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RESUMO



A inibi¢3o cronica da sintese de 6xido nitrico, através do tratamento com L-
NAME, promove aumento da resisténcia vascular e hipertensdo. O exercicio fisico regular
tem sido empregado como tratamento nio farmacologico na hipertensio. No entanto,
diferentes resultados tém sido encontrados. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
analisar a influéncia do exercicio fisico por natagdo realizado previamente e/ou
simultaneamente ao tratamento com L-NAME na pressdo arterial sistolica, no tamanho dos
cardiomiécitos ventriculares, no percentual de tecido conjuntivo cardiaco e nas respostas
cronotropicas de atrios direitos isolados de ratos. Nossos resultados mostram que a
atividade fisica realizada previamente ao tratamento com L-NAME atenua o aumento da
pressdo arterial nesses animais. Entretanto, quando o treinamento fisico foi simultineo ao
tratamento com L-NAME, ele nio modificou o aumento da pressao arterial promovida pela
inibi¢do da sintese de 6xido nitrico. O treinamento fisico por natagdo prévio ou simultaneo
a0 tratamento com L-NAME néo modificou a poténcia ao isoproterenol, enquanto que a
poténcia ao carbacol foi diminuida nos animais treinados. A porcentagem de tecido
conjuntivo nos atrios direitos dos animais treinados ou treinados e tratados com L-NAME
foi aumentada e esse aumento foi independente da associagio com a administragdo de L-
NAME. O tamanho dos cardiomiécitos nio foi alterado nos animais treinados. Concluindo,
0 exercicio fisico prévio ao desenvolvimento da hipertensdo induzida pela inibicio da
sintese de Oxido nitrico atenua a elevagdo dos valores de pressio arterial No entanto,
quando a hipertens@o estd em desenvolvimento ou ja estabelecida, a atividade fisica nio

melhora o quadro hipertensivo.
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INTRODUCAO



O exercicio fisico é entendido como movimento fisico capaz de alterar a
homeostasia (SCHEUER & TIPTON, 1977). Quando realizado regularmente, o exercicio
fisico pode auxiliar no tratamento da hipertensao arterial, favorecer perda de peso e reduzir
os riscos de doengas cardiovasculares. O ato de caminhar diariamente por 30 a 60 minutos
parece ser o suficiente para prevenir o aparecimento de cardiopatias (RIBEIRO, 1996).
Assim, a atividade fisica regular e vida saudavel tém sido correlacionadas a importancia da
pratica de exercicios e os seus beneficios na saude fisica e mental (BLAIR ef al., 1984;
LEON er al, 1987, HARDMAN, 1996). Além disso, pesquisas epidemiologicas
demonstram que a atividade fisica pode diminuir os riscos de sequelas e 6bitos provocados
por doengas cronicas como hipertensio, doencas coronarianas, diabetes nao-dependente de
insulina, osteoporose, cincer de cblon,' ansiedade e depressio (BLAIR ez al. 1984;
MANSON, RIMM, STAMPFER, 1991; LEE, PAFFENBARGER, HSIEH, 1991; SNOW-
HARTER & MARCUS, 1991; McGINNIS & FOEGE, 1993). Estima-se que das 250.000
mortes ocorridas anualmente nos Estados Unidos da América, aproximadamente 12% do
total sdo atribuidas a falta de atividade fisica regular (McGINNIS & FOEGE 1993).

HIPERTENSAO E ATIVIDADE FiSICA

Os sistemas cardiovascular e pulmonar desempenham papel fundamental na
homeostasia do organismo, tanto no €pouso, quanto em condi¢des de exercicio. Além
disso, esses dois sistemas sio os principais alvos das doengas cronico-degenerativas e de
mudangas constitucionais como a obesidade (FRANKLIN, SEYMOUR, TIMMIS, 1991).

O exercicio fisico e a hipertensdo tém sido estudados pela area médica com dois
diferentes propdsitos. Primeiro, o de avaliar os mecanismos de regulacio da pressdo arterial
durante o exercicio agudo em pacientes hipertensos e segundo, o de usar o exercicio regular
como terapéutica niao farmacologica para reduzir a pressdo arterial em hipertensos e

prevenir doengas coronarianas (AMERY et al., 1967, DUNCAN et al., 1985).
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Dados experimentais mostram que a redugao da pressdo arterial apos exercicio
aerobio cronico € maior em individuos hipertensos do que em normotensos, tanto em
humanos quanto em animais. A redugdo dos valores de pressao arterial sistolica e diastolica
decorrente da atividade fisica varia de um 18-20 mmHg (A) e de 7-9 mmHg (A)
respectivamente, em humanos com hipertensio leve ou moderada. Em individuos
normotensos, a redu¢do € de 8-10 mmHg e 3-5 mmHg, respectivamente (DUNCAN e? al.,
1985; KENNEY & SEALS, 1993).

Varios estudos demonstram que variagdes na intensidade do exercicio
promovem diferentes efeitos na pressdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e em humanos (TIPTON ef al,, 1983; GRASSI et al., 1994). Os exercicios aerobios
sao mais eficazes como terapia alternativa (ou concomitante com terapia farmacologica) no
tratamento da hipertensdo leve ou moderada. Os programas de condicionamento fisico para
hipertensos preconizam que os exercicios devem ser realizados, no minimo, trés vezes por
semana, durante pelo menos 30 minutos por sessdo. Exercicios de baixa a moderada
intensidade (40-60% de VO, max) parecem acarretar melhores resultados na redug@o da
pressdo arterial do que exercicios de maior intensidade. Exercicios aerobios como ciclismo,
natagdo, subir e descer escadas, corrida leve em esteira ou em movimento (trotar) sdo os
que desencadeiam melhor resultado na redugido da pressdo arterial (FRANKLIN er al,

1991).

Estudos realizados em animais utilizam basicamente dois modelos de exercicio:
a corrida em esteira ou a nata¢do. Os programas de natagdo geram muitas discussoes em
relagdo ao componente estressante ao qual o animal ¢ submetido. COX et al. (1985)
compararam o efeito do estresse por natagdo com a corrida na esteira, na funcdo
cardiovascular e na atividade simpatoadrenal Seus resultados demonstram que as respostas
agudas cardiovascular e simpatica produzida pela natagdo durante os 14 a 20 minutos da
realizacdo do exercicio € similar 4 corrida na esteira. Assim, ambos os modelos sdo
largamente empregados para estudar os efeitos da atividade fisica sobre os parametros

cardiovasculares.




Além da intensidade e duragdo do exercicio na natagdo, outro fator importante a
ser considerado € a temperatura da agua na qual os animais realizam a natagdo. Diferengas
de temperaturas podem levar a resultados contraditorios. Animais SHR treinados durante
oito semanas a temperatura de 36° C obtiveram rapida redugdo de pressdo arterial sistolica
ocorrida logo nos primeiros dias de treinamento, quando comparados com animais treinado
a temperatura de 26° C, que diminuiu a pressdo arterial sistolica somente ao final do

programa de treinamento (VOGT et al., 1986).

Complexos e multiplos mecanismos foram propostos para explicar a redugio da
pressdo arterial secundaria ao treinamento fisico, como redugdo do ténus simpatico
(LEBLANC er al., 1977), aumento da sensibilidade dos barroreceptores aérticos e
carotideos (KRIEGER ef a/, 1998), aumento da sensibilidade dos adrenoceptores [3;
vasculares e/ou dimimuigdo da sensibilidade dos adrenoceptores o (SHEN, 1990), alteracio
do numero de receptores adrenérgicos (TIPTON, MATHEES, BEDFORD, 1982).
diminuigdo dos niveis plasmaticos de renina e aldosterona (MELIN, ECLACHE, GEELEN,
1980, McCRIMMON, CUNNINGHAM , RECHNITZER, 1976), liberagio de opioides
endégenos (HARTLEY, MASON, HOGAN, 1972) e serotonina os quais inibem a
estimulagdo simpatica, aumento da liberagdo de peptideos nos atrios e nos ventriculos
(FREUD, WADE, CLAUBAUGH, 1988) e maior producio de fatores relaxantes derivado
do endotélio (GRYGLEWSKI, BOTTING, VANE, 1988; FURCHGOTT, 1983; LUND-
JOHANSEN, 1980).

Uma diversidade de substancias estdo implicadas no controle do sistema
cardiovascular. Dentre elas: catecolaminas, acetilcolina, angiotensina II, neuropeptideos
como a vasopressina, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
endotelinas, oxido nitrico, (NO) fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e
purinas (BARNES, FERRARIO, CONOMY, 1979; PRIVITERA, THIODEAUX, YATES,
1994; LINDSEY, 1995; GARDNER & BROADLEY, 1999). Recentes trabalhos mostram
que o treinamento fisico € um estimulo para a maior liberagdo de fatores vasorelaxantes
produzidos ou ndo pelo endotélio vascular como NO e EDHF, acarretando assim redugio

dos valores de presséo arterial (JANSAKUL & HIRUNPAN, 1999).
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OXIDO NiTRICO

O endotélio vascular desempenha um papel fundamental no controle e
regulagao do tonus vascular. FURCHGOTT & ZAWASDSKI (1980) foram os primeiros
pesquisadores a demonstrar que a vasodilatagio induzida pela acetilcolina era dependente
da presenca de um endotélio integro, e postularam que as células endoteliais liberavam um
fator de relaxamento, denominado fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF).
Além da acetilcolina, verificou-se, posteriormente, que outros agonistas como histamina,
bradicinina, ATP, trombina, noradrenalina, angiotensina e serotonina eram capazes de
liberar EDRF (BHARDWAJ & MOORE, 1988, GRYGLEWSKI ef al., 1988).

Estudos fisiologicos e bioquimicos demonstraram que o EDRF e o NO
apresentavam a mesma identidade quimica, sendo sua agdo relaxante vascular foi medida
pelo acimulo de GMPc nas células de musculo liso (PALMER, FERRIGE, MONCADA,
1987, IGNARRO et al., 1987). Atualmente, sabe-se que o NO produz a¢des independentes
do GMPc e ativagdo de canais de K+ ativados por Ca2+ no masculo liso vascular

(BOLOTINA et al , 1994).

O NO ¢ sintetizado a partir de um dos atomos de nitrogénio do grupo guanidino
terminal do aminoacido L-arginina através da enzima NO sintase que apresenta grande
homologia estrutural com a citocromo P-450 redutase (PALMER, ASHON, MONCADA,
1988, BREDT ef al., 1991). Existem trés isoformas de NO sintases, divididas basicamente
em duas categorias: constitutiva (isoforma I e isoforma III) e a induzivel (isoforma I1). A
isoforma I, denominada neuronal, ¢ encontrada no cérebro, medula espinhal, ginglios
simpaticos, glandulas adrenais e neurdnios nitrérgicos. A isoforma IlI € a isoforma ligada a
membrana da células endoteliais, e regula o tonus da célula muscular lisa vascular, bem
como a adesdo e agregacdo plaquetaria. As NO sintases constitutivas encontram-se
presentes nas c€lulas e sdo estimuladas por uma cascata bioquimica que envolve a
participag¢do dos ions calcio e a calmodulina. O complexo calcio-calmodulina leva a
ativagdo da NO sintase constitutiva levando a formagao de pequenas quantidades de NO. A
isoforma I1, induzivel, € ativada a partir de determinados estimulos patologicos, tais como
citocinas e endotoxinas. Esta isoforma ¢ ativada independente do complexo calcio-
calmodulina, e libera grandes quantidades de NO por periodos de tempo relativamente
longos (SCHULZ & TRIGGLE, 1994; DOMINICZACK & BOHR, 1995).
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Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para a
celula alvo, onde interage com moléculas especificas, tais como o ferro, na forma reduzida,
contido em determinadas proteinas, como a guanilato ciclase solavel. A ligagdo do NO ao
grupamento heme da guanilato ciclase soluvel estimula a sua atividade catalitica, levando a
formagao de GMPc e diminuigao dos niveis intracelular de calcio (figura 1) (MURAD et
al., 1992).

