,05
vs. GCT.

Na figura 13A podemos observar que ao final das oito semanas, os animais do
GDS (403,75+5,969) apresentaram um menor ganho de massa corporal quando
comparado aos demais grupos (445,63+13,44g em GCS; 433,13+8,07g em GCT;



47

453,13+7,259 em GDT; p< 0,05). Em relacdo ao indice de Lee, utilizado para estimar
obesidade em ratos, encontramos um menor valor entre 0s grupos treinados
(52,43+1,86g/cm em GCT; 50,43+0,708g/cm) quando confrontados aos seus respectivos
grupos sedentarios (56,91+1,54 g/cm em GCS; 57,49+0,83 g/cm em GDS; p<0,05)
(figura 13B), porem de acordo com a classificacdo de Lee, todos os grupos foram

classificados como obesos (> 30 g/cm).
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Figura 13 - Valores de média (+EPM) da massa corporal final (A) e do indice de Lee
(B). GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle treinado; GDS = Grupo
DHEA sedentario; GDT = Grupo DHEA treinado. p<0,05 vs. GCS; ® p<0,05 vs. GCT; ¢
p<0,05 vs. GDS; d p<0,05 vs. GDT.

Entretanto, podemos evidenciar na Figura 14A que os animais do GDS
apresentaram menores valores de gordura epididimal (1,93+0,05g) em comparagdo aos
outros grupos (2,36+£0,07g em GDT; 3,12+0,07g em GCS e 2,860,079 em GCT;
p<0,05). Observou-se também que os animais GDT apresentaram menores valores de
gordura epididimal comparados aos animais do GCS e GCT (p<0,05). Em adicéo,

constatou-se que o GCT apresentou menor gordura epididimal em relagdo ao GCS

(p<0,05).
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Os valores de gordura retroperitoneal se apresentaram de forma similar aos da
gordura epididimal. O GDS (4,47+0,10g) demostrou menores valores de gordura
retroperitoneal quando comparado aos demais grupos (5,60+0,79 em GDT; 7,42+0,24g
em GCS e 6,68+0,07g em GCT; p<0,05). Além disso, 0o GDT apresentou menores valores
de gordura retroperitoneal comparado aos animais dos grupos controles (p<0,05).
Constatou-se também que o GCT apresentou menor gordura retroperitoneal em relagdo
ao seu respectivo grupo sedentério (p<0,05) (Figura 14B).

Os resultados analisados da gordura visceral, foram semelhantes aos encontrado
nos demais tipos de gorduras (6,4+0,14g em GDS; 7,96+0,7g em GDT; 10,54+0,3g em
GCS e 9,51+0,07g em GCT; p<0,05), onde podemos observar através da Figura 14C.
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Figura 14 - Valores de média (+EPM) da gordura epididimal (A), da retroperitoneal (B)
e da visceral (C). GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle treinado;
GDS = Grupo DHEA sedentario; GDT = Grupo DHEA treinado. 2 p<0,05 vs. GCS; P
p<0,05 vs. GCT; 4 p<0,05 vs. GDT.
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Quando corrigimos os valores de gordura epididimal com a massa corporal, 0s
resultados se mantiveram semelhantes aos encontrados nos valores da gordura absoluta
(0,02+0,01 g em GCS; 0,01+0,01g em GCT; 0,00+£0,00g em GDS; 0,00+£0,01g em GDT,
p<0,05) (Figura 15A), bem como a gordura relativa retroperitoneal (0,02+0,00g em GCS;
0,01+0,01g em GCT; 0,00+0,00g em GDS e 0,00+£0,00g em GDT; p<0,05) (Figura 15B)
e gordura relativa visceral (0,02+0,00g em GCS; 0,02+g em GCT; 0,01+0,00g em GDS

e 0,01+0,00g em GDT; p<0,05) ( Figura 15C).
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Figura 15 - Valores de média (xEPM) da gordura relativa epididimal (A), da
retroperitoneal (B) e da visceral (C). GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo
controle treinado; GDS = Grupo DHEA sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado. 2
p<0,05 vs. GCS; ? p<0,05 vs. GCT; 9 p<0,05 vs. GDT.
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Os registros hemodinamicos basais fornecem dados capazes de tracar o perfil da
FC e da PA de repouso dos animais e podem ser evidenciados na Tabela 2. A FC basal
do GDS, apresentou-se reduzida (322,7+7,0bpm) em relacdo ao GCS (362,7+£10,0bpm;
p<0,05). Alem disso, o GCT apresentou uma maior bradicardia (284,7+8,0bpm) de
repouso quando comparado aos demais grupos (em GDS; 322,7+7,0bpm 332,0+7,6bpm
em GDT e 362,7+10,0bpm em GCS; p< 0,05).

Em se tratando dos niveis pressoricos, pode-se observar ndo houve diferenca no
comportamento da PAS entre os grupos estudados. Entretanto, a PAD dos grupos que
receberam DHEA por um periodo de oito semanas foram significativamente maiores
(105,9£39mmHg em GDS; 104,1+2,6mmHg em GDT) em relacdo ao GCS
(78,2+£3,5mmHg; p<0,05). Resultados similares foram constatados na PAM, cujo 0s
valores foram maiores nos grupos DHEA (111,8+4,8mmHg em GDS; 112,8+2,4mmHg
em GDT) em relacdo ao GCS (91,2+2,6 mmHg), além disso a PAM do GDT foi maior
em relagcdo ao GCT (99,3+6,8mmHg; p<0,05).

