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exercicio. Os dados de cada grupo
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4.0. Resultados e Discusséo:
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inflamatérias que prejudicam os efeitos protetores do exercicio fisico contra o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Palavras-Chave: 1. Atividade Fisica; 2. Dieta hiperlipidica; 3 Doenga Cardiovascular 4. Lesao
tecidual.

Cardiac Expression of Nitrotyrosine in Wistar Rats Subjected to a High-Fat Diet, Caloric
Restriction, and Low- and High-Intensity Physical Exercise

Abstract: Introduction: Elevated levels of nitrotyrosine (NT) were evidenced. NT played a
crucial role in determining tissue damage in the heart. A high-fat diet (HFD), physical activity,
and caloric restriction (CR) are environmental variables that caused distinct adaptations in
the cardiovascular system. Objective: We evaluated whether high- and low-intensity physical
exercise under CR conditions has harmful or protective potential for the heart, compared
with another extreme variable, high fat intake. Materials and Methods: Biological materials
were used from a previously developed project in the Department of Pathology at the Faculty
of Medicine of the University of Sdo Paulo (USP) in Ribeirao Preto, in which ninety Wistar
rats were randomly divided into nine groups, with exposure to exercise. The data from each
group were evaluated using GraphPad Prism 4.0. Results and Discussion: We found that
physically trained rats that received HFD for 90 min/day reduced the density of cardiac
adipose tissue, although they did not protect the heart from fat-induced oxidative damage.
While physical training reduced cholesterol levels promoted by HFD, the levels were still
higher than those of animals that received a regular diet. Conclusion: We suggest that
increased fat intake promotes metabolic and inflammatory changes that impair the protective
effects of physical exercise against the development of cardiovascular diseases

Keywords: 1. Physical Activity; 2. Hyperlipidic Diet; 3. Cardiovascular Disease; 4- Tissue Damage

Introducao

De acordo com Templeman (2021) “ As restrigbes alimentares assim como o jejum estdo
associados a maior expectativa de vida prolonga a duragéo de vida”. Embora, a diminuigdo da ingestao
de energia seja geralmente considerada o fator critico, segundo Madeo et al.(2021) é possivel que o
momento da ingestéo de alimentos, e também a frequéncia da alimentagéo, sejam componentes-chave
no prolongamento da vida.

Apesar do consenso geral referente aos perigos da alimentagdo e de um grande numero de
trabalhos relacionados com a ingestédo de gordura, especialmente a gordura de origem animal, tém sido
relacionada ao aumento da incidéncia de mortes. Dessa forma, a compreensdo dos maleficios
causados é agravada pela complexidade em controlar a real ingestdo alimentar, bem como as
interagbes dos compostos ingeridos fazem com que as mortes relacionadas aos habitos alimentares
possam variar de 10 a 70%, como evidenciado por Martinez et al. (2008).

Elucidando a ideia desta complexidade, os estudos de Wu et.al (2019) e Adams et al. (2018)

Demonstraram que mesmo estudos que relacionam a ingestdo de gordura com o ganho de peso e
obesidade apresentam resultados inconsistentes”.
Conforme analise de Shuttler et al. (2019) os beneficios da atividade fisica sdo considerados
convincentes para a prevengédo de varias doengas. Entretanto, encontramos resultados controversos e
inconclusivos referentes a sua intensidade e duragdo. Sendo que, alguns estudos relacionam os
beneficios do exercicio fisico a uma intensidade vigorosa, outros moderada e outros a atividades
recreacionais

O presente estudo tem como propésito avaliar os efeitos do exercicio fisico em diferentes
duragdes e intensidades, associado a restrigcdo calérica e um possivel potencial lesivo ou protetor para
0 coragao e em seguida, comparar estes resultados com o outro extremo nutricional, que € a alta
ingestao de gordura, em animais submetidos ao mesmo protocolo de treinamento. .
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Material e Métodos

Sera utilizado material biolégico (para analises inéditas, ainda nao realizadas) de um projeto
previamente desenvolvido na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo Paulo
(FMRP-USP), onde noventa ratos Wistar, machos, de aproximadamente 200g foram mantidos no
Biotério do Departamento de Patologia, em condigbes de temperatura ambiente constante 24°C +1°C
em ciclo noite-dia 12:12-h, e umidade relativa do ar de 60-70%.

Alimentados com dieta padrao (até o inicio do experimento) e agua de torneira. Os animais foram
acomodados durante o periodo de adaptagdo (uma semana) em numero de cinco por gaiola. Os
animais foram divididos aleatoriamente em 9 grupos com 10 animais, sendo: G1 o grupo dieta padrao
sedentario, G2 dieta padrao e 20 de natagao (adaptado de Gobatto et al, 2001) e G3 dieta padréo e 90
minutos de natagdo. Os grupos G4, G5, G6 seguiram o mesmo protocolo dos grupos previamente
descritos, tendo como variavel Unica a substituicdo da dieta padrdo por uma dieta rica em gordura, e
os animais dos grupos G7, G8 e G9 também seguiram o mesmo protocolo de treinamento, tendo como
variavel a dieta de restricao calérica de 40%.