Musculo Liso

Guanilato
e ciclase
ACH i

* ¢cGMP

y

3 1Ca*

SHEAR __ |
STRESS i
RELAXAMENTO

Figura 1: Sintese de oxido nitrico, adaptado de Knowles, 1989.

Compostos estruturalmente analogos a L-arginina inibem competitivamente a
NO sintase. Inicialmente, observou-se que a N-monometil L-arginina (L-NMMA) era capaz
de inibir a sintese de NO e que este efeito era dose-dependente e estereoseletivo para a
forma levogera (PALMER ef al, 1988; REES, PALMER, MONCADA, 1989).
Posteriormente, outros compostos foram sintetizados: N-nitro-L-arginina (L-NNA), N“-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (figura 2) e N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO)
(MOORE ez al., 1990; MULSCH & BUSSE, 1990).
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Figura 2: Estrutura quimica da L-arginina e do L-NAME

A administracdo aguda de L-NAME em diversas espécies animais resulta em
hipertensdo arterial a qual ¢ acompanhada por aumento da resisténcia vascular sistémica,
bradicardia e reducdo do débito cardiaco (GARDINER e7 al., 1990; RICHARD ez al., 1991;
KLABUNDE, RITGER, HELGREN, 1991, VAN GELDEREN, DEN BOER, SAXENA,
1993; BOWER & LAW, 1993; ZAPPELLINI et al., 1996). Embora varios autores sugiram
que o aumento da resisténcia vascular (vasoconstri¢do) e, consequentemente, variagdes da
pré-carga e pos-carga, seja o principal determinante da queda de débito cardiaco, os
resultados ainda sdo contraditérios. No cdo anestesiado, por exemplo, a infusio de
vasodilatadores tais como o iloprost (andlogo de prostaciclina) praticamente inibe o
aumento da resisténcia vascular sistémica causado pelo L-NAME, mas ndo modifica a
queda de débito cardiaco, indicando assim, que ambos os fendmenos sdo dissociados
(ZAPPELLINI et al., 1996). A possibilidade que a redugdo do débito cardiaco pelo L-
NAME seja secundaria a bradicardia também foi descartada em ratos visto que o
tratamento dos animais com atropina ndao modifica esta resposta (WIDOPP ez al., 1992).
Além disso, o tratamento agudo de animais com inibidores de sintese de NO causam
vasoconstricdo coronariana associada a diminuigdo da fungdo inotropica do miocardio,
indicando assim a importancia do NO na perfusdo miocardica (KLABUNDE e al., 1991).
Embora tenha sido postulado que a queda de débito cardiaco pelos inibidores de NO seja
devido a perfusdo coronariana inadequada (KLABUNDE ez al., 1991), os resultados ainda
sdo controversos (STAMLER et al., 1994, CLARKSON, LIN, MACDONALD, 1995).
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A administra¢do diaria de L-NAME (20 mg/dia/rato) a ratos leva a inibi¢ao
cronica da sintese de NO produzindo elevac@o de pressdo arterial que € acompanhada por
alteragdes funcionais e estruturais do rim (BAYLIS, MITRUKA, DENG, 1992; RIBEIRO
et al., 1992) e do coragio (MORENO-Jr. ef al, 1996). No coracao, as anormalidades
cardiacas incluem principalmente hipertrofia ventricular, e focos de necrose e fibrose
(MORENO-Ir. et al., 1996; BATAL, et al. 1997, DEVLI et al., 1998, LUVARA et al,
1998). As lesdes cardiacas parecem ser decorrentes da intensa vasoconstri¢do coronariana
provocada pelo L-NAME que leva a menor oferta de oxigénio e nutrientes ao cardiomiocito
provocando a morte do mesmo. O midcito morto da entdo origem a um tecido conjuntivo
cicatricial do tipo fibrotico. Contrariamente a inibi¢do aguda (NAFRIALDI & MIMRAM,
1993. ZAPPELLINI ez al., 1996), a hipertensdo induzida pelo bloqueio crénico da sintese
de NO ¢é marcadamente reduzida por inibidores da enzima conversora de angiotensina e
antagonistas de receptores AT, de angiotensina II (RIBEIRO ef al., 1992, POLLOCK et al.,
1993; MORENO-Ir et al., 1995, PECHANOVA et al.,1997, AKUZAWA et al., 1998). Isto
indica a importancia do sistema renina-angiotensina no desenvolvimento da hipertensao

oriunda do tratamento croénico de ratos com L-NAME.

FATOR HIPERPOLARIZANTE DERIVADO DO ENDOTELIO (EDHF)

O distribui¢do do fluxo sanguineo e o controle da pressdo arterial sao
determinados pela integragdo de mecanismos de controle neural, humoral e local do sistema
cardiovascular. As células endoteliais desempenham importante fungio no controle local do
musculo liso vascular pela liberagdo de pelo menos dois agentes vasodilatadores, 0 NO e o
EDHF (COHEN & VANHOUTTE, 1995). O mecanismo pelo qual o EDHF causa
relaxamento é controverso. Acredita-se que a hiperpolarizagdo da membrana celular da
musculatura lisa induzida pelo EDHF através do aumento na condutancia aos ions potassio,
associado ou ndo a diminui¢do dos niveis intracelulares de calcio resulta em relaxamento

vascular (QUAST, 1993).

A importancia do NO na regulagdo da pressdo arterial e do tonus vascular ja

esta bem estabelecida, no entanto, o papel do EDHF ¢, ainda, discutivel. Estudos

37



demonstram que a inibi¢ao de oxido nitrico por inibidores especificos ou por radicais livres
nao abole a vasodilatagao induzida por bradicinina ou acetilcolina em musculo liso
vascular, confirmando que outros mediadores endoteliais devem participar do controle do
tonus vascular, além do NO (FLAVAHAN & VANHOUTTE, 1995). O papel do EDHF em
estados patologicos ou no exercicio permanece ainda a ser esclarecido. GRIFFIN e al.,
(1999), demonstraram que o exercicio fisico regular aumenta o relaxamento vascular em
resposta a bradicinina € ao ADP e que este aumento decorre da maior produgdo de NO e

também de EDHF em resposta a atividade fisica resultando em reducdo de pressdo arterial.

PEPTIDEO RELACIONADO AO GENE DA CALCITONINA (CGRP)

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) € um composto de 37
aminoacidos com potente efeito cardiovascular em humanos, ratos e cobaias (FISHER er
al., 1983; TIPPINS et al, 1984; LUNDBERG et al., 1985). O CGRP foi sequenciado
através de analises de nucleotideos do gene da calcitonina de ratos (AMARA ef al., 1982).
Ele é encontrado no sistema nervoso central, bem como em orgdos periféricos como o
coragdo, vasos sanguineos, fibras nervosas ao redor dos vasos coranarianos € do miocardio,

glandula pituitaria e tiredide (AMARA et al., 1982, LUNDBERG ez al., 1985).

A administra¢do de CGRP in vivo ou in vifro em humanos causa hipotensao,
vasodilatagio e efeito inotropico e cronotropico positivo no coragao (FISHER ef al., 1983;
GENARI & FISCHER, 1985; ZANESCO ef al., 1999). Acredita-se que essas agdes sejam
mediadas através de receptores especificos denominados CGRP1 e CGRP2 (SIGRIST et
al., 1986). Assim, CGRP ¢ considerado um potente vasodilatador endogeno. Além disso,
foi observado que o conteudo de CGRP em alguns tecidos apresenta-se aumentado apos
treinamento fisico mostrando que esse peptideo pode ter um papel importante no controle

da pressdo arterial em resposta ao exercicio (SCHIFTER ef al., 1995; LIND et al., 1996).




ADENOSINA E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

O grupo das purinas compreende a adenosina e nucleotideos purinérgicos como
adenosina difosfato (ADP), uridina difosfato (UDP), 5'-adenosina trifosfato (ATP) e uridina
trifosfato (UTP). Além de seus papéis energéticos, estas substincias causam uma ampla
variedade de efeitos farmacologicos como, redu¢do da freqiiéncia cardiaca e pressio
arterial, inibi¢do dos movimentos intestinais (DRURY & SZENT-GYORGY, 1929).
regulagao do fluxo coronariano, vasodilatagdo, agregac¢do plaquetaria e participagio em
mecanismos de transmissdo autonomica (BURNSTOCK, 1978). Além disso, na ultima
década, numerosos trabalhos mostram que a adenosina (e nucleotideos relacionados),
juntamente com a substancia P ¢ CGRP, sdo importantes moduladores endégenos da
atividade neuronal de terminagdes nervosas sensoriais (DUNWIDDIE & FREDHOLM,
1988, NISHIMURA et al, 1990; SAWYNOK ef al, 1997, KHAKH, HUMPREY,
HENDERSON, 1997; DOWD ef al., 1998, KAKUYAMA, VALLANCE, AHLUWALIA,
1998) e, dessa forma, dependendo do receptor, local e espécie animal, as purinas participam
de processos neurogénicos como agente inibitorios ou excitatérios (AHLUWALIA &

CELLEK, 1997).

Os purinoceptores estdo presentes em uma grande variedade de tecidos e tipos
celulares (células hematopoiéticas, mastocitos, células miocardicas, epitélio intestinal,
células musculares, endotélio, células secretoras), quer em animais de experimentagdo, quer
em humanos (MARTIN, 1992; CASADO ef al., 1992; MOGUL, 1993; PEAKMAN &
HILL, 1994; 1996, BRACKETT & DALY, 1994; IWAMOTO et al, 1994;
MARQUARDT, WALKER, HEINEMANN, 1994, PORZIG ef al, 1995;
PUFFINBARGER et al., 1995; LIANG & HALTIWANGER, 1995, DIXON et al., 1996;
PRENTICE & HOURANI, 1996).

Os receptores da adenosina (e nucleotideos relacionados) foram, durante muito
tempo, classificados em subtipos P; e P;, onde os primeiros eram tidos como os
responsaveis pelos efeitos biologicos da adenosina, enquanto os Gltimos, pelos efeitos do
ADP e ATP (BURNSTOCK, 1978). Entretanto, em vista do grande avango na clonagem e
expressdo molecular dos sub-tipos de receptores purinérgicos, uma nova avaliagio e
classificagdo desses receptores foi recentemente feita pelo Committee on Recepitor

Nomenclature and Drug Classification pela IUPHAR (FREDHOLM ef al., 1997).
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De acordo com essa nova classificagdo, os receptores P, foram divididos em 3
novas classes, denominados A;, A; € A3. O receptor A, foi ainda sub-dividido em dois sub-
tipos: Aza e A (ONGINI & FREDHOLM, 1996). Em relacdio ao mecanismo de
transdugdo desses receptores, sabe-se que a ativagdo dos receptores A; e A; determina
inibi¢do da adenil ciclase, reduzindo a formagdo do AMPc intracelular (CARRUTHERS &
FOZARD, 1993). Ao contrario, 0s sub-tipos A € Agp sdo acoplados a proteina G e, uma
vez estimulados, determinam ativagdo da adenil ciclase. Mais recentemente, foi relatado
que algumas das a¢des mediadas pelos receptores A, sio moduladas por outras vias que
ndo a do AMPc (FREDHOLM, ZHANG, VAN DER PLOEG, 1996; FEOKTISTOV &
BIAGGIONI, 1997).