Tabela 2 — Parametros hemodindmicos basais dos animais dos grupos controle
sedentério (GCS), controle treinado (GCT), DHEA sedentério (GDS) e DHEA treinado

(GDT).
GCS GCT GDS GDT
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08)
FC (bpm) 362,7 + 10,0 284,7 + 8,0° 322,7 +7,0%P 332,0+7,6°
PAS (mmHg) 117,1+3,1 116,4 + 6,1 123,7+7,3 130,2 +3,2
PAD (mmHg) 78,2+35 90,7+ 7,4 105,9 + 3,92 104,1 +2,6°
PAM (mmHg) 912+26 99,3 +6,8 111,8 + 4,8 112,8 + 2,43P

Dados apresentados como media £ (epm). FC = frequéncia cardiaca, PAS = pressao arterial
sistolica, PAD = pressdo arterial diastolica e PAM = pressdo arterial média. # p<0,05 vs. GCS; ®
p<0,05 vs. GCT.

A Tabela 3 refere-se aos valores médios da VFC em repouso no DT e no DF.
Nota-se que o IP do GCT foi maior (211,85+5,75ms) em relacdo aos demais grupos
(186,57+4,25ms em GDS; 181,36+4,12ms em GDT e 166,29+4,57ms em GCS; p<0,05).
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Além disso, 0 GDT e GDS obtiveram maiores valores de IP quando comparado ao GCS
(p<0,05). Verificamos também que o0s grupos treinados apresentaram uma maior
variancia da VFC (54,46+8,29ms? em GDT; 50,57+3,10ms?em GCT) com uma diferenca
significativa em relacio aos seus respectivos grupos sedentérios (39,13+5,93ms? em
GDS; 36,36+5,09ms? em GCS; p<0,05).

Atraveés da anélise do DF, tragamos o perfil da modulagao dos sistemas simpaticos
e parassimpaticos, decompostos em espectros de frequéncia. No que tange a atuagao
simpatica, representada pelo componente da banda de LF, os grupos treinados tiveram
uma menor modulagéo (5,11+1,15ms? em GDT; 10,00+2,36ms? em GCT) em relagdo aos
grupos sedentarios (17,67+5,08ms?> em GDS; 20,09+2,29ms?> em GCS; p<0,05).
Resultados estes que se mantiveram quando analisamos os valores normalizados do
componente LF (LFnu), no qual os grupos treinados mostraram menores valores
(18,64+2,10ms?> em GDT; 19,62+2,02ms?> em GCT) quando comparados aos Seus
respectivos grupos sedentarios (26,31+3,57ms? em GDS; 31,37+3,01ms? em GCS,
p<0,05).

Em contrapartida, podemos evidenciar que a influéncia vagal, representada pelo
HF, ndo se diferiu entre os grupos (p = 0,065). Entretanto, quando analisamos o HF
normalizado (HFnu), o GDS apresentou maiores valores (73,69+3,57ms?) em relagdo ao
GCS (41,43+2,69ms?;, p <0,05). O HFnu nos grupos treinados mostrou-se maior
(80,52+1,93ms? em GDT; 84,10+3,39ms? em GCT; p<0,05) em relagio a GCS (p<0,05).
Quanto ao VLF, que ha indicios de relacdo com o0 SRAA e a termorregulacdo os grupos
ndo se diferiram entre si.

Para estabelecer as alteragdes absolutas e relativas entre componentes simpaticos
e vagais, a fim de caracterizar o balan¢o autonémico sobre o coragdo, calculamos a
relacdo LF/HF. Apo6s o calculo, verificamos que o GDS apresentou menor indice
(0,75%0,15), com uma diferenca significativa ao ser comparado com o GCS (1,71+0,64;
p<0.05). Ademais, 0s grupos treinados apresentaram menor relacdo LF/HF (0,20+0,05
em GDT; 0,28+0,08 em GDT), comparado aos grupos sedentarios (p<0,05).
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Tabela 3 — Valores das médias (:EPM) dos componentes da VFC no dominio do tempo
e da frequéncia nos animais do grupo controle sedentario (GCS), controle treinado (GCT),
DHEA sedentéario (GDS) e DHEA treinado (GDT).

GCS GCT GDS GDT
IP (ms) 166,29+4,57 211,8545,75° 186,57+4,252P 181,36+4,12 P
Variancia (ms?) 36,36+5,09 50,57+3,10°2 39,13+5,93" 54,46+8,29 3¢
VLF (ms?) 26,34+7,61 21,91+2,62 25,93+2,38 30,2645,37
LF (ms?) 20,09+2,29 10,002,362 17,67+5,08° 5,11+1,153¢
LFnu (%) 31,37+3,01 19,62+2,022 26,31+3,57° 18,64+2,102¢
HF (ms?) 20,84+4,35 40,69+3,79 26,79+9,15 28,75+3,43
HFnu (%) 41,43+2,69 84,10+3,39° 73,69+3,572 80,52+1,93°2
Relacio LF/HF 1,71+0,64 0,28+0,082 0,75+0,15%b 0,20+0,052¢

Dados expressos como média + EPM. IP = intervalo de pulso; VLF = banda de muito baixa
frequéncia “very low frequency”’; LF = banda de baixa frequéncia “low frequency”’; HF = banda

de alta frequéncia “high frequency”; nu = unidades normalizadas.  p<0,05 vs. GCS;? p<0,05 vs.
GCT; ¢ p<0,05 vs. GDS.