O treinamento fisico dos animais consistiu de natagéo 5 vezes por semana durante 8 semanas.
Os resultados serao submetidos a andlise estatistica utilizando o software Graph Pad Prism 4.0 (San
Diego, Califérnia). Para verificar as comparagdes das variaveis obtidas entre os grupos sera utilizada a
Andlise de Varidncia de Uma Via (ANOVA). Nas demais comparagdes sera utilizado o pds-teste de
Tukey’s Multiple Comparison. A probabilidade de p<0.05 serd considerada estatisticamente
significante. Os animais foram mantidos segundo as normas da Comissao de Etica em Experimentagao
Animal da FMRP-USP. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica (nimero do protocolo: 137/2010)..

Resultados e Discusséao
Obtivemos resultados de que a dieta hiperlipidica (DH) danificou a aorta apesar dos beneficios
do treinamento fisico que durou 60 minutos, isto de forma histopatolégica nas amostras dos ratos como
demonstrada por Chen J et al.(2016). A analise revelou que os exercicios reduziram efetivamente o
peso corporal que havia sido aumentado por uma DH (Tabela 1; p< 0,05).
Tabela 1 Peso corporal para cada grupo experimental.

Peso (g)
Grupos Dietas Comparacoes
DST DH
SED 210.7 £ 15.8 522.8 + 25.5% #p<0.05 'p <0.05 &p < 0.05
Treinament 190.5+15.5 405.9 + 18.6"#*& Vs Vs vs DST/E60
o E60 STD/SED DH/SED

DST, dieta padréo; DH, dieta hiperlipidica; SED, sedentario; E60, exercicio fisico por 60 min. Os valores sao
apresentados como media DP. O teste ANOVA de dois fatores ((Bonferroni post hoc test) foi utilizado para
todas as comparacdes. Fonte: autoria prépria

Dessa forma, o treinamento fisico ndo foi capaz de reduzir os niveis de nitrotirosina que haviam
sido aumentados pela DH( Figura 1B; p< 0,05), analisado hispatologicamente a aorta do rato com
biomarcador de dano (Figura 1A). Analisamos outras estruturas, para comparagdes que tambem nao
tiveram alteragbes nas atuais condigbes experimentais: espessura da aorta e seu conteudo tecidual (
Figura 1C-E; p> 0,05). Considerando que o colageno fornece forga mecéanica a aorta de acordo com
Tsamis et al., (2013), descobrimos que a combinagdo do treinamento fisico com uma DH reduziu o
conteudo aortico dessas fibras [ Figura 1F; p< 0,05 (primeira e segunda analises)]. Essa mudanga,
decrita por Li et al. (2014) pode estar relacionado a remodelagéo tecidual, os miofibroblastos foram
enumerados.
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Figura 1 - Uma dieta rica em gordura (DH) danifica a aorta, além dos efeitos protetores do
treinamento fisico. (A) Imagens representativas ilustram reagdes com um anticorpo anti-nitrotirosina
para cada grupo experimental em amostras de aorta. Uma seta preta mostra uma célula corada
positivamente com aquele anticorpo anti-nitrotirosina. Ratos sedentérios receberam ragéo regular
[dieta padrao (STD)-SED]; ratos exercitados foram alimentados com ragao normal (STD-E60); ratos
sedentarios receberam DH (HFD-SED): e, exercitados foram ratos alimentados com DH (HFD-EG0).
(B) A analise histopatologica determinou valores de nitrotirosina (%) por densidade éptica. (C) A
analise microscopica determinou a espessura atrial (micrometros) em cortes de aorta corados com
hematoxilina e eosina. (D) Imagens representativas ilustram coloragdo vermelha picrosirius para cada
grupo experimental em amostras de aorta. Uma seta preta mostra fibras de colageno manchadas de
vermelho. Uma seta azul mostra fibras elasticas manchadas de amarelo. (D, E) A analise
histopatolégica determinou a densidade das fibras elasticas (E) e colagenas (F). (G) Imagens
representativas ilustram rea¢cdes com um anticorpo anti-y-actina para cada grupo experimental em
amostras de aorta. Uma seta preta mostra uma célula corada positivamente com aquele anticorpo
anti-y-actina. (H) Uma analise microscépica determinou o niumero de células y-actina positivas por
area (milimetro; indice). Analise Estatistica I: ¢ p € 0,05 vs. HFD-SED. Analise Estatistica Il: p < 0,05
e *p < 0,001. Analise dos dados: teste ANOVA two-way (teste post hoc de Bonferroni). Os valores
relatados sao a média + DP.

Fonte: autoria prépria.