Os receptores P; permanecem com a mesma denominagdo, divididos em duas
classes, segundo seus mecanismos de acoplamento e estrutura molecular: P2x (aqueles
ligados a canais i6nicos) e P,y (receptores com 7 dominios de membrana acoplado a
proteina G). Dessas duas classes, varios sub-tipos ja foram clonados tais como Pax1, Paxa,
Paxs € Pavi, Pava, Pavs, Pava, Pavs, Paye, Payr € Payiy (KHAKH ef al., 1997). O RNA
mensageiro dos varios sub-tipos de receptores P,x estdo expressos em ganglios sensoriais

(COLLO et al., 1996).

A adenosina exerce efeitos inotropicos e cronotropicos negativos no cora¢io.
Os receptores Aj e A; parecem ser os responsaveis pelos efeitos depressores da atividade
ritmica do corag@o, através da inibigdo da adenilato ciclase ou ativagdo de canais de
potassio acoplado ao receptor (TAWFIK-SCHLIEPER ef al., 1989; HORI & KITAKAZE,
1991). A infus@o de adenosina no nodo sinoatrial induz diminui¢do da frequéncia cardiaca
em cdes (BELLONI, 1985), coelhos (WEST & BELARDINELLI, 1985) e em humanos
(DRURY & SZENT-GYORGYL, 1929).

A adenosina € liberada quando ocorre deficiéncia no aporte de oxigénio para o
tecido, como por exemplo: isquemia, hipoxia e durante o exercicio (BERNE, 1971,
SCHRADER, HADDY, GERLACH, 1977; BARDENHEUER & SCHRADER, 1986). O
exercicio € o unico agente estressor que desencadeia adaptagoes positivas no coragio.
Durante o exercicio, ocorre um aumento na demanda de ox1génio em varios tecidos e no

coracdo e consequente elevagdao dos niveis de adenosina no miodcardio e no efluxo
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coronariano, indicando que a maior liberagio de adenosina no tecido cardiaco seria um

mecanismo protetor em resposta a isquemia.

Além disso, a adenosina produz dilatagio dos vasos coronarianos e da
musculatura lisa vascular sistémica promovendo hipotensdo (JAMES, 1965; ENDOH,
MARUYAMA, TAIRA, 1983). Acredita-se que a vasodilatagao em resposta a liberacio de
adenosina, proporciona um aumento na liberagio de fatores relaxantes derivados do
endotélio. (RUBANYI, ROMERO, VANHOUTTE, 1986). A dilatagio arteriolar induzida
pela adenosina aumenta o fuxo sanguineo dos tecidos envolvidos (BELLARDINELLLI,
LINDEN, BERNE, 1989). Desta maneira , a adenosina desempenha um importante papel

no controle da pressdo arterial.

SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

O sistema nervoso simpatico e parassimpatico tém papel fundamental na génese
e/ou manutengdo do estado hipertensivo. Diversos trabalhos mostram que as respostas
adrenérgicas e colinérgicas do sistema cardiovascular sio afetadas em resposta ao exercicio

(CHANDLER et al., 1997, KRIEGER et al , 1998).

NEUROTRANSMISSAO ADRENERGICA

As catecolaminas sdo os mediadores endogenos do sistema nervoso simpatico,
0s quais iniciam suas agdes por interagio com receptores de membrana, denominados
adrenoceptores (AHLQUIST, 1948). Esses mediadores sio representados pela
noradrenalina (liberada das terminacdes nervosas pos-ganglionares simpaticas), adrenalina
(liberada da medula adrenal) e dopamina. A ocupagdo dos adrenoceptores pelas
catecolaminas ¢ rapida, reversivel, saturavel, estereoseletiva e leva a formag@o de segundos

mensageiros intracelulares que desencadeiam as respostas fisiologicas.

Os adrenoceptores foram inicialmente divididos em duas grandes categorias, o
e B (LANDS et al,, 1967). Posteriormente, os adrenoceptores foram subdivididos em a,

a2, 1, P2, B3 e B4 pelo uso de antagonistas seletivos e sequenciamento dos aminoacidos que
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participam de suas estruturas proteicas. Os subtipos o sio ainda subdivididos em Olia, Clib,
oip, Oz2a, G2 € O2c (LANDS ef al, 1967, LANGER, 1974 BERTHELSEN &
PETTINGER, 1977, STARKE, 1981; FORD et al_, 1994).

Os adrenoceptores pertencem a uma super familia de receptores de membrana
estritamente relacionados e acoplados as proteinas G. Todas essas proteinas receptoras
compartilham uma estrutura peptidica comum na qual a por¢ao amino terminal (N) no lado
extracelular da membrana € conectada a uma cadeia carboxilica terminal (C) no lado
intracelular da membrana, por sete dominios transmembrana. O tamanho relativo das
cadeias N- e C-terminais e da terceira alga intracelular varia consideravelmente de receptor
para receptor (RAYMOND ef al, 1990, BIRNBAUMER, 1992) A terceira alga
intracelular dos adrenoceptores € o sitio de acoplamento desses receptores com a proteina

G.

As proteinas G sdo heterotrimeros consistindo de uma subunidade hidrofilica .
e duas subunidades hidrofobicas B e y. Baseadas na presenga de isoformas da subunidade .
foram identificadas vinte e cinco proteinas G distintas: quatro isoformas de Gs; trés de Gi;
duas isoformas de Go; uma Gz; duas Gq e duas transducinas. Destas, somente oito foram
purificadas livres e ndo associadas a outros elementos da membrana. Na auséncia de
agonista, quando a proteina G esta na forma inativa, uma molécula de guanosina difosfato
(GDP) encontra-se ligada a subunidade o formando um complexo associado as
subunidades 3 e y. Na presenca do agonista, o receptor ativado interage com a proteina G e
induz a troca de GDP por guanosina trifosfato (GTP) na subunidade a. Apos ligar-se ao
GTP, a subunidade o dissocia-se das subunidades By e torna-se ativada. A subunidade o
permanece livre até que ocorra a hidrolise de GTP e a formagdo novamente de GDP,
levando a sua reassociagdo com as subunidades By (BIRNBAUMER, 1990, 1992). A
subunidade o« da proteina Gs, quando ativada, leva a estimula¢do da adenilato ciclase

(RODBELL, 1980;: GILMAN, 1987).

Os adrenoceptores a;, quando acoplados a proteina Gq, ativam a fosfolipase C
levando a formag@o dos segundos mensageiros inositol trifosfato (IPs) e diacilglicerol

(DAG), os quais resultam no aumento de calcio intracelular e na ativagdo da proteina
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quinase C (EXTON, 1985). Os adrenoceptores a, parecem mediar a resposta fisiologica

atraves da inibigao da adenilato ciclase (DOCHERTY, 1998).

As respostas dos adrenoceptores B sio mediadas através da ativacio da
adenilato ciclase (EMORINE ef al., 1989, COHEN et al., 1999) e consequente estimulag¢io
de uma proteina G, denominada Gs, a qual leva a um aumento de AMP ciclico intracelular
e ativagdo da proteina quinase A (BRODDE, 1993). Também sob determinadas condigdes,
o adrenoceptor B, pode estar acoplado a uma proteina G (Gi) inibitoria de adenilato ciclase

(DAAKA ez al., 1997, XIAO et al., 1999)

O adrenoceptor Bi € o subtipo mais abundante (75-85%) no coragdo do
mamifero e o receptor B, também ¢ detectavel no tecido cardiaco (BRISTOW ef al., 1986;
BRODDE, 1993; KAUMANN & MOLENNAR, 1997). Estudos recentes tém demonstrado
a existéncia de receptores B3 e B4 no miocardio de ratos e humanos (GAUTHIER e al.,
1996; MOLENAAR e al., 1997, KAUMANN et al., 1998, COHEN et al., 1999). O
receptor adrenérgico B3 parece promover efeito inotropico negativo (GAUTHIER et al ,
1996), ao contrario do 4 que semelhante ao B; e B2 promovem efeito inotropico positivo
(KAUMANN & MOLENNAR, 1997, KAUMANN et al., 1998). A estimulacio dos
receptores J-adrenérgicos por catecolaminas circulantes ou agonistas adrenérgicos leva ao
aumento da frequéncia cardiaca (cronotropismo positivo), for¢a de contragéo (inotropismo

positivo), frequéncia de relaxamento cardiaco e automaticidade (POST et al., 1999).

Os adrenoceptores B podem ser regulados por diferentes estimulos, aumentanto
ou diminuindo sua expressdo funcional e/ou numerica. O aumento do efluxo de
catecolaminas promove diminui¢do na expressdo e no acoplamento dos receptores aos seus
efetores enquanto que a diminui¢do dos niveis de catecolaminas produz aumento na

expressdo e/ou na eficacia da resposta celular (STYLES ez al., 1984).
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NEUROTRANSMISSAO COLINERGICA

Os receptores colinérgicos sdo classificados em dois tipos principais:
nicotinicos que respondem a nicotina e muscarinicos que exibem resposta excitatoria a
muscarina). Os receptores nicotinicos compreendem dois subtipos: Nn (neuronal) e Nm
(muscular e ganglionar), os quais estdo presentes no sistema nervoso central, na juncgdo
neuromuscular e nos ganglios autonomicos. Sdo constituidos por quatro ou cinco
subunidades alojadas na membrana, formando um canal iénico central, que atua como o
sitio de ligagdo da acetilcolina, e esta situado no dominio extracelular da molécula do

receptor (EGLEN ef al., 1996).

Os receptores muscarinicos sao classificados em cinco subtipos distintos,
denominados M;, Mz, M3, My e Ms (BONNER ez al., 1987, GOYAL, 1988; DORIE et al.,
1991; CAULFIELD, 1993).

Em coragdo de mamiferos, a populagdo predominante de receptores
muscarinicos ¢ do subtipo M; (HAMMER & GIACHETTI, 1982), cujos efeitos
cronotropicos e inotropicos negativos estao associados a inibi¢do da atividade da adenilato
ciclase ocasionada pelo acoplamento do receptor as proteinas Gi ou GK (PETERSON et
al., 1984, MAEDA et al., 1988, EGLEN ef al., 1996). Nas células endoteliais do tecido
vascular estdao presentes 0s receptores muscarinicos Mj, 0s quais, apos estimulagao,
induzem a liberagdo do oxido nitrico que se difunde para as células adjacentes do musculo
liso causando relaxamento. A vasodilatagdo também pode ocorrer pela agdao da acetilcolina
em receptores pré-sinapticos dos terminais nervosos adrenérgicos, que promovem a
inibigdo da liberacdo de noradrenalina (FURCHGOTT, 1984, PALMER ef al., 1988;
MONCADA et al., 1991).