A tabela 4 apresenta resultados da variabilidade da PAS e PAD. Podemos
evidenciar que o GDS (12,62+3,51mmHg?) possui menores valores de variancia da PAS
em relagdo aos demais grupos (19,62+5,75mmHg? em GDT; 25,56+2,95mmHg? em
GCS; 23,08+2,07mmHg?; p<0,05). N3o houve diferenca quanto aos valores da banda LF
entre 0s grupos, tampouco dos seus valores normalizados (LFnu) na VPAS, bem como
no componente VLF.

Em relagdo a VPAD, o GDS apresentou menor variancia (9,70+2,46ms?) em
relagcdo aos demais grupos (20,68+5,28mmHg? em GDT; 19,78+2,52mmHg? em GCS;
18,08+3,60mmHg? em GCT; p<0,05). Outrossim, 0 GDS apresentou menor valor médio
de LF (3,58+0,96mmHg?) comparado com os demais grupos (8,59+2,50mmHg? em
GDT; 7,62+1,30mmHg? em GCS; 6,20+0,76mmHg? em GCT; p<0,05). No entanto,
quando analisamos os valores de LFnu ndo encontramos diferencas significativas entre

0S grupos.
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Tabela 4 — Valores das médias (xEPM) dos componentes da VPAS (Variabilidade da
Pressdo Arterial Sistolica) e VPAD (Variabilidade da Pressdo Arterial Diastolica) no
dominio do tempo e da frequéncia nos animais do grupo controle sedentario (GCS),
controle treinado (GCT), DHEA sedentério (GDS) e DHEA treinado (GDT).

GCS GCT GDS GDT

VPAS

Variancia (mmHg?)  25,56+2,95 23,08+2,07 12,62+3,512P 19,62+5,75°
VLF (mmHg?) 13,45+1,79 11,34+1,30 5,69+1,84 9,00+2,99
LF (mmHg?) 8,91+1,01 5,92+1,00 5,23+1,51 8,42+2 43
LFnu (%) 70,35+3,13 71,0745,20 74,02+3,55 78,69+0,99
VPAD

Variancia (mmHg?)  19,78+2,52 18,08+3,60 9,70+2,46 2P 20,68+5,28°
VLF (mmHg?) 10,64+1,40 9,02+2,15 5,04+1,46 9,36+2,37
LF (mmHg?) 7,62+1,30 6,20+0,76 3,58+0,96 &P 8,59+2,50°
LFnu (%) 79,40+3,74 71,03+4,80 76,00+4,58 77,34+1,93

Dados expressos como média + EPM. VLF = banda de muito baixa frequéncia “very low
frequency”; LF = banda de baixa frequéncia “low frequency”; HF = banda de alta frequéncia “high
frequency”’; nu = unidades normalizadas. # p<0,05 vs. GCS; b p<0,05 vs. GCT; ° p<0,05 vs. GDS

A Figura 16 ilustra o efeito direto do bloqueio simples de cada sistema do controle
autonémico cardiaco. Ao administrarmos PROP intravenosa, bloqueamos a a¢do do SNS,
de modo que seja possivel segregar a acdo deste sistema sobre a FC. Apds analisarmos a
FC antes e ap0s a infusdo de PROP, avaliamos o ES. Verificamos um menor ES no GDS
(-15,22+3,72bpm) quando confrontados aos respectivos grupos controle (-
30,70+£3,55bpm em GCS; -30,06+2,04bpm; p<0,05). J& na Figura 17, demostra o
bloqueio simples do SNS apds infusdo de ATRO. Desta maneira, apds analisarmos a FC
antes e ap6s a droga, avaliamos o EV sobre o coracdo. Ndo houve diferenca significativa

entre 0s grupos nessa variavel.
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Figura 16 - Valores de média (xEPM) do efeito simpéatico. GCS = Grupo controle
sedentario; GCT = Grupo controle treinado; GDS = Grupo DHEA sedentério; GDT =
Grupo DHEA treinado; FC = frequéncia cardiaca. a p<0,05 vs. GCS; b p<0,05 vs. GCT
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Figura 17 - Valores de média (EPM) do efeito vagal. GCS = Grupo controle sedentario;
GCT = Grupo controle treinado; GDS = Grupo DHEA sedentario; GDT = Grupo DHEA
treinado; FC = Frequéncia cardiaca.
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A FIMC esté representada na figura 18, juntamente com o TSe TV. A FIMC nédo
apresentou diferenca entre os grupos. J& o TV no GCT apresentou maior valor ( -
70+14,49bpm) comparado aos grupos GDS e GDT (-32,41+12,39bpm em GDS e -
32,85+15,31bpm; p<0,05), demostrando um aumento da acdo parassimpatica sobre o
coracdo. O GCS demostrou um maior TV (-52,11+1,58bpm) em relacdo aos grupos
DHEA (p<0,05) O GDS demostrou um maior TS (32,41+12,39bpm) em relagdo ao GCS
(34,55+2,90bpm; p<0,05) e ao GDT (26,02+3,02bpm; p<0,05).
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Figura 18 - Valores de média (xEPM) do tobnus autondmico cardiaco e frequéncia
intrinseca de marcapasso cardiaco. GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo
controle treinado; GDS = Grupo DHEA sedentario; GDT = Grupo DHEA treinado; FC =
Frequéncia cardiaca. - p<0,05 vs. GCS; ? p<0,05 vs. GCT; ¢ p<0,05 vs. GDS.