Os ratos foram expostos diariamente a grandes quantidades de gordura na dieta, e toda area
cardiaca foi analisada na tomografia computadorizada, como exposto, por Kanoski et al.,(2010). Essa
regido do coragdo dos ratos teve diminuicdo, com uma pratica de treinamento de 20 a 90 min e que
foram alimentados com uma dieta regular. A administragdo de DH aos ratos aumentou a area cardiaca
e a densidade do tecido adiposo nos grupos sedentario e no grupo que exercitou por 20 mintuos,
entretanto o grupo que praticou exercicio regular por 90 min reduziu ambos os pardmetros

A combinagéo de exercicio nos ratos por 90 minutos com ingestao de alimentagéo hipertrofiou
ainda mais este ventriculo. Ambos os protocolos de treinamento fisico reduziram a espessura do
ventriculo esquerdo, mas aumentou a espessura do septo cardiaco em ratos que recebram uma dieta
padrdo. Coletivamente, nossos dados indicam que a dieta lipidica limitam os efeitos protetores do
treinamento fisico na aorta.

Conforme eluciadado por Baker et.al (1999) “ No sistema cardiovascular, as expressoes
celulares da nitrotirosina e da COX-2 tém sido intimamente relacionadas a inflamagao”. Descobrimos
que o aumento da ingestado de acidos graxos promoveu o aumento do numero de células positivas para
COX-2 no coragao [Figuras 4A, B; p < 0,05 (segunda analise)], fato que foi pior no grupo que praticou
exercicio 90 min [Figura 4B; p < 0,05 (primeira analise)]. Deve-se considerar o fato de que o atual
protocolo de treinamento fisico ndo foi capaz de proteger adequadamente o coragdo dos efeitos
prejudiciais da dieta gordurosa
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Figura 2- Uma dieta enriquecida com gordura promove inflamagao no coragéo. (A) Imagens
representativas ilustram reagdes com um anticorpo anticiclooxigenase-(COX-2) para cada grupo
experimental em amostras de coragcdo. Uma seta preta mostra uma célula corada positivamente com
esse anticorpo anti-COX-2. Ratos sedentarios receberam ragao regular [dieta padréo (STD)-SED];
ratos exercitados foram alimentados com ragdo normal (STD-E60); ratos sedentarios receberam DH
(HFD-SED), e ratos exercitados foram alimentados com DH (HFD-E60). (B) O indice COX-2 foi
determinado como o nimero de células positivas por area (milimetro quadrado). Analise Estatistica Il:
*p < 0,05. Andlise dos dados: teste ANOVA two-way (teste post hoc de Bonferroni). Os valores
relatados sédo a média + DP. Fonte: autoria prépria.

Inicialmente, planejamos revelar os beneficios potenciais do exercicio aerdbico para a aorta e o
coragédo, ja que estudos anteriores indicaram que ele oferece protegdo contra uma condigdo
potencialmente fatal como elucidado por Demarzo et al( 2008). Em primeiro lugar, observamos que o
treinamento fisico reduziu em cerca de 1,3 vezes 0 aumento de peso corporal causado pela dieta
hiperlipidica (DH), embora essa dieta tenha mais que dobrado o peso dos animais. Calculos simples
de ganho de peso mostraram que esse acréscimo de gordura na dieta aumentou o peso corporal em
aproximadamente 2,3 vezes tanto em ratos sedentarios quanto nos que praticavam exercicio.

Considerando que o teor de gordura total da dieta enriquecida (FED) era cerca de 3,6 vezes menor do
que o de uma dieta hiperlipidica, e que 60 minutos de exercicio ndo evitaram danos a aorta, buscamos
ajustar o tempo de treino diario para um tergo menos ou um tergo mais, em ratos alimentados com
FED. O exercicio diario de 90 minutos restaurou aos niveis normais a area cardiaca e a densidade do
tecido adiposo, ambos aumentados pela FED, apesar de as alteragcdes na dieta terem engrossado o
ventriculo esquerdo.

Embora as mudancgas cardiacas induzidas pela FED n&o tenham sido totalmente neutralizadas pelo
exercicio, observamos que o treino reduziu os niveis séricos de colesterol e glicose, mas nao alterou a
concentracao de triglicerideos. Isso reforga a ideia de que o aumento da ingestdo de gordura afeta a
bioenergética mitocondrial, bloqueando a absor¢ao de glicose pelo figado e musculos esqueléticos,
elevando os niveis séricos de glicose (49, 52).

Conclusao

Nossas descobertas parecem controversas em comparagao com outros estudos, que
destacam os efeitos protetores do exercicio contra doengas cardiovasculares induzidas por dietas
ricas em gordura como evidenciou. Em vez de utilizar exercicios aerdbicos moderados, como
aplicamos com sucesso em modelos de ratos e camundongos para combater condigdes fatais, outros
autores utilizaram exercicios intervalados de alta intensidade ou treinamento de resisténcia ( Lund,
2015; Speretta,2016).
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Dessa forma, sugerimos que o aumento na ingestao de gordura promove alteragdes metabdlicas
e inflamatdrias que reduzem os efeitos protetores do exercicio contra o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares. Isso ilustra que uma dieta saudavel ndo pode ser substituida apenas pelo treino fisico
na protecao do sistema cardiovascular. As conclusdes atuais exigem investigagdes mais aprofundadas.
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