As fibras parassimpaticas colinérgicas estao distribuidas extensamente nos
atrios e nos tecidos especializados de condug@o (nodos sinoatrial, atrioventricular e fibras
de Purkinje), enquanto que no miocardio ventricular, esta inervagéo € esparsa (KENT et a/ .,
1974, LEVY & SCHWARTZ, 1994). O impulso cardiaco normal € iniciado no nodo
sinoatrial, pela despolarizagdo espontanea das células do marca-passo. O potencial de acdo
¢ conduzido pelas fibras do musculo atrial do nodo atrioventricular e, em seguida, pelas

fibras de Purkinje no miasculo ventricular.
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A acetilcolina diminui a frequéncia cardiaca (efeito cronotropico negativo) e a
frequéncia de condug¢do em tecidos especializados dos nodos sinoatrial e atrioventricular
(efeito dromotropico negativo) através da diminuigdo da frequéncia de despolarizagao
diastolica espontdnea (a corrente do marca-passo) e pelo aumento da corrente de

repolarizagao no nodo sinoatrial; retardando assim, o limiar do potencial e os sucessivos
efeitos do ciclo cardiaco (DI FRANCESCO, 1993).

ESTRUTURA CARDIACA

O tecido cardiaco € constituido por células cardiacas denominadas
cardiomiocitos,. essas células compreendem 70% do tecido miocardico. Além dos
cardiomiocitos existem, os vasos sanguineos, as substancias amorfas intersticiais e a rede
fibrilar de colageno, também chamada matriz colagena intersticial miocardica (PFEFFER,
1995). O colageno encontrado nesta matriz, € sintetizado pelos fibroblastos, que sdo células
também presentes no intersticio miocardico. A fungdo do colageno ¢ manter a posi¢éo
espacial dos cardiomidcitos durante o ciclo cardiaco, impedindo estiramentos excessivos da
camara ventricular, permitir a transmissdo de forga gerada pelo sarcémero para a cimara
ventricular e possibilitar a restauragdo do comprimento diastélico do cardiomiécito apés o
relaxamento miocardico (BORG & CAUFIELD, 1981; KLASSEN, BARCKAY, WONG,
1996). O colageno ¢ uma proteina cujas caracteristicas fisicas e quimicas dependem da
composi¢do de suas cadeias polipeptidicas, tendo sido descrito 18 tipos de colageno. No
miocardio, foram identificados os tipos I, III, IV, V e VI. Os colagenos I, Il e V assumem a
forma fibrilar e os outros dois tipos estdo intimamente ligados as células e a adventicia dos
vasos (MEDURAC, 1982, BASHEY, MARTINEZ-FERNANDEZ, JIMENEZ, 1992). O
colagéno tipo 1 representa 85% da rede fibrilar intersticial, possui caracteristica densa,
portanto, modificagdes de sua concentragio no tecido resultam em alteracoes das
propriedades fisicas do miocardio. As fibras colagenas tipo III representa 11% da rede
intersticial. Elas possuem maior elasticidade quando comparado com as fibras colageno

tipo I (BURTON, 1954).




Alteragdes estruturais e anatomicas da parede do ventriculo ocorrem ao longo
do tempo, apos agressdes de diferentes etiologias. Tais alteragdes correspondem a condi¢io
de reestruturagdo e remodelagdo ventricular ou hipertrofia do miocardio (ANVERSA,
RICCIL, OLIVETTI, 1985). Na hipertrofia cardiaca podem ocorrer modificagdes dos
cardiomidcitos e/ou das fibras colagenas em decorréncia de sobrecarga de pressdo e/ou
volume sobre o miocardio (KRIEGER, 1994). Na sobrecarga de pressdo desenvolve-se a
hipertrofia concéntrica com aumento em paralelo das miofibrilas, reduzindo o raio
ventricular. Esta hipertrofia € denominada de patologica, e normalmente, acompanha o
desenvolvimento da hipertensio arterial. MORENO-Jr ef al., (1996) demonstraram que a
hipertensao cronica desenvolvida através da inibi¢do da sintese de oxido nitrico com L-
NAME (dose 20 mg/dia/rato) promove hipertrofia ventricular acompanhada de necrose e
fibrose celular. A sobrecarga de volume sanguineo sobre o miocardio, desenvolve a
hipertrofia excéntrica, também denominada, hipertrofia fisiologica. Ela ¢ caracterizada por
aumento dos sarcomeros em série e alongamento das fibras, resultando em aumento da
dimensdo diastolica final do ventriculo esquerdo (enchimento venoso), melhorando seu
desempenho e sua fun¢do como bomba. Estudos em animais e humanos demonstram que o
treinamento fisico favorece o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiologica

(SCHEUER & TIPTON, 1977;: MOLE, 1978).

MODELOS DE HIPERTENSAO E ATIVIDADE FISICA

Na tentativa de avaliar os efeitos da atividade fisica sobre a funcdo
cardiovascular, diferentes modelos de hipertensdo experimental tém sido empregados. Em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) verificou-se que a atividade fisica por corrida
durante 8 semanas retarda (mas ndo previne) o aparecimento do estado hipertensivo nos
animais jovens, enquanto que nos animais em que a hipertensdo ja esta estabelecida, o
treinamento ndo altera os valores de pressdo arterial (HOFFMAN, 1987). Enquanto que na
hipertensdo renovascular, observou-se que o treinamento fisico por nata¢do ndo produz
qualquer mudancga nos valores de pressdo arterial apos 4, 8 ou 12 semanas de treinamento

(MORENO-Jr, CEZARETI, PICARRO, 1995).
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Em relagao ao modelo de hipertensdo arterial induzido pelo bloqueio crénico da
sintese de oxido nitrico, os trabalhos com treinamento fisico ainda foram pouco explorados.
Este modelo de hipertensao arterial foi descrito por RIBEIRO e al. (1992) e a partir de
entdo vém sendo intensamente empregado para avaliar o papel do 6xido nitrico no controle
da hipertensdo arterial (ZATZ & BAYLIS, 1998). Em nosso grupo de trabalho temos usado
este modelo principalmente para compreensdo do papel do Oxido nitrico no musculo

cardiaco (MORENO-Jr ez al., 1995; 1996, OLIVEIRA et al., 1999; RIADO et al., 1999).

OBJETIVOS

Assim o presente trabalho procurou avaliar o papel da atividade fisica regular
por natag@o prévia ou concomitante ao tratamento com L-NAME sobre a pressio arterial e

possiveis alteragdes na fun¢ao cardiaca.
Os objetivos especificos desse trabalho foram:

» Avaliar os valores de pressdo arterial antes, durante e apés os diferentes

tratamentos experimentais.

Avaliar alteragdes cronotropicas positivas e negativas em atrios direitos

\%

isolados de ratos através da poténcia ao agonista 3 adrenérgico, isoproterenol

€ a0 agonista muscarinico, carbacol.

» Avaliar as possiveis altera¢cdes morfologicas (diametro do cardiomiocito e
tecido conjuntivo) em atrios e ventriculos apds os diferentes tratamentos

experimentais.

» Caracterizar o estado de treinamento fisico por natagdo através dos niveis de

lactato plasmaticos.
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ANIMAIS

Foram usados em todos os experimentos ratos Wistar, pesando entre 150 g a
400 g. provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual
de Campinas (CEMIB-UNICAMP, Campinas, SP) Os ratos foram alojados, pelo menos por
uma semana, no biotério de manutengdo do Departamento de Farmacologia UNICAMP,

em gaiolas coletivas. Ragdo foi fornecida ad libitum.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos para cada

protocolo experimental :
1. Controle, sem qualquer manipulagdo (sedentario);
2. Tratados com N*-nitro-L-arginina metil éster, sem treinamento (L-NAME);
3. Treinados por natagéo (treinado);

4. Treinados por natagdo previamente e/ou simultaneamente ao tratamento com

L-NAME (treinado + L-NAME).

PROTOCOLOS EXPERIMENTALIS

Neste estudo foram desenvolvidos trés protocolos experimentais:

PROTOCOLO 1

Os animais foram submetidos ao treinamento fisico por natagdo durante 4
semanas previamente ao tratamento com L-NAME. O tratamento com L-NAME durante 4
semanas, foi iniciado logo apos o término do treinamento, conforme pode ser obserado no

diagrama abaixo. Protocolo |
I 1

Natagao L-NAME

@]

(Semanas)




PROTOCOLO 11

Os animais foram submetidos ao treinamento fisico por nata¢ao durante 8

semanas simultaneo ao tratamento com L-NAME.

Protocolo Ii
—
L-NAME
Natagao
} : —
0 4 8
(Semanas)

PROTOCOLO I11

Os animais foram submetidos ao treinamento fisico por natagdo prévio e
posteriormente simultineo ao tratamento com L-NAME, com um periodo total de oito
semanas. O tratamento com L-NAME, neste protocolo, foi iniciado na quinta semana do

estudo com duragdo de quatro semanas.

: Protocoilo Il f
Natagdo - LNAME
— f |
0 4 8
(Semanas)




TREINAMENTO FiISICO

Na primeira semana de estudo, os animais passaram por um periodo de
adaptagdo ao ambiente aquatico que consistiu de aumentos progressivos no tempo de
natagdo, iniciando-se com 15 minutos, na primeira sessao, aumentando-se 15 minutos a

cada dia, até completar o tempo total de 60 minutos.

Os animais foram submetidos entdo, a sessdes de nata¢ao de sessenta minutos
cada, 5 vezes por semana, durante quatro ou oito semanas consecutivas, conforme os
protocolos experimentais empregados. As sessdes foram realizadas num tanque de amianto
com 100 cm de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. A profundidade da agua
foi de 40 cm, para evitar que os ratos apoiassem a cauda no fundo do tanque. A temperatura

da agua foi de 32 + 1° C. Os animais foram treinados em grupos de 10 ratos.

AVALIACAO DO CONDICIONAMENTO FiSICO DOS ANIMAIS:

Para controle do efeito do treinamento no condicionamento fisico dos animais
submetidos a natag¢do foi realizado um teste de esforgo para a determinacdo do lactato
sanguineo que consistiu de uma Gnica sessdo de 1 hora. O teste foi realizado em todos os
grupos estudados sendo que para os animais treinados, a coleta de sangue foi efetuada
somente 48 horas apos o término Gltima sessdo de treinamento para evitar a interferéncia da
ultima sessao de natagdo na analise. Foram coletadas amostras de sangue da extremidade da

cauda dos ratos para determinacgio de teores de lactato sanguineo a cada 20 minutos.

Coletou-se 25 pl sangue desprezando-se a primeira gota para obten¢io dos
valres de lactato sanguineo. Imediatamente, o sangue foi diluido em 50 ul de solucdo de
fluoreto de sodio (1%), contida em tubos de Eppendorf. As amostras coletadas foram
estocadas em freezer para posterior analise que foi feita através do método eletroquimico

segundo YSL 2300 STAT (Yellow Spring, Inc. E.U.A) e expressos em mM.
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A determinagdo do acido latico baseia-se primariamente na existéncia de um
sensor de prova e trés camadas de membranas. A camada média contém a enzima L-lactato
oxidase numa forma imobilizada. A face da prova, coberta pela membrana, esta situada em
uma camara contendo tampao na qual é injetada a amostra. Uma parte do substrato difund e-
se atraveés da membrana e quando ocorre o contato entre a amostra e a enzima L-lactato
oxidase produz-se peroxido de hidrogénio (H,0,) (reagdo 1) que € entdo oxidado, no inodo

de platina, produzindo elétrons (reagio 2).
L-lactato + O, ® piruvato + H,0, (reagio 1)

H;0, —» 2H + 0 + 2 e— (reag:iio 2)

O fluxo de elétron é linearmente proporcional a concentra¢io de equilibrio de
peroxido de hidrogénio e, portanto, proporcional a concentragdo de lactato. Os valores de

lactato sdo lidos entdo no aparelho

TRATAMENTO COM L-NAME

O tratamento com o N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) foi realizado
segundo RIBEIRO er al. (1992). L-NAME foi acrescentado i agua a ser ingerida pelos
animais, numa concentra¢io de aproximadamente 40 mg/L com uma dose diaria de 2 mg

para cada rato durante quatro ou oito semanas, seguindo os tratamento experimentais.