A sensibilidade barorreflexa foi avaliada por meio de respostas bradicardicas e
taquicardicas reflexas, geradas por elevacOes e reducdes da PA nas diferentes doses de
FEN e NPS. Os valores de taquicardia e bradicardia reflexa estao ilustradas na Figura 19.
N&o houve diferenca consideravel entre os grupos, independente da dose dos farmacos
utilizados (19A e 19B) e da somatdria das dosagens (19C).
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Figura 19 - Valores de média (xEPM) das respostas bradicardicas e taquicardicas das
doses de FEN (20 pg/Kg e NPS (80 pg/Kg) (A) das respostas bradicardicas e
taquicérdicas das doses de FEN (40 pg/Kg) e NPS (160 pg/Kg) (B) e da somatdria das
respostas (C). GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle treinado; GDS
= Grupo DHEA sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado.

Podemos evidenciar na Figura 20B, que o GDS teve valores de concentracdo de
NO cardiaco significativamente maiores quando relacionado ao GDT. Além disso, 0 GDT
obteve valores menores quando relacionado ao GCS. J4 em relacdo a dosagem de

concentracdes de NO no musculo s6leo, ndo encontramos diferencas significativas entre

o0s grupos (figura 20A).
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Figura 20 - Valores de mediana (xEPM) dos niveis de producdo de oxido nitrico no
musculo séleo esquerdo (MSE) (A) e no coracao (B). GCS = Grupo controle sedentario;

GCT = Grupo controle treinado; GDS = Grupo DHEA sedentario; GDT = Grupo DHEA
treinado. 2 p<0,05 vs. GCS; P p<0,05 vs. GDS
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Para estimar a hipertrofia cardiaca o corag&o foi excisado, lavado e posteriormente
pesado. A figura 21A, refere-se a massa cardiaca absoluta, onde podemos observar um
maior valor dos grupos treinados (1,62+0,04g em GDT; 1,53+0,05g em GCT), quando
confrontados aos grupos sedentarios (1,21+0,03g em GDS; 1,33+0,05g em GCS; p<0,05).
Além disso, a massa cardiaca do GCS, foi maior quando comparada ao GDS (p<0,05).
Valores dos atrios dos GDT (0,11+0,00g) e GCT (0,11+0,00g), foram significativamente
maiores em relacdo aos grupos sedentarios (0,08+0,00g em GDS; 0,09+0,01g; p<0,05)
(Figura 21B).

Em relagdo a massa ventricular esquerda, podemos evidenciar maior peso do VE
nos grupos treinados (0,99+0,02g em GDT; 0,95+0,03g em GCT) em relacdo aos
sedentérios (0,66+0,02g em GDS; 0,73£0,03g em GCS; p<0,05). Além disso, 0 GDS
apresentou menor peso do VE quando comparado ao GCS (p<0,05) (Figura 21C). Em
adicéo, o grupo treinado DHEA apresentou maior peso do VD (0,52+0,03g) em relagéo
ao seu respectivo grupo sedentario (0,47+0,01g em GDS; p<0,05). Ja 0 GCS demostrou
maior peso do VD (0,51+0,01g) quando comparado ao GCT (0,47+0,02g; p<0,05)
(Figura 21D).
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Figura 21 - Valores de média (tEPM) do peso do coracdo absoluto (A), do peso do atrio
absoluto (B) e do peso do ventriculo esquerdo (VE) absoluto (C) e do peso do ventriculo
direito (VD) absoluto (D). GCS = Grupo controle sedentéario; GCT = Grupo controle
treinado; GDS = Grupo DHEA sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado. # p<0,05 vs.
GCS; P p<0,05 vs. GCT; ¢ p<0,05 vs. GDS.
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Podemos observar na Figura 22A que quando realizamos a correcdo da massa
cardiaca absoluta com a massa corporal os grupos treinados demostraram valores
elevados de massa cardiaca relativa (0,0035+0,00004g em GDT; 0,00353+0,00005g em
GCT) quando confrontados com os grupos sedentarios (0,0029+0,00005g em GDS;
0,0029+0,00003g em GCS; p<0,05), assim como a massa relativa dos atrios, os GDT
(0,00025+0,00g) e GCT (0,00026+0,00g), foram maiores em relagdo aos grupos
sedentarios (0,00019+ 0,00001g em GDS; 0,00021+ 0,00001g em GCS; p<0,05)(Figura
22B).

Evidenciamos, através da figura 22C, que o peso relativo do VE relativa foi maior
nos grupos treinados (0,00218+0,00004g em GDT; 0,00219+0,00004g em GCT) em
ralacdo aos grupos sedentarios (0,00163+0,00004g em GDS; 0,00165+0,00003g em
GCS; p<0,05). Em contrapartida, o peso relativo do VD néo se diferiu entre 0s grupos

(Figura 22D).

A 0004 4 B 0.00030 4

a,c
ac , a,c a,c
_ ;
B . 0.00025 -
S 0003 | 2z I
2 £ 0.00020 -
N =
x =
2 0002 X 0.00015 -
=2 £
= =
- e
= = ]
S i 0.00010
% 0.001 A &
& 0.00005 -
0,000 - 0.00000 -
C go0s - D o0 -
a,c a,c
0.0012
= 10020 - = -
- = 00010 4
> _ 2
= 3
2 0005 | = 0.0008 -
. L
& =4
= a 00006 4
= 0.0010 -
=
§ % 0.0004 -
& &
0.0005 -
0.0002
9.0000 ElSe
GCS GCT GDS  GDT GCS  GCT  GDS  GDT

Figura 22 - Valores de média (xEPM) do peso do coragdo relativo (A), do peso do atrio
relativo (B) e do peso do ventriculo esquerdo (VE) relativo (C) e do peso do ventriculo
direito (VD) relativo (D). GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle
treinado; GDS = Grupo DHEA sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado. # p<0,05 vs.
GCS; € p<0,05 vs. GDS.
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Podemos observar na Figura 22 uma correlacao significativa e negativa entre a
variancia da VFC e a FC de repouso (r =-0,36, p = 0,04), ou seja, quanto maior a variancia
da VFC menor os niveis basais da FC.
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Figura 23 — Correlacdo entre frequéncia cardiaca (FC) e variancia da variabilidade da
FC (VFC) GCS = Grupo controle sedentario; GCT = Grupo controle treinado; GDS =
Grupo DHEA sedentério; GDT = Grupo DHEA treinado

7. DISCUSSAO

Diversos estudos confirmam uma alteracdo da composicao corporal com a pratica
regular de exercicio fisico, aumentando a massa magra e reduzindo a massa gorda
(OZCELIK, et al.,, 2015; YUAN, et al., 2016). Uma forma acurada e répida para
determinar a obesidade em ratos é o indice de Lee. Na presente pesquisa, 0s animais dos
grupos treinados apresentaram menores valores de indice de Lee, supondo uma possivel

relacdo do treinamento fisico aerébio com diminuicéo do peso corporal, entretanto, todos
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os animais foram classificados como obesos (>30 g/cm). Apesar de um maior indice de
Lee nos grupos DHEA (GDS e GDT), quando quantificamos o tecido epididimal,
retroperitoneal e a somatoério de ambos (visceral), 0 GDS e GDT apresentou menores
valores de gordura.

Como mencionado anteriormente, evidenciamos em nossa pesquisa que a
administracdo da DHEA isolada e/ou combinagdo da DHEA com o treinamento fisico
aerobio de oito semanas foram eficazes para diminuicdo da gordura abdominal. Os
mecanismos para tal fato, ainda ndo séo claros, entretanto, um estudo com duas semanas
de administracdo de DHEA demostrou uma ativacdo de enzimas do metabolismo dos
acidos graxos, tais como acetil-coenzima A, e também sinese de gordura de cadeia longa
para aumentar os niveis de coenzima A livre no figado (MOHAN, et al., 1990), portanto
DHEA parece estar envolvido na acdo lipdlise.

No que tange a avaliacdo dos parametros hemodinamicos, nossos achados
demostraram uma maior FC de repouso nos grupos sedentarios como também no grupo
GDT em comparagdo com o GCT. Observamos uma bradicardia no GCT, sugerindo a
acao benéfica do treinamento fisico aerdbio. Este resultado € condizente a literatura, que
demostra uma reducdo da FC como adaptacdo do SCV, possivelmente devido a atenuacgéo
do SNP (SMITH, et al., 1989; MEDEIROS, et al., 2000; MEDEIROS, et al., 2004) e,
simultaneamente, uma reducdo do SNS (CORNELISSEN, FAGARD, 2005) e da FIMC
(NEGRAO, et al., 2013), possibilitando uma menor FC de repouso. No entanto, a reduc&o
da FC do GCT em nosso trabalho pode ser explicada por uma menor atuacdo simpatica,
representado por um menor valor médio de LF, como também por um HFnu maior quando
comparado aos grupos sedentérios e ainda um maior TV.