MEDIDA DE PRESSAO ARTERIAL

A pressdo arterial foi verificada em todos os Srupos experimentais através da
medida indireta de pressdo arterial de cauda modificada por ZATZ (1990). Os ratos foram
colocados em uma gaiola plastica pré-aquecida a uma temperatura média de 37-39 °C, para

que houvesse uma dilata¢do dos vasos caudais, facilitando a captacdo das pulsacdes, onde
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permaneceram por aproximadamente 20 minutos. Passado este tempo, cada animal foi
colocado num contensor (Modelo 1262. NARCO Bio Systems, Inc. Houston, Texas, EUA).
Um manguito adaptado foi colocado na cauda do animal, que foi untada com graxa
(evitando interferéncias na captagdo do som), sendo entdo introduzida em um tudo de
borracha acoplado a um microfone, capaz de captar sinais com amplitude maxima de 0.5
mV. O registro produzido por este microfone era visualizado em um osciloscépio (Modelo
CS 4025, Kenwood Corporation, Japao). O manguito era insuflado até 20-30 mmHg acima
do valor de registro, onde as pulsagdes ndo eram mais visualizadas no osciloscopio. O
manguito era, entdo, desinsuflado e quando as pulsagdes recomegavam continuamente, a
primeira pulsagio era considerada como valor da pressao sistolica que era determinada por
visualizagdo direta das pulsagdes no osciloscopio e lidas em um manémetro externo. Para
minimizar os efeitos do estresse sofrido pelos animais, as leituras eram consideradas
validas quando trés determinagdes consecutivas com variagdes nao maiores que 2 mmHg
eram registradas. As medidas foram realizadas antes do inicio do estudo (tempo zero),
repetidas semanalmente e a Gltima medida foi efetuada 48 horas apos a ultima sessdo de

nata¢do dos animais

ANALISE HISTOLOGICA DO CORACAO

O estudo para analise de possiveis alteragdes histopatologicas dos ventriculos e
atrios foi feito apos o periodo de treinamento e/ou tratamento comparados com os animais
controles. Apos o sacrificio, os coragdes foram retirados e colocados em solugdo de formol
10%. Os ventriculos e os atrios foram cortados em cinco niveis equidistantes (anéis) ao
longo de seu maior eixo. Os anéis foram embebidos em parafina, em cortes longitudinais de
5 pm, e corados com tricromo de Masson. A seguir, o grau de fibrose do miocardio foi
avaliado quantitativamente pelo método de volumetria de pontos. A analise histologica foi
feita em microscopio 6ptico (Zeiss, Alemanha), e o volume relativo ocupado por tecido
conjuntivo em ventriculos e atrios foi medido com uma ocular especial contendo um
reticulo de integragdo de 25 pontos (5 linhas paralelas com 5 pontos cada). Aleatoriamente,

em uma lamina, os elementos do coragdo de cada um dos animais foram contados. Assim,
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avaliamos o numero de vezes em que 0s pontos caem sobre tecido conjuntivo em 25
campos microscopicos. A fim de se obter a fracdo de volume ocupada, por tecido

conjuntivo ( Ppi), o seguinte calculo foi usado:
Ppi =

Onde, p € a soma do numero de pontos que caem sobre areas preenchidas com

tecido conjuntivo, P é o numero total de pontos que caem no campo total da lamina.

Os cardiomiocitos foram medidos usando um sistema de luz optica através de
um micrémetro com uma objetiva de 40x (400 ampliagdes). Dez células foram selecionadas
a0 acaso e o diametro das fibras subepicardica, mediomiocardica e subendocardica foram

medidas em cada animal dos diferentes 8rupos experimentais.

ATRIOS DIREITOS ISOLADOS

Apos o periodo de treinamento e/ou tratamento com L-NAME | os animais
foram anestesiados e sacrificados por sec¢do dos vasos cervicais. Os coragdes foram
rapidamente removidos e colocados em Krebs- Henseleit, previamente oxigenado. Os atrios
direitos foram isolados e montados em camaras de incubag¢do de tecido (20 ml volume)
contendo Krebs-Henseleit, pPH 7,3 a 7,5, 37°C e aerado com 95% 0,-5% CO,. A
composi¢do da solu¢do de Krebs-Henseleit foi (milimolar): NaCl, 124: KCl, 4,75; MgSO0.,,
1,30; CaCl,, 2,25; NaHCO;, 25,0; NaH;POy, 0,6; glicose, 10,0: ascorbato, 0,3; e EDTA,
0,03. Ascorbato ¢ EDTA foram adicionados para evitar a oxidagdo das catecolaminas
(HUGHES & SMITH, 1978). Nesta solugdo de Krebs-ringer bicarbonato, o 17-B-estradiol
foi adicionado para evitar a metabolizagio do isoproterenol (HUGHES & SMITH, 1978).

OBTENCAO E ANALISE DAS CURVAS CONCENTRACAO-EFEITO

Curvas concentragio-efeito para as agOes cronotropicas negativas ao agonista
muscarinico, carbacol, e para as agdes cronotropicas positivas ao agonista B adrenérgico,
isoproterenol foram obtidas através do aumento cumulativo das concentragdes do agonista

em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas (VAN ROSSUM, 1963).
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Todos os dados das curvas concentragao-efeito foram avaliados segundo a

equagao:
E = Enax/((1+(10710%") + @)

onde E € o aumento da frequéncia de batimentos atriais em resposta ao agonista
(efeito); Emax € a resposta maxima que o agonista pode produzir; ¢ é o logaritmo da ECs,
definida como a concentragio do agonista que produz metade da resposta maxima; x é o
logaritmo das concentragdes do agonista; o exponencial, n, € o coeficiente angular ou
inclinagdo, que define o tipo de curva concentragdo-efeito obtida, e @ ¢ a resposta
observada na auséncia do agonista. Analise de regressao ndo linear para determinar os
parametros En.s, log ECso e n foi empregada usando o programa GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA) com o valor basal dos batimentos valendo zero, (® =

Zero).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao das médias (E.P.M ).
O programa Instat (GraphPad Software) foi usado para as analise estatisticas. A analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni foram utilizados para comparacdes
multiplas das variaveis independentes. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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CONCENTRAGAO DE LACTATO SANGUINEO

Observamos que os animais que foram submetidos a natagdo por 4 semanas,
apresentaram valores de lactato sanguineo significativamente menores a partir dos 20
minutos de coleta, quando comparados com os animais do grupo sedentario ou tratados

com L-NAME (figura 3).
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Figura 3: Efeito do treinamento por natagdo durante 4 semanas na concentragio plasmatica
de lactato em ratos sedentarios (&), L-NAME (&), treinados (4A) ou treinados +
L-NAME (A). Os dados representam as médias = E.P.M. de 5 animais. *,

P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagdo multipla (Bonferroni).
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PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Os animais sedentéarios e treinados nio apresentaram qualquer alteracio de
pressao arterial no decorrer das oito semanas, enquanto que os animais tratados com L-
NAME apresentaram aumento significativo de pressio arterial. A partir da segunda semana
de tratamento os animais que treinaram previamente a administragdo de L-NAME,
apresentaram significativa atenuagdo da elevagdo da pressdo arterial a partir da sétima
semana quando comparados aos animais ndo treinados ou que receberam L-NAME (figura

4).
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Figura 4: Evolugdo temporal dos valores de pressio arterial sistolica de ratos sedentarios
(4), L-NAME (A), treinados (4) ou treinados + L-NAME (A). Os dados
representam as medias = E.P.M. de 6 a 10 animais. * P<0.05, ANOVA seguida

de pos-teste para comparagdo multipla (Bonferroni).
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PESO CORPORAL

Nao verificamos qualquer alteragio no ganho de peso corporal dos animais

entre os grupos estudados (figura 5).
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Figura 5: Evolugéo temporal dos valores de peso corporal de ratos sedentérios (A), L-
NAME (4.), treinados (A) ou treinados + L-NAME (4). Os dados representam

as médias + EP.M. de 6 a 10 animais.
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FREQUENCIA ATRIAL BASAL

A frequéncia atrial basal dos animais foi verificada antes da realizacdo das
curvas concentragao-efeito. Nido observamos qualquer diferenca entre os valores dos

batimentos espontaneos dos atrios isolados entre os grupos estudados (tabela 1).

Tabela 1: Efeito da inibigdo da sintese de oxido nitrico na frequéncia basal de atrios
direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e

tratados com L-NAME.

GRUPOS Frequéncia basal (bat/min) N
Sedent:irio 300 £ 19.5 7
L-NAME 268+ 12 7
Treinado 318 +125 6
Treinado + L-NAME 296 +£19 8

Os dados sdo médias + E.P.M. , N niimeros de animais.
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RESPOSTA  CRONOTROPICA A0  AGONISTA  B-ADRENERGICO:
ISOPROTERENOL

O efeito do treinamento fisico por natagio e da inibigdo da sintese de oxido
nitrico por L-NAME na sensibilidade da resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios
direitos isolados foi avaliado ao final do tratamento. Nio ocorreu diferenga estatisticamente
significante na poténcia ao isoproterenol entre os grupos experimentais (L-NAME e
Treinado e posteriormente tratado com L-NAME) quando comparados com os grupos
controles (Sedentario e Treinado). As curvas concentragdo-efeito estdo ilustradas na figura

6 e os valores de pECsg do agonista estdo sumarizados na tabela 2.

200+

—— Sedentario

—+— L-NAME

= Treinado

—— Treinado + L-NAME

(bat/min)
:

Resposta Fracional

Figura 6: Efeito da inibicdo da sintese de 6xido nitrico na poténcia ao isoproterenol em
atrios direitos isolados de ratos sedentarios (A), L-NAME (M), treinados (A)
ou treinados + L-NAME (A). Os dados representam as médias + EP.M de 6 a

8 animais.
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Tabela 2: Efeito do treinamento fisico por natagao prévio ao tratamento com L-NAME na
resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios,

tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS pECsy DESVIO*® N
Sedentirio 8.53+0.17 7
L-NAME 8.47+£0.05 1.1 7
Treinado 8.65+0.17 I3 6
Treinado + L-NAME 8.98+0.09 28 7

Os dados sdo médias + E.P.M. . N nameros de animais.

a, antilogaritimo da diferenca entre os valores da pECso
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Tabela 3: Efeito do treinamento fisico por natagao prévio ao tratamento com L-NAME na
resposta cronotropica ao carbacol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios, tratados

com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS pECs, DESVIO* N
Sedentario 6.7+0.17 7
L-NAME 6.38+0.11 2.0 7
Treinado 6.69+0.10 1.0 6
Treinado + L-NAME 6.62+0.17 1.2 8

Os dados sio médias + E.P.M. . N nimeros de animais.

a, antilogaritimo da diferenga entre os valores da pECs,
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RESPOSTA MAXIMA AO ISOPROTERENOL E CARBACOL

A influéncia da atividade fisica na resposta maxima ao isoproterenol e ao
carbacol foi analisada apos obten¢do das curvas concentragdo-efeito a cada agonista. Nio
observamos qualquer diferenca estatisticamente significante nos valores de resposta
maxima ao agonista carbacol entre os grupos estudados. No entanto, para o isoproterenol, a
resposta maxima foi significativamente aumentada nos animais treinados e no grupo que
recebeu apenas L-NAME, quando comparados com os animais dos outros grupos (Treinado

e tratado com L-NAME e Sedentario), (tabela 4).

Tabela 4: Efeito da inibicao da sintese de oxido nitrico na resposta maxima aos agonistas
isoproterenol e carbacol em étrios direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com L-

NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Carbacol N Isoproterenol N
(bat/min) (bat/min)

Sedentirio -154+23 7 132. %5 6

L-NAME -147+ 14 7 171 £ 9* 7

Treinado -197+22 6 173 + 16* 6

Treinado + L-NAME -169+ 18 8 126 +7 7

Os dados sdo médias + E.P.M. . N niimeros de animais.

* P<0.05. ANOVA seguida de pos-teste para comparacdo multipla (Bonferroni).
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DIMENSOES DOS CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES

O diametro dos cardiomiécitos ventriculares foi analisado apds o periodo
de tratamento e/ou treinamento dos animais e comparados com 0s animais do
grupo sedentario. N&o verificamos diferencas significativas nas dimensées dos
cardiomidcitos nos diversos grupos estudados (tabela 5).

Tabela S. Efeito da inibi¢do da sintese de oxido nitrico no diametro dos cardiomiodcitos de

ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Ventriculos (1m) N
Sedentirio 12+ 0.4 6
L-NAME 12 +04 6
Treinado 122403 6
Treinado + L-NAME 121405 6

Os dados sdo médias + E.P.M. , N niimeros de animais.
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TECIDO CONJUNTIVO CARDIACO

A porcentagem de tecido conjuntivo cardiaco foj avaliada em todos os grupos.
O treinamento fisico por nata¢ao induziu um aumento significativo na quantidade de tecido
conjuntivo em atrios direitos bem como em ventriculos de ratos, quando comparados com o
grupo sedentario e o grupo que recebeu somente L-NAME. Observamos ainda, que a
administra¢do de L-NAME nio interferiu no aumento da porcentagem de tecido conjuntivo

induzido pelo treinamento fisico (tabela 6).

Tabela 6: Efeito da inibicdo da sintese de oxido nitrico na porcentagem de tecido
conjuntivo cardiaco de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e
tratados com L-NAME.

GRUPOS Atrio direito (%) N Ventriculos (%) N
Sedentario 23.6+ 1 6 8.3+ 0.4 6
L-NAME 225+1 6 98+0.6 7
Treinado 293+ 1% 6 12.2 +0.7* 7
Treinado + L-NAME 208 + 1* 6 12 +0.6* 6

Os dados sdo médias + EP.M. . N numeros de animais.

*, P<0.05 ANOVA scguida de pés-leste para comparagio multipla (Bonferroni).
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CONCENTRACAO DE LACTATO SANGUINEO

ApOs oito semanas observamos que os animais que foram submetidos ao
treinamento fisico, apresentaram valores de lactato sanguineo significativamente menores a
partir dos 20 minutos de coleta, quando comparados com os animais dos grupos sedentarios

com ou sem tratamento com L-NAME (figura 8).
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Figura 8: Efeito do treinamento por natagdo durante 8 semanas na concentracdo plasmatica
de lactato em ratos sedentarios (A), L-NAME (&), treinados (A) ou treinados +
L-NAME (4). Os dados representam as médias + EP.M. de 5 animais. *
P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagio multipla (Bonferroni).
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PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Como esperado, o tratamento cronico com L-NAME, durante 8 semanas,
produziu aumento significativo da pressao arterial quando comparados com os animais que
receberam apenas agua. O treinamento nio alterou o estado hipertensivo promovido pelo

tratamento com o L-NAME. O desenvolvimento da pressao arterial sistolica é mostrada na

figura 9.
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Figura 9: Evolugdo temporal dos valores de pressdo arterial sistolica de ratos sedentarios
(&), L-NAME (A), treinados (&) ou treinados + L-NAME (A). Os dados
representam as medias + EP M. de 6 a 10 animais_ * P<0.05, ANOVA seguida

de pos-teste para comparagio multipla (Bonferroni).
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PESO CORPORAL

Nao verificamos qualquer alteragio no ganho de peso corporal dos animais

entre os grupos estudados (figura 10).
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Figura 10: Evolugdo temporal dos valores de peso corporal de ratos sedentarios (M), L-
NAME (&), treinados (4) ou treinados + L-NAME (A). Os dados representam

as medias + E.P.M. de 6 a 10 animais.
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FREQUENCIA ATRIAL BASAL

A frequéncia atrial basal dos animais foi verificada antes da realizagao das
curvas concentragao-efeito. Os animais submetidos ao treinamento fisico por natagdo
(treinado e treinado + L-NAME) apresentaram diminuicio significativa na frequéncia atrial

basal quando comparado aos animais sedentarios (sedentério e L-NAME). (tabela 7).

Tabela 7: Efeito da inibi¢do da sintese de 6xido nitrico na frequéncia basal de atrios
direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e

tratados com L-NAME.

GRUPOS Frequéncia basal (bat/min) N
Sedentario 300+19.5 7
L-NAME 258 £ 12 8
Treinado 233 £15* 8
Treinado + L-NAME 224 £ 11* 7

Os dados sdo médias + E.P.M. , N nameros de animais.

* P<0.05. ANOVA seguida de pos-teste para comparacio multipla (Bonferroni).
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RESPOSTA  CRONOTROPICA AO AGONISTA B-ADRENERGICO:
ISOPROTERENOL

O efeito do treinamento e da inibigdo da sintese de 6xido nitrico por L-NAME
na sensibilidade da resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos isolados foi
avaliado ao final do tratamento. N3o ocorreu diferenca estatisticamente significante nas
curvas concentragdo-efeito ao isoproterenol entre os grupos estudados. As curvas

concentragdo-efeito estdo ilustradas na figura 11 e os valores de pECsp do agonista estdo

sumarizados na tabela 8.
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Figura 11: Efeito da inibi¢io da sintese de 6xido nitrico na poténcia ao isoproterenol em
atrios direitos isolados de ratos sedentarios (&), L-NAME (&), treinados (A)
ou treinados + L-NAME (A). Os dados representam as medias + EP.M. de 6

a 8 animais.
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Tabela 8: Efeito do treinamento fisico por natagdo simultdneo ao tratamento com L-NAME

na resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios,

tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS PECs, DESV1O* N
Sedentario 8.57+0.19 6
L-NAME 89+0.11 2.1 8
Treinado 844+0.14 -13 6
Treinado + L-NAME 848+0.15 -1.2 6

Os dados sdo médias + E.P.M. . N numeros de animais,

a, antilogaritimo da diferenga entre os valores da pECso
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RESPOSTA CRONOTROPICA NEGATIVA AO AGONISTA MUSCARINICO:
CARBACOL

O efeito do treinamento e da inibi¢do da sintese de oxido nitrico por L-NAME
na sensibilidade da resposta cronotropica negativa ao agonista carbacol em atrios direitos
isolados foi avaliado ao final do estudo. Os animais submetidos ao treinamento
apresentaram desvio a direita da curva concentragdo-efeito de 4 vezes, ocorrendo
diminui¢do significativa na poténcia ao carbacol nos animais submetidos ao treinamento
(treinado e treinado + L-NAME) quando comparados aos animais sedentarios (sedentario e
L-NAME). As curvas concentragdo-efeito estdo ilustradas na figura 12 e os valores de

pECso do agonista estdo sumarizados na tabela 9.
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Figura 12: Efeito da inibigdo da sintese de oxido nitrico na poténcia ao carbacol em atrios
direitos isolados de ratos sedentarios (A), L-NAME (&), treinados (&) ou
treinados + L-NAME (A). Os dados representam as médias + EP.M. de 6 a 8

animais.
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Tabela 9: Efeito do treinamento fisico por nata¢ao simultaneo ao tratamento com L-NAME
na resposta cronotropica ao carbacol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios,

tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME..

GRUPOS pECs, DESVIO* N
Sedentario 6.7+0.17 7
L-NAME 6.68 +£0.07 -1.0 7

Treinado 6.12 £0.13* 3.8 6
Treinado + L-NAME 6.10 +£0.14* -3.9 8

Os dados sio médias + E.P.M. | N numeros de animais. a. antilogaritimo da diferenca entre os valores da

pECs, *, P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagio multipla (Bonferroni).
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RESPOSTA MAXIMA AO ISOPROTERENOL E CARBACOL

A influéncia da atividade fisica na resposta maxima ao isoproterenol e ao
carbacol foi analisada apos obtengdo das curvas concentragdo-efeito a cada agonista. Nao

observamos qualquer diferenga estatisticamente significante nos valores de resposta

maxima a ambos agonistas entre os grupos estudados (tabela 10).

Tabela 10: Efeito da inibi¢@o da sintese de oxido nitrico na resposta maxima aos agonistas

isoproterenol e carbacol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com

L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Carbacol N Isoproterenol
(bat/min) (bat/min)
Sedentairio -154 £23 7 131+ 12
L-NAME -153+14 8 117+ 17
Treinado -116 £17 8 138 £ 16
Treinado + L-NAME -155+8 8 161 £12

Os dados sio médias + E.P.M. . N nimeros de animais.




DIMENSOES DOS CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES

Nao verificamos diferengas significativas no diametro dos cardiomiocitos nos

diversos grupos estudados (tabela 11) .

Tabela 11: Efeito da inibi¢do da sintese de oxido nitrico no tamanho dos cardiomiocitos de

ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Ventriculos (1m) N
Sedentirio 128+0.4 6
L-NAME 13.7+0.6 6
Treinado 128+0.4 6
Treinado + L-NAME 11.2+04 6

Os dados sdo médias + E.P.M. . N nimeros de animais.
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TECIDO CONJUNTIVO CARDIACO

A percentual de tecido conjuntivo cardiaco foi avaliada em todos os grupos. O
treinamento fisico por natagdo induziu um aumento significativo na quantidade de tecido
conjuntivo em atrios direitos quando comparados com os grupos sedentarios com ou sem
tratamento com L-NAME. O tecido conjuntivo ventricular nao foi alterado em todos os

grupos estudados (tabela 12).

Tabela 12: Efeito da inibi¢gdo da sintese de oxido nitrico na porcentagem de tecido
conjuntivo cardiaco de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e

tratados com L-NAME.

GRUPOS Atrio direito (%) N Ventriculos (%) N
Sedentirio 235+1 6 83+04 6
L-NAME 30 +2 98+06 7
Treinado 355+ 1* 6 8.7+08 7
Treinado + L-NAME 33.5+3*% 6 103+1 6

Os dados sio médias + E.P.M. , N numeros de animais.