Os valores de PAS obtidos no presente estudo nao diferiram entre 0s grupos apés
0 protocolo experimental. Este achado vai de acordo com estudos em seres humanos e
ratos normotensos, onde autores ja relataram a falta de adaptacdo na resposto da PA
(MIZUNO, et al., 2011). Como tratamento ndo farmacologico, o treinamento fisico se
mostra bem eficiente para pacientes hipertensos (MARCEAU, et al., 1993; VERAS-
SILVA, et al., 1997; BRUM, et al., 2000; NEGRAO, URBANA, RONDON, 2001;
CAVALCANTE, et al., 2015), contudo, seus efeitos em modelos animais experimentais
e humanos normotensos parece ser minimo (MEDEIRQS, et al., 2004). Entretanto,
quando observamos valores de PAD e PAM, os grupos com administragdo de DHEA
(GDS e GDT) foi maior comparado aos grupos controle. Uma possivel explicacdo refere-

se a possivel ligacdo do DHEA com a via de sinalizacdo da proteinas-quinases ativadas
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por mitégenos (MAPK) e secrecdo da endotelina 1 (ET-1), causando uma possivel
vasoconstri¢do endotelial (FORMOSO, et al., 2006), aumentando desta maneiraa PAD e
PAM.

Ap0s a realizacao do protocolo de treinamento fisico de oito semanas, avaliamos
as variaveis hemodinamicas que demostraram padrdes de resposta decorrentes da
adaptacédo do sistema cardiovascular nos animais com a administracdo de DHEA e sem
administracdo do hormonio. A partir dos sinais registrados, foi permitida a descricdo e
quantificacdo das alteracdes relacionadas a FC, a PA e as flutuacdes da FC e da PA, o que
possibilitam a determinacdo da funcdo autondmica cardiaca e da VFC e da VPA.

Estudos tém evidenciado que baixos niveis de DHEAS se relacionam com
doencas cardiovasculares (JIMENEZ, et al, 2013; ALLAMEH, et al, 2016), outros
demostram que baixos niveis séricos do DHEAS é um fator preditor de mortalidade por
DCV independente dos tradicionais fatores de risco (OHLSSON, et al., 2010; SANDERS,
etal., 2010 SHUFELT, et al., 2010). Por outro lado, um importante indicador que parece
desempenhar um papel determinante nas DCV é a funcdo autonémica cardiaca. A
mensuracdo da VFC é uma técnica utilizada para estimar as caracteristicas do SNA e
quantificar a modulacdo dos ramos simpaticos e parassimpaticos. Uma baixa VFC
representa um progndstico clinico comprometido independente da mobi-mortalidade
cardiovascular (CAMBRI, et al., 2008; VANDERLEI, et al., 2009; HILLEBRAND, et
al., 2013).

Pesquisas anteriores demostraram associacdo entre niveis de esteroides sexuais,
idade e atividade autonémica (EVANS, et al., 2001; DART, DU, KINGWELL, 2002;
MOSS, 2004). Estudiosos descreveram os efeitos da testosterona sobre o controle
autondmico das vias de transducdo do nervo, fornecendo evidéncias de que esse hormdnio
afeta as respostas parassimpaticas e facilita a sensibilidade barorreflexa na funcgéo
autondmica. (EL-MAS, et al., 2001). Estes resultados indicam que os hormonios
esteroides no soro tem efeito ndo apenas na diferenciacdo sexual, mas tambeém na
modulacdo autonémica do sistema cardiovascular. Com o intuito de descobrir a relagédo
entre 0s niveis séricos de esteroides sexuais e 0s parametros da VFC, Dogru, et al. (2010),
demostraram que DHEAS e testosterona estavam positivamente correlacionados com o
HF (parametro parassimpatico) e negativamente com a razdo LF/HF. Além disso, dentre
0s esteroides sexuais séricos, DHEAS foi o parametro mais correlacionado com funcdes

autonomicas.
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Podemos evidenciar uma menor FC no grupo GDS quando comparado ao GCS,
que pode ser explicada provavelmente pela maior modulagdo parassimpética e pelo
aumento da concentragdo do NO cardiaco. Mohan, et al. (2002), demostrou que NO atua
de uma maneira especifica nos neurotransmissores, causando uma bradicardia vagal
cardiaca. Além disso, houve uma reducdo da razdo LF/HF no grupo com administracédo
isolada de DHEA comparado ao GCS, dado importante visto que, quanto mais elevada a
relacdo, maior € a atuacdo simpatica, o que indica um mau prognéstico (VANDERLEL,
et al., 2009). Contraria a literatura o treinamento fisico aerobio ndo causou uma
bradicardia no GDT, entretanto apesar de nao apresentar uma reducao da FC de repouso,
verificamos que o GDT possui menor atuacdo simpatica, representada pela baixa
modulacdo do componente LF e uma maior atuacdo vagal, representada pelo alto indice
da banda HFnu em relacdo aos grupos sedentarios.

Em parte, nossos resultados podem ser explicados pela existéncia de receptores
cardiacos para DHEAS verificados em alguns estudos (ALWARDT, et al., 2006). No
entanto, foi demonstrado que o DHEAS tinha efeitos reguladores sobre a atividade
adrenal simpatica e estava positivamente correlacionado com a atenuacdo da resposta
simpatico-adrenal a hipoglicemia (IMRICH, et al., 2005). Embora este estudo tenha sido
realizado em mulheres, pode-se também prever que ha grandes efeitos reguladores de
DHEAS na modulagédo autondmica em homens. Os mecanismos dos efeitos de DHEAS
sobre o equilibrio simpatico-vagal ainda ndo foram elucidados, portanto, esta acdo pode
ser atribuida a receptores especificos eo efeito de DHEAS no sistema nervoso central
(CHARALAMPOPOQULOS, et al., 2004).