*. P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagdo multipla (Bonferroni).
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CONCENTRACAO DE LACTATO SANGUINEO

Observamos que os animais que foram submetidos ao treinamento fisico,
apresentaram valores de lactato sanguineo significativamente menores no tempo de 20 e 60
minutos de coleta, quando comparados com os animais dos grupos sedentario ou sedentario

+ L-NAME (figura 13).
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Figura 13: Efeito do treinamento por natagao durante 8 semanas na concentra¢ao
plasmatica de lactato em ratos sedentarios (&), L-NAME (&), treinados ()
ou treinados + L-NAME (A). Os dados representam as médias + E.P.M. de
5 animais. *, P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagdo

-

multipla (Bonferront).
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PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

O tratamento cronico com L-NAME durante 4 semanas, produziu aumento
significativo da pressdo arterial quando comparados com o0s animais que receberam apenas
agua. O treinamento prévio e simultaneo ao tratamento atenuou O estabelecimento da
hipertensdo promovido pelo tratamento com o L-NAME. O desenvolvimento da pressdo

arterial sistolica é mostrada na figura 14.
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Figura 14: Evolugao temporal dos valores de pressdo arterial sistolica de ratos sedentarios
(A), L-NAME (A), treinados (4) ou treinados + L-NAME (A). Os dados
representam as médias + E.P.M. de 6 a 10 animais. *, P<0.05 ANOVA seguida

de pos-teste para compara¢do multipla (Bonferroni).
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PESO CORPORAL

Nio verificamos qualquer alteragdo no ganho de peso corporal dos animais

entre os grupos estudados (figura 15).
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Figura 15: Evolugdo temporal dos valores de peso corporal de ratos sedentarios (A), L-
NAME (A ), treinados (4) ou treinados + L-NAME (&). Os dados representam

as médias + E.P.M. de 6 a 10 animais.




FREQUENCIA ATRIAL BASAL

A frequéncia atrial basal dos animais foi verificada antes da realizagio das
curvas concentragdo-efeito. Os animais submetidos ao treinamento fisico por natagdo
apresentaram diminuigdo significativa na frequéncia atrial basal quando comparados aos
animais sedentarios (sedentario e L-NAME). A associa¢do do exercicio ao tratamento com

L-NAME aos demais grupos ndo alterou a frequéncia atrial basal (tabela 13).

Tabela 13: Efeito da inibigdo da sintese de oxido nitrico na frequéncia basal de atrios
direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e

tratados com L-NAME.

GRUPOS Frequéncia basal (bat/min) N
Sedentirio 300 £19.5 7
L-NAME 268 £ 12 8
Treinado 233 4 15% 8
Treinado + L-NAME 255 +11 T

Os dados sdo médias = E.P.M. , N niimeros de animais.

* P<0.05, ANOVA seguida de pos-ieste para comparagdo miiltipla (Bonferroni).
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RESPOSTA CRONOTROPICA AO  AGONISTA  B-ADRENERGICO:
ISOPROTERENOL

O efeito do treinamento fisico e da inibigdo da sintese de oxido nitrico por L-
NAME na sensibilidade da resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos
isolados foi avaliado ao final do tratamento. Ndo ocorreu diferenga estatisticamente
significante entre os grupos experimentais. As curvas concentragdo-efeito estdo ilustradas

na figura 16 e os valores de pECsoy do agonista estdo sumarizados na tabela 14.
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Figura 16: Efeito da inibi¢do da sintese de oxido nitrico na poténcia ao isoproterenol em
atrios direitos isolados de ratos (&), L-NAME (&), treinados (&) ou treinados
+ L-NAME (A). Os dados representam as médias + E.P.M. de 6 a 8 animais.
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Tabela 14: Efeito do treinamento fisico por nata¢do prévio e simultineo ao tratamento com
L-NAME na resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos isolados de ratos

sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS pECs, DESVIO® N
Sedentario 8.57+0.19 6
L-NAME 8.47+0.11 -1.3 8
Treinado 843+0.14 -1.4 6
Treinado + L-NAME 8.39+0.15 -1.5 6

Os dados sdo médias + E.P.M. , N niimeros de animais.

a, antilogaritimo da diferenca entre os valores da pECsy
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RESPOSTA CRONOTROPICA NEGATIVA AO AGONISTA MUSCARINICO:
CARBACOL

O efeito do treinamento de oito semanas e da inibigio da sintese de 6xido
nitrico por L-NAME na sensibilidade da resposta cronotropica negativa ao agonista
carbacol em atrios direitos isolados foi avaliado ao final do tratamento. Os animais
submetidos ao treinamento apresentaram desvio a direita da curva concentragio-efeito de 4
vezes, ocorrendo diminui¢do significativa na poténcia ao carbacol nos animais submetidos
ao treinamento quando comparados aos animais sedentarios. No entanto, quando o
treinamento foi associado ao tratamento com o L-NAME nenhuma alteracio foi verificada.

As curvas concentragdo-efeito estdo ilustradas na figura 17 e os valores de pECsy do

agonista estao sumarizados na tabela 15.
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Figura 17: Efeito da inibigdo da sintese de 6xido nitrico na poténcia ao carbacol em atrios
direitos isolados de ratos sedentarios (A), L-NAME (A), treinados (A) ou
treinados + L-NAME (4). Os dados representam as médias + EP.M. de 6 a 8

animais.
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Tabela 15: Efeito do treinamento prévio e simultaneo ao tratamento com L-NAME na
resposta cronotropica ao carbacol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios, tratados

com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS pECs DESVIO* N
Sedentirio 6.70 £0.17 7
L-NAME 6.38+0.07 -2.0 7
Treinado 6:12:£0.13% -3.8 6
Treinado + L-NAME 641014 -1.9 8

Os dados sio médias + E.P.M. , N niimeros de animais. a, antilogaritimo da diferenca entre os valores da

PECs, * P<0.05, ANOVA seguida de pos-teste para comparagdo miltipla (Bonferroni).
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RESPOSTA MAXIMA AO ISOPROTERENOL E CARBACOL

A influéncia da atividade fisica na resposta maxima ao isoproterenol e ao
carbacol foi analisada apds obtengdo das curvas concentragdo-efeito a cada agonista. Nao
observamos qualquer diferenga estatisticamente significante nos valores de resposta

maxima a ambos 0s agonistas entre os grupos estudados (tabela 16).

Tabela 16: Efeito da inibigdo da sintese de 6xido nitrico na resposta maxima aos agonistas
isoproterenol e carbacol em atrios direitos isolados de ratos sedentarios, tratados com L-

NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Carbacol (bat/min) N Isoproterenol N
(bat/min)

Sedentario -154+£23 7 131 £12 6

L-NAME -147 £ 14 8 171 £9 8

Treinado -116 £ 17 8 152 +11 6

Treinado + L-NAME -150 £ 16 8 145+ 15 6

Os dados sio médias + E.P.M. , N niimeros de animais.
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DIMENSOES DOS CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES

Verificamos que os animais treinados em associacdo ao tratamento com L-
NAME apresentaram redugdo significativa no didmetro dos cardiomidcitos quando

comparado aos outros grupos (tabela 17) .

Tabela 17: Efeito da inibi¢do da sintese de oxido nitrico no tamanho dos cardiomiocitos de

ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e tratados com L-NAME.

GRUPOS Ventriculos (um) N
Sedentario 128 +0.4 6
L-NAME 12 3 00T 6
Treinado 12.8+0.4 6
Treinado + L-NAME 11.1 +£0.3* 6

Os dados sio médias + E.P.M. , N nimeros de animais.

*. P<0.05 ANOVA seguida de pds-teste para comparagdo multipla (Bonferroni).

100



TECIDO CONJUNTIVO CARDIACO

A porcentagem de tecido conjuntivo cardiaco foi avaliada em todos os grupos.
O treinamento fisico por nata¢io induziu um aumento significativo na quantidade de tecido
conjuntivo em atrios direitos quando comparados com o grupo sedentario com ou sem
tratamento com L-NAME. O tecido conjuntivo ventricular aumentou apenas nos animais

treinados e tratados com L-NAME (tabela 18).

Tabela 18: Efeito da inibido da sintese de 6xido nitrico na porcentagem de tecido
conjuntivo cardiaco de ratos sedentarios, tratados com L-NAME, treinados ou treinados e

tratados com L-NAME.

GRUPOS Atrio direito (%) N Ventriculos (%) N
Sedentirio 23.5+1 6 83+04 6
L-NAME 22+2 6 7
Treinado 355+ 3* 6 7
Treinado + L-NAME 31 +3% 6 13 £0.5* 6

Os dados sdo médias + E.P.M. . N niimeros de animais.

*, P<0.05 ANOVA seguida de pos-teste para comparagdo multipla (Bonferroni).
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DISCUSSAO



O efeito do treinamento fisico sobre as doengas cardiovasculares tem sido
amplamente estudado, sendo que a pratica de atividade fisica regular é recomendada por
diferentes profissionais de saude como fator de prevengio e/ou tratamento da hipertensao
arterial. No entanto, os resultados obtidos em animais de laboratério e em humanos

mostram que nem sempre a atividade fisica melhora e/ou previne o quadro hipertensivo

(BLAIR et al., 1984, PAFFENBARGER et al., 1986; PANICO et al., 1987).

Estudos prévios mostram que 0s possiveis mecanismos envolvidos no controle
da pressdo arterial pelo exercicio seriam atenuagdo da atividade simpatica associada ou nio
a elevagdo da atividade do sistema parassimpatico (SCHEUER & TIPTON, 1977; NOMA,
RUPP, JACOB, 1987, OVERTON, JOYNER, TIPTON, 1988, KRIEGER, BRUM,
NEGRAO, 1998). Além disso, recentemente alguns trabalhos tém enfatizado o papel do
NO na redug@o dos valores de pressao arterial pelo exercicio (SESSA ef al., 1994: SHEN
etal., 1994; GRIFTIN et al., 1999).

Nossos resultados mostram que a realizagdo de atividade fisica durante quatro
semanas previamente a inibi¢do da sintese de oxido nitrico, atenua os efeitos hipertensivos
do tratamento com L-NAME. No entanto, quando o treinamento ¢ iniciado
simultaneamente ao tratamento com o L-NAME, a hipertensdo ndio é revertida, sugerindo
que o exercicio prévio estimula a formagédo de diferentes agentes vadilatadores presentes no
organismo prevenindo o quadro hipertensivo por redugdo do ténus vascular, enquanto que a
indugdo de hipertensdo por L-NAME concomitante com a atividade fisica impede que essas
substdncias vasodilatadoras possam atuar de maneira eficaz, uma vez que muitas delas tém

0 Oxido nitrico como mecanismo de agdo na sua resposta celular.

Dentre as substancias vasodilatadoras liberadas durante o exercicio, temos o0s
fatores relaxantes derivados do endotélio (NO e EDHF), ions potassio, ions hidrogénios,
fosfato inorganico, prostaciclina, CGRP e adenosina (HINTZE ef al., 1990; POUCHER,
NOWELL, COLLINS & DiCARLO, 1990; KOBZIK ef al.,1994, BODE-BOGER ef al.,
1994; FLAVAHAN & VANHOUTTE, 1995; BRETT ef al., 1998).
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O NO ¢ o maior regulador do ténus muscular liso e do fluxo sanguineo. Além
do NO, EDHF ¢ também capaz de induzir relaxamento da musculatura lisa vascular através
do processo de hiperpolarizagdo celular. Recentemente foi demonstrado que o treinamento
fisico aumenta o relaxamento das artérias coronarias, € que esse maior relaxamento seria
devido ao aumento na formagdo de EDHF e NO pelas células endoteliais em resposta ao
exercicio fisico (GRIFTIN ef al., 1999). Foi verificado também em outro trabalho que o
exercicio cronico potencializa a dilatagdo mediada pelo endotélio de artérias aorta e
mesentérica de ratos, e que o EDHF seria um dos fatores responsaveis por esta dilatagio,
uma vez que o L-NAME reverteu so parcialmente o relaxamento induzido pela bradicinina
em animais treinados (YEN ez al.,, 1995). Assim, estes resultados mostram que além do
NO, EDHF também participa do controle do ténus vascular e reforga nossa hipotese de que
o exercicio estimula a liberagdo de diferentes fatores relaxantes reduzindo os valores de
pressdo arterial e que estes agentes dilatadores estariam envolvidos nos efeitos benéficos da

atividade fisica no sistema cardiovascular.