Em se tratando da anélise da VPA, constatamos uma menor variancia da VPAS,
bem como da VPAD no grupo DHEA sedentario em relacdo aos grupos controle (GCS,
GCT) eao GDT. Além disso, 0 GDS possui uma menor ac¢ao simpatica na VPAD quando
relacionado aos demais grupos. Diferente da VFC, quando maior a VPA, pior o
prognostico, uma vez que a VPA aumentada representa uma perturbacao do controle da
PA (SOARES, NOBREGA, 2005).

Apos realizagcdo do duplo bloqueio autonémico foi possivel avaliar o tonus
autondmico cardiaco. Dessa maneira, identificamos que o GCT apresentou um TV maior
em relacdo a ambos os grupos suplementados com DHEA (GDS e GDT). Nossos dados
estdo em concordancia com diversos autores, demostrando o efeito benéfico e protetor do
treinamento fisico na fungdo autondmica cardiaca (BILLMAN, KUKIELKA, 2005;
MIZUNO, et al., 2011). Além disso, o GCS apresentou maior TV em relagdo aos grupos
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DHEA. Em se tratando de TS, o0 GDS demostrou um maior TS em relacdo ao GCS e
GDT. Emrelacdo ao EV e ES, encontramos um menor ES nos GDS em relac¢éo aos grupos
controles.

Diversos resultados do presente estudo ndo evidenciaram mudancas nas variaveis
do grupo administracdo da DHEA combinado com o treinamento fisico aerobio.
Igwebuike, et al. (2008), realizaram um estudo com treinamento de endurance e resistido
aliado a suplementagdo com DHEA. Os autores encontraram melhora na composicéo
corporal, reducdo das LDL no grupo treinado placebo, entretanto a administracdo da
DHEA nédo proporcionou nenhum efeito adicional. Estudo realizado com ratos,
demostrou que a suplementacdo isolada de DHEA aumentou a massa corporal, niveis
séricos de testosterona e glicogénio muscular e hepéatico. No entanto, quando combinado
o0 treinamento com a suplementacao, ocorreu uma diminuicao nos niveis de testosterona
e glicogénio quando comparada a administracdo isolada (CHEN, et al., 2016). Este
resultado supde-se que o treinamento pode inibir a absor¢do de DHEA ou a sintese de
testosterona.

Apesar do aumento de adeptos a suplementacdo com a DHEA, a literatura
cientifica atual se mostra limitada sobre os mecanismos que expressam a funcao bioldgica
da DHEA e DHEAS sobre o SCV. Estudo demostrou que a suplementacdo com DHEA
foi capaz de reverter a rigidez ventricular esquerda em ratos idosos, com um paradoxal
aumento da rigidez ventricular em ratos jovens (ALWARDT, et al, 2005). Outros,
demostraram através da administracdo, uma atenuacdo da sintese de colageno tipo | em
fibroblastos cardiacos (IWASAKI, et al, 2005) e ainda uma prevencao da disfuncédo
ventricular por impedir alteracdo de cardiomidcitos (LA ROQUE, et al., 2012). Além
disso, DHEA parece estar também envolvida na modulacdo do estresse oxidativo
(JACOB, et al., 2009).

Supdem-se uma perspectiva da suplementacdo com DHEA para prevencgédo e
tratamento da aterosclerose. Estudo com mulheres pos-menopausadas, demostrou uma
correlacdo positiva entre nivel de DHEAS e percentual de dilatacdo fluxo da artéria
braquial, sugerindo um efeito protetor da DHEA sobre o endotélio (AKISHITA, et al.,
2008). Lopez-Marure, et al. (2007), avaliaram efeito da administracdo na resposta
inflamatdria e os resultados sugeriram que DHEA inibe a expressdo de moléculas
envolvidas no processo inflamatorio em células endoteliais ativas como LDL oxidadas,

além de producdo de espécies reativas de oxigénio e moléculas de adeséo intracelular-1.
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A disfuncdo endotelial € frequentemente referida como piora no relaxamento
dependente do endotélio, causada pela perda da biodisponibilidade do NO. O NO, radical
livre em estado gasoso, é o principal responsavel por manter o tbnus vasomotor. Uma
diminuicdo da producdo endogena de NO estd relacionada com a reducdo da
vasodilatacdo endotelial-dependente em pacientes com hipertensdo, diabetes ou
arteriosclerose (PALMER, 1993). Além disso, NO inibe a proliferacdo das células
musculares lisas, a agregacao plaquetaria, a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade,
entre outras (VERMA, ANDERSON, 2002).

Nossos resultados apontam que a concentracdo de NO cardiaco no GDT foi
menor em comparacdo aos GCS e GDS (p<0,05). Uma possivel explicacdo para este
achado e que Formoso e seus colaboradores (2006), realizaram estudo com células
endoteliais adrticas bovinas e tratamento com DHEA, sendo que a DHEA estimulou a
producdo de NO através de vias dependentes de fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e
secrecdo da ET-1 através de vias dependentes MAPK, portanto alteracGes do equilibrio
entre a sinalizacdo da PI3K e MAPK dependente do endotélio vascular pode determinar
se DHEA possui efeitos vasodilatadores ou vasoconstritores.