Alem de NO e EDHF, outras substancias vasodilatadoras como adenosina,

CGRP e substancia P estdao envolvidas na modulagdo do tonus vascular.

CGRP e substancia P sdo transmissores das fibras ndo-adrenérgicas nio-
colinérgicas e eles sdo encontrados na maioria dos tecidos, principalmente no sistema
cardiovascular, onde agem como vasodilatadores endogenos (BURNSTOCK, 1979).
Trabalhos prévios demonstram que o exercicio fisico aumenta o nivel de CGRP e que este
poderia contribuir para os efeitos benéficos da atividade fisica na prevengdo das doengas
cardiovasculares, enquanto que a substdncia P parece ndo participar no controle da pressdo

arterial em resposta ao exercicio (SCHIFTER et al, 1995; LIND et al., 1996).

Alguns estudos mostram que o aumento da demanda metabolica pelo exercicio,
principalmente na musculatura esquelética e musculo cardiaco, induz quebra de ATP
estocados nessas c€lulas e maior formacgdo de adenosina. A maior oferta de adenosina nas
células musculares esqueléticas estimularia a ativagdo de seus receptores produzindo
redugdo do tonus vascular que contraporia as agdes do L-NAME. Esta a¢do relaxante da
adenosina na musculatura vascular poderia explicar a atenuagdo da pressio arterial

observada em nosso estudo em ratos treinados previamente ao tratamento com L-NAME.

106



Além disso, a adenosina, no cora¢do, possui agdo cronotropica negativa, o que poderia
influenciar na redugdo da pressdo arterial uma vez que esta € resultado de trés fatores:
resisténcia periférica, volume sistolico e frequéncia cardiaca. Assim, a associagio dos
efeitos da adenosina sobre o musculo vascular e sobre o marca-passo atrial poderiam

explicar os efeitos benéficos do exercicio no controle da pressdo arterial em ratos tratados

com L-NAME.

O treinamento fisico por natagdo realizado simultaneamente ao tratamento com
L-NAME néo promoveu redugdo dos valores de pressdo arterial, sugerindo que o programa
de exercicio fisico empregado em nosso estudo ndo foi capaz de contrapor as alteragdes
induzidas pela inibi¢do da sintese de NO. Trabalhos prévios mostram que individuos
hipertensos ndo exibiram qualquer mudanga nos valores de pressdo arterial apds terem
participados de programas de exercicio fisico (DUNCAN et al., 1985, ATTINA, ef al.,
1986; HAGBERG ef al., 1990). Além disso, De ANGELIS et al. (1999) estudando animais
tratados com L-NAME e treinados atraves da corrida em esteira ndao observaram alteragdes
nos valores de pressdo arterial, na frequéncia cardiaca ou na sensibilidade baroreflexa

desses animais, confirmando assim nossos resultados.

A participagdo da atividade do sistema nervoso autdonomo no controle da
pressdo arterial tem sido extensivamente estudada. Diversos trabalhos tém mostrado que a
atividade fisica regular reduz a descarga simpatica no organismo tanto em animais de
laboratorio quanto em humanos, através do aumento da atividade aferente dos
barorreceptores arteriais sobre o nucleo do trato solitario no hipotalamo (NEGRAO ef al.,
1993; GRASSI ef al., 1994, KRIEGER et al,, 1998). A diminui¢do do tdnus simpatico
produzido pelo treinamento fisico € considerado como um dos mecanismos envolvidos na
atenuagao da hipertensdo, sendo que a resposta cronotropica mediada dos adrenoceptores [3
¢ um dos determinantes da atividade simpatica. NOs, portanto, avaliamos se a atividade
fisica e/ou tratamento com L-NAME poderia causar alguma alteragdo na resposta
cronotropica mediada por adrenoceptores 3 em atrios isolados. Nossos resultados mostram
que a atividade fisica associada ou ndo com o tratamento de L-NAME ndo afeta os valores
da pECso ao isoproterenol em atrios direitos isolados, sugerindo que a atividade do sistema

simpatico ndo foi modificada pelos diferentes procedimentos empregados, uma vez que, a
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poténcia ao isoproterenol nao foi alterada em nenhum dos grupos estudados. No entanto, a
resposta maxima ao isoproterenol apresentou-se aumentada nos animais treinados ou
tratados com L-NAME no protocolo I. A razdo para esse aumento da resposta maxima ao
isoproterenol sem alteragao na poténcia ao agonista ndo € clara para no6s. No entanto, dentro
do estudo de afinidade e eficacia de agonistas, podemos especular que o tratamento com L-
NAME ou o treinamento fisico por nata¢gdo podem provocar mudangas ou na eficiéncia do
acoplamento entre agonista-receptor-efetor (aumentando sua eficiéncia), ou diminui¢do no
metabolismo de remog¢do do agonista, e/ou mudangas na estrutura da membrana
citoplasmatica, por exemplo, a modificagdo de proteinas de membrana que modulam o
acoplamento do agonista ao receptor, sem contudo produzir alteragdo da afinidade aparente

do receptor pelo agonista.

A poténcia ao agonista muscarinico, carbacol foi reduzida somente nos animais
que treinaram por oito semanas, mostrando que a participa¢do do sistema parassimpatico
esta aumentada nesse grupo de animais. Essa maior ativagdo do sistema parassimpatico
sobre o nodo sinoatrial € confirmada pela frequéncia dos batimentos espontaneos atriais que
também se apresentaram reduzidas nos animais treinados por oito semanas. Estudos
realizados em humanos (SCHEUER & TIPTON, 1977), bem como em animais (TIPTON,
1965) mostram que o treinamento fisico regular promove bradicardia de repouso. Alguns
autores tém proposto que a bradicardia de repouso em resposta ao exercicio reflete aumento

da atividade parassimpatica sobre o coragdo (BOLTER & ATKINSON, 1988).

O treinamento por natagdo durante quatro ou oito semanas determinou
diminui¢do na concentrag¢do do lactato plasmatico mostrando que o programa empregado
em nosso estudo foi eficaz. No entanto, o treinamento fisico n3o induziu alteragdo no
didmetro dos cardiomiocitos. Estudos prévios mostram que o exercicio fisico induz
hipertrofia cardiaca em animais de laboratério e em humanos (SCHEUER & TIPTON,
1977, MOLE, 1978, MALHOTRA et al., 1981; SCHAIBLE & SCHEUER, 1981, 1985).
Entretanto, outros estudos falharam em detectar hipertrofia cardiaca em consequéncia da
realizagdo de exercicio (SCHAIBLE & SCHEUER, 1979). Esses autores sugerem que
algumas variaveis nao controladas, como diferengas na idade e no sexo poderiam explicar

as diferengas nos resultados. Além disso, alguns investigadores, usam o indice cardiaco
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(peso do coragao relacionado ao peso corporal) para mensurar a hipertrofia cardiaca,
método que possui sérias limitagdes metodologicas (SCHAIBLE & SCHEUER, 1981,
PERRAUT & TURCOTTE, 1994). Portanto, 0 programa usado em nosso estudo nao
produziu hipertrofia do cardiomiocito. Diminuigdgo do didmetro do cardiomiocito foi
observada nos animais que foram submetidos ao treinamento fisico prévio e simultaneo ao

tratamento com o L-NAME. A razao dessa hipotrofia cardiaca ndo € ainda clara para nos.

O tecido conjuntivo presente no cora¢do possui importante papel durante o
ciclo cardiaco. Ele mantém a posigdo espacial dos cardiomiocitos durante a sistole,
impedindo estiramentos excessivos das cAmaras cardiacas; permite a transmissdo da forca
gerada pelo sarcomero para a camara ventricular e possibilita a restauragao do comprimento
diastolico do cardiomiocito apos o relaxamento miocardico (BORG & CAUFIELD,1981;
KLASSEN et al., 1996). Trabalho prévio mostra que o exercicio pode alterar a propor¢ao
de tecido conjuntivo no coragao de ratos treinados induzindo aumento das fibras colagenas
em resposta a maior demanda cardiaca com aumento da for¢a de contragao (PERHONEN
& TURCOTT, 1997). Nossos resultados mostram que o treinamento fisico por natagao
determinou aumento da porcentagem de tecido conjuntivo cardiaco em todos 0s protocolos
experimentais, sendo que O tratamento com L-NAME néo modificou esse aumento. A
quantidade de tecido conjuntivo nos ratos treinados por quatro semanas aumentou cerca de
26 % em atrios direitos € 44% em ventriculos, enquanto que nos animais treinados por oito
semanas o aumento do tecido conjuntivo foi de aproximadamente 51% e ocorreu somente
nos atrios direitos, sem alteraco do tecido conjuntivo ventricular. Assim, a porcentagem de
tecido conjuntivo nos atrios direitos de animais treinados por natagao mostrou ser tempo
dependente, enquanto que O percentual de tecido conjuntivo nos ventriculos ndo parece

estar relacionado ao periodo de treinamento.
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1. O exercicio fisico prévio ao desenvolvimento da hipertensao induzida pela
inibigcdo da sintese de oxido nitrico atenua a elevagio dos valores de pressdo arterial. No
entanto, quando a hipertensdo esta em desenvolvimento ou ja estabelecida, a atividade

fisica ndo melhora o quadro hipertensivo.

2. A poténcia ao agonista B adrenérgico, isoproterenol nio foi modificada,
mostrando que a atividade do sistema simpético ndo se apresenta alterada nos diferentes

grupos estudados em todos os protocolos empregados .

3. A poténcia ao agonista muscarinico, carbacol e a freqiiéncia atrial basal
foram significativamente diminuidas nos animais treinados por oito semanas, sugerindo que
o treinamento fisico por natagdo produz aumento da atividade parassimpatica sobre o

marca-passo atrial.

4. A porcentagem de tecido conjuntivo nos atrios direitos dos animais treinados
ou treinados e tratados com L-NAME foi significativamente e esse aumento foi

independente da associagdo com a administragio de L-NAME.

5. O tamanho dos cardiomidcitos néo foi alterado nos animais treinados,
mostrando que o programa de treinamento fisico por natagio empregado por nés ndo induz

hipertrofia dos cardiomidcitos.
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SUMMARY



Chronic nitric oxide inhibition by L-NAME treatment leads to hypertension.
Regular exercise has been used as a nonpharmacological approach to prevent or to treat
hypertension. The aim of this study was to investigate the effect of physical preconditioning
and or physical activity simultaneously to LNAME treatment by swim training on the blood
pressure, cardiomyocyte size, amount of connective tissue in the heart and chronotropic
responses from right atria in L-NAME-treated rats. Our study shows that physical
preconditioning by swim training attenuates the increase in blood pressure in L-NAME-
treated rats. However, physical activity simultaneously to L-NAME treatment does not
attenuate the rise of blood pressure induced by long-term treatment with L-NAME The
potency of isoproterenol was not altered in all studied groups while the potency of
carbachol was significantly lower in trained groups. Swim training by itself increased the
amount of connective tissues in right atria and ventricles and it was not modified by
L-NAME treatment. No changes were observed in cardiomyocytes size in trained groups. It
is concluded that preconditioning physical can prevent or attenuate the hypertension
induced by L-NAME treatment, but it can not improve the blood pressure values when

hypertension is establishing or is already established.
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