Estudos anteriores demostraram influéncia do treinamento fisico sobre a estrutura
cardiaca (PLUIM, et al., 2000; MEDEIROS, et al., 2000; MEDEIRQS, et al., 2004). Uma
metodologia para estimar a hipertrofia cardiaca ap6s o treinamento fisico em animais de
experimentacdo € o calculo da relacdo entre a massa do coracdo e a massa corporal.
Medeiros, et al. (2000), evidenciaram um aumento do peso cardiaco relativo no grupo
que realizou um protocolo de treinamento em nata¢do por oito semanas em comparagédo
ao grupo sedentario.

A hipertrofia cardiaca é conhecida por ocorrer em resposta a diversos estimulos,
tais como sobrecarga de pressdo e de volume (MCARDLE, KATCH, KATCH, 2013).
Além disso, a associacdo entre a estrutura do ventriculo esquerdo em repouso € 0
desempenho durante o esfor¢o fisico tem sido enfatizada por varios estudos (PLUIM, et
al., 2000; D"ANDREA, et al., 2002). Sujeitos envolvidos com o treinamento aeroébio,
desenvolvem predominantemente um aumento do tamanho da camara do ventriculo
esquerdo. Assim, o treinamento fisico aerdbio causa uma hipertrofia cardiaca excéntrica,
associada ao melhor desempenho cardiaco durante o exercicio (MCARDLE, KATCH,
KATCH, 2013).

O treinamento de natacdo, utilizado no presente estudo, estd relacionado

principalmente a sobrecarga de volume, gerando possivelmente uma hipertrofia
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excéntrica cardiaca induzida com predominancia de crescimento de midcitos
longitudinais. Embora o comprimento dos midcitos ndo tenha sido determinado no
presente estudo, podemos observar um amento do ventriculo esquerdo relativo em ratos
treinados o que nos leva a hipotese do crescimento longitudinal dos midcitos.

Por fim, encontramos correlacao negativa e significativa entre a variancia da VFC
e a FC de repouso, ou seja, ao passo que a variancia da VFC vai aumentando, ocorre uma
reducdo concomitante da FC. Esse fato pode ser explicado em parte pela alta VFC que
ocorre em decorréncia de uma maior atuacao vagal sobre o ritmo sinusal cardiaco, sendo
assim, ja se encontra bem estabelecido na literatura que o SNP é o maior controlador da
FC (COOKE et al., 1998). Por essa razdo, justifica-se a correlagdo entre a variancia da
VFC e a FC de repouso observada em nosso estudo. Em adi¢éo, evidenciamos que ambos
0S grupos treinados apresentaram uma maior VFC em comparacdo aos grupos
sedentarios, sendo que se correlacionam com uma maior bradicardia de repouso. De fato,
a diferenca na VFC entre individuos treinados e ndo treinados tem sido amplamente
investigada. Tanto as variaveis no DT como no DF estdo mais altas em individuos
treinados comparados a sedentarios, indicando que a VFC é mais alta nesses individuos
(ACHTEN & JEUKENDRUP, 2003).

Nosso estudo tem algumas limitagbes que devem ser mencionadas.
Primeiramente, a literatura atual ndo possui uma dose pré-estabelecida para a
administracdo de DHEA em modelos de animais de experimentacdo, que varia de 1 mg/kg
até 100 mg/kg de massa corporal, portanto o ideal seria realizar um estudo de curva dose
resposta para detectar a melhor dose a ser utilizada. Em segundo lugar, para comprovar a
efetividade do protocolo de treinamento fisico utilizado na otimizacdo do metabolismo
aerobio, a dosagem de concentracdo da enzima citrato sintase e/ou succinato
desidrogenase seria um método adequado, entretanto, conseguimos amenizar esse fato
pela comprovacéo da bradicardia de repouso, que € conhecida como sendo um excelente
marcador do efeito do treinamento fisico sobre o SVC. Uma terceira limitacdo, seria a
falta de dosagem da DHEA, DHEA-S, testosterona e estrogénio para comprovar 0
aumento das concentrages plasmaticas do horménio administrado e a sua possivel
conversdo em horménios sexuais. E por fim, analises histoldgicas para quantificar a
hipertrofia cardiaca, como também para detectar fibrose no tecido cardiaco.

A administragéo isolada de DHEA mostrou-se eficiente na reducéo da FC, bem

como em alguns parametros da VFC e da VPA. Entretanto, mais estudos devem ser
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realizados associando DHEA com diferentes protocolos de treinando, bem como amostrar

diferentes doses a fim de complementar os resultados encontrados no presente estudo.

8. CONCLUSAO

Nossos dados nos permite concluir que a administragcdo cronica de DHEA em
ratos sedentéarios esta relacionada a uma reducdo da gordura abdominal, como também na
melhora da funcdo autonémica cardiaca, desencadeando uma reducdo da FC, observado
pelo incremento da atividade parassimpatica cardiaca, como também em uma reducéo da
VPA. Em adi¢éo a suplementacdo com DHEA desencadeou um aumento do contetdo de
NO cardiaco, entretanto, o treinamento fisico combinado com a administracdo néo foi

capaz de potencializar esses efeitos.